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1.0 Resumen

Los tanicitos son un tipo de glia radial presente en la base media del hipotdlamo, en las
paredes del tercer ventriculo. Participan en distintos procesos como la neurogénesis,
funciones de barrera, y regulacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides (HPT). Dicho eje
mantiene la concentracion de hormonas tiroideas en sangre, y como consecuencia la
regulacion del balance energético corporal. Los tanicitos presentes en la eminencia media
expresan a la piroglutamil peptidasa I (PPII), una ectoenzima capaz de hidrolizar a la
hormona liberadora tirotropina (TRH). Se ha propuesto como funcién de la PPII reducir la
cantidad de TRH que se libera al sistema porta-hipofisiario en situaciones como el ayuno, o
bajo la administracidn sistémica de hormonas tiroideas, puesto que su expresion y actividad
incrementan bajo dichas condiciones. Se propuso como objetivo identificar los reguladores
de la expresion y actividad de la PPII por la importancia que esto pueda tener sobre el eje
HPT. Inesperadamente, no se pudo detectar la actividad enzimaética in vitro, en cultivos de
eminencia media de rata de 10 dias, posiblemente debido a la sobre expresion de la PPIT*,
una isoforma dominante negativa de la PPIL. En el presente trabajo, se probaron condiciones
de cultivo primario arrestados en medio sin suero, y cultivos organotipicos de eminencia
media con el fin de obtener un sistema que permita estudiar la expresion y actividad de la
PPII. Esta fue detectable Gnicamente en los cultivos organotipicos. Un analisis de las
cinéticas de expresion de los ARNm de PPII y de la actividad enzimadtica sugiere que los
tanicitos transcriben activamente al gen de la PPII en el cultivo organotipico, sin alterar su
patron de splicing alternativo. Pruebas inmunohistoquimicas confirmaron la presencia de
tanicitos. Finalmente, en cultivos organotipicos se observo que la actividad de la PPII esta
correlacionada positivamente con la concentracion de hormonas tiroideas. Se concluye que
los cultivos organotipicos de eminencia media son un buen modelo para estudiar los

reguladores de la PPII ex vivo.



2.0 Introduccion

2.1 Balance energético corporal

El balance energético es el proceso por el cual el cuerpo mantiene las reservas energéticas a
lo largo del tiempo, equilibrando la ingesta y el gasto energético (Morton, Meek, & Schwartz,
2014). El mantenimiento de dichas reservas implica cambios constantes en la actividad
metabolica. Cuando se ingieren alimentos, las reservas energéticas se almacenan
inmediatamente en forma de glucdgeno en el higado y musculo esquelético, o en forma de
triglicéridos en los adipocitos. A dicho ensamblaje de macromoléculas se le denomina
anabolismo. Por el contrario, cuando se requiere liberar energia (por ejemplo, en situaciones
de ayuno, durante el ejercicio o una respuesta inmune), ésta es provista por la glucosa, los
acidos grasos y las cetonas (para todo tipo de células, excepto las neuronas), provenientes de
los triglicéridos y el glucogeno, proceso que se denomina catabolismo (Bear, Connors and

Paradiso, 2007).

Para mantener este sistema en equilibrio es necesaria la regulacion del comportamiento
alimenticio, asi como del gasto energético, que se da por la interaccién entre el sistema
nervioso central (SNC), en particular el hipotalamo, y los tejidos periféricos involucrados en
el censo del estado energético corporal (Martins et al., 2016). Las sefiales de entrada al
sistema nervioso central pueden ser aferencias nerviosas o de caracter hormonal o nutricional,
ya que el hipotadlamo y otras zonas del SNC contienen receptores que reconocen estas sefiales
que son el reflejo del estado energético. Como sefiales a largo plazo se han reconocido a la
leptina e insulina, liberadas a la circulacién por el tejido adiposo blanco y pancreas,
respectivamente, y de corto plazo se ha reconocido a la colecistoquinina (CCK) y el péptido
similar al glucagon-1 (GLP1) generados en el intestino, asi como a la glucosa y los acidos
grasos liberados del higado al torrente sanguineo (Morton et al., 2014) o la ghrelina liberada
cuando el estdbmago este vacio (fig.1). Estas tltimas sefiales dependen de los alimentos

consumidos en el momento y estan relacionadas con la sensacion de saciedad (Schwartz et

al, 2000)



La sefalizacion por leptina e insulina estd en relacion directa con el grado de adiposidad;
regulan la ingesta alimenticia/gasto energético por medio de receptores localizados en el
sistema nervioso central y en particular en el nucleo arcuato del hipotdlamo (Schwartz et al.,

2000).
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Figura 1. Regulacion de la homeostasis energética en el sistema nervioso central. El sistema nervioso central
integra las sefiales de entrada del estado de las reservas energéticas a largo plazo (como la leptina) y a corto
plazo, relacionadas con los alimentos ingeridos y sefiales del intestino. Esto permite regular la ingesta
alimenticia y el gasto energético para mantener las reservas energéticas en equilibro a lo largo del tiempo. CCK,
colecitoquinina; FFAs, acidos grasos libres; GLP1, péptido 1 similar al glucagon; Tomado de (Morton et al.,
2014)

En funcion de los niveles de leptina e insulina circulantes, en el nucleo arcuato del hipotalamo
se activan o inhiben dos tipos de neuronas que expresan distintos neuropéptidos con actividad
antagdnica: los orexigénicos, como el neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado a la
proteina aguti (AgRP), que inhiben el gasto energético e inducen la ingesta de alimento y los
anorexigénicos, que inhiben la ingesta de alimento y activan el catabolismo, como la
hormona estimulante de melanocitos (a-MSH) péptido generado a partir del precursor de
proopiomelanocortina 0 POMC y el péptido relacionado a la cocaina y anfetamina (CART)

(Lopez, Alvarez, Nogueiras, & Diéguez, 2013; Schwartz et al., 2000). A las neuronas que
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sintetizan estos péptidos se les denomina de primer orden y a su vez proyectan sus axones
hacia neuronas denominadas de segundo orden presentes en distintos nucleos hipotaldmicos,
como el nucleo paraventricular (PVN), el area hipotaldmica lateral (LHA) y area prefornical
(PFA), asi como nucleos extrahipotalamicos. El PVN es de gran importancia en parte porque
contiene poblaciones neuronales que sintetizan y liberan a la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), oxitocina, vasopresina y a la hormona liberadora de tirotropina (TRH)

(Schwartz et al., 2000).

Entre esta ultima poblacion de neuronas, se encuentran las denominadas neuronas
TRHérgicas hipofisiotropicas que proyectan sus axones hacia la eminencia media, donde
liberan TRH hacia la hip6fisis anterior y tienen como funcidon encender o apagar el eje
Hipotalamo-pituitaria-tiroides (HPT) segun las condiciones cambiantes del medio (Fekete &

Lechan, 2014).

2.2 La Hormona Liberadora de Tirotropina y el eje HPT

La estructura de la hormona liberadora de tirotropina se identific6 en 1969 por los grupos de
Schally y Guillemin (ver en Joseph-bravo, Jaimes-hoy, & Charli, 2015). Se trata de un
tripéptido compuesto por pGlu-His-ProNHz, que induce la sintesis y liberacion de la
tirotropina (TSH) de los tirotrofos de la adenohipoéfisis, como su nombre lo indica (Fekete &
Lechan, 2014). Una vez liberada, la TSH es conducida a la glandula tiroides, en donde
promueve la sintesis y liberacion de hormonas tiroideas, principalmente de T4. Finalmente,
las hormonas tiroideas (TH) son transportadas a través del torrente sanguineo por moléculas
como la albumina o la globulina hacia los tejidos blanco (Joseph-Bravo et al., 2015). En
conjunto, este circuito se conoce como eje Hipotadlamo-Pituitaria-Tiroides (HPT) y tiene
como funcion primaria mantener los niveles de hormonas tiroideas en la circulacion. Una vez
en los tejidos blanco, la hormona tetrayodotironina, tiroxina o T4, es desyodada por las
desyodasas 1 0 2 (D1 y D2), produciendo una forma cien veces mas afin a los receptores para
hormonas tiroideas, la hormona triyodotironina o T3 (Joseph-Bravo et al., 2015; Lopez et al.,
2013). Las TH cumplen funciones esenciales para el desarrollo del cerebro, el

funcionamiento de tejidos como el cardiovascular, el dseo y el hepatico, ademas de participar
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en la regulacion de la ingesta de alimento y el gasto energético (Fekete & Lechan, 2014;
Lopez et al., 2013). Algunos de los procesos regulados por las TH e involucrados en el
balance energético son la termogénesis en el tejido adiposo pardo (BAT) y musculo o la

lip6lisis en el tejido adiposo blanco.
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Figura 2. Funcionamiento del eje HPT y sus elementos participantes. Segin el estado nutricional, las
poblaciones de neuronas del nucleo arcuato activan (POMC/aMSH) o inhiben (NPY/AgRP) la sintesis de TRH
en el PVN. Este es liberado en la eminencia media hacia los vasos del sistema porta-capilar. La cantidad de
TRH liberado es regulada por la PPII presente en los tanicitos de la eminencia media. La TRH promueve la
liberacion y sintesis de TSH en la pituitaria y la TSH de las hormonas tiroideas en la tiroides. Finalmente, éstas
llevan a cabo multiples funciones en sus 6rganos blanco y una retroalimentaciéon negativa en el PVN. HPT,
Hipotalamo Pituitaria Tiroides; TRH, hormona liberadora de tirotropina; TSH, tirotropina; PVN, nucleo
paraventricular; ME, eminencia media; PPII, piroglutamil peptidasa II; D2, desyodasa 2. Tomada de Joseph-

Bravo et al,, 2015.
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La termogénesis se refiere a la conservacion o produccion de calor con el fin de mantener la
temperatura corporal. En el musculo, las TH modifican los gradientes idonicos mientras
estimulan la activacion de las ATPasas, proceso que requiere ATP y que como resultado
produce calor. En el tejido adiposo pardo, la liberacion de calor resulta del regreso de
protones a la matriz mitocondrial por la accion de la proteina desacopladora 1(UCP1), una

via alterna a la ATPasa (Lopez et al., 2013).

El efecto pleiotropico que tienen las TH en la adipogénesis, metabolismo de lipidos,
termogénesis etc. revela la importancia metabdlica de la interaccion entre la glandula tiroidea
y el tejido adiposo. Un mal funcionamiento del eje tiroideo puede conducir a hipertiroidismo
o hipotiroidismo, los cuales se asocian a varios tipos de desordenes incluyendo alteraciones
del peso corporal (en el caso del hipotiroidismo, una ganancia de peso por acumulacion de
grasa a falta de la activacion del metabolismo basal y retencion de agua, y en el caso del
hipertiroidismo, una pérdida de peso y masa corporal debido a un incremento del gasto
energético, a pesar de un incremento en el apetito). A su vez, la obesidad se ha asociado con
el incremento de riesgo de desarrollar diabetes tipo 2, alergias, enfermedades autoinmunes o

distintos tipos de cancer (Santini et al., 2014).

Las TH también juegan un papel importante/relevante a nivel del sistema nervioso central,
en donde se expresan sus receptores y transportadores (TR, MCTS8), particularmente en los
nucleos relacionados con la regulacion del balance energético corporal (como el nicleo del
arcuato o paraventricular del hipotdlamo) (Lopez et al., 2013). Como se menciono
anteriormente, una de las funciones de las TH a nivel del sistema nervioso central es la de
disminuir la expresion y liberacion de TRH en las neuronas del PVN, por lo cual se dice que
ejercen una retroalimentacion negativa del eje HPT hipotalamo (Joseph-Bravo et al., 2015).
Sin embargo, éste no es el tnico punto de regulacion sobre el eje HPT. En los tanicitos, un
tipo de células gliales, se expresa una serie de proteinas clave como la D2, la cual mantiene
la concentracion local de T3, asi como a la PPII, la piroglutamil peptidasa II, una ectoenzima

capaz de hidrolizar a la TRH (Sanchez et al., 2009).
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2.3 Participacion de los tanicitos en la regulaciéon del balance energético

Los tanicitos son células gliales, similares a la glia radial, que contribuyen a formar la pared
de los ventriculos cerebrales en regiones especificas del SNC (Pilz et al., 2013). Estan
presentes en los 6rganos circunventriculares, como la eminencia media o el érgano vasculoso
de la lamina terminalis, zonas caracterizadas por contener células con propiedades
proliferativas (Bennett et al., 2009). En la rata, los tanicitos hipotalamicos se forman durante
los ultimos dias de gestacion (E 19) y durante las dos primeras semanas de vida post natal.
Provienen de la glia radial local, que posiblemente provenga de la misma zona neurogénica
ventricular que da origen al hipotalamo (Altman & Bayer, 1978; Goodman & Hajihosseini,
2015). La maduracion morfologica y funcional se alcanza durante el primer mes de vida post
natal, aunque varia en funcion del subtipo de tanicito. No se aprecia dimorfismo sexual entre
tanicitos de ratas hembra y macho, como lo indica Walsh et al. (1978) a los dias 1, 5y 10
(segun Rodriguez et al., 2005). Los tanicitos juegan distintos papeles fisioldgicos, desde
propiedades de barrera y difusion selectiva entre el parénquima hipotaldmico, la sangre y el
liquido cefalorraquideo (LCR) (haciendo el papel de sensores de los niveles de glucosa)
(Orellana et al., 2012), funciones neuroendocrinas, regulando la actividad de las neuronas
hipotaldmicas (Prevot et al., 1999), el balance energético (Bolborea et al., 2015), y funciones

neurogénicas, actuando como progenitores celulares (Lee et al., 2012).

En particular, su participacion en la regulacion del balance energético corporal deriva de su
proximidad y conexién con los nucleos hipotaldmicos que participan en la homeostasis
energética. Son conductores de la leptina proveniente del torrente sanguineo hacia el
hipotdlamo medio basal (HBM), a través de la EM y el LCR (Balland et al., 2014), y
participan fuertemente en la regulacion del eje HPT. Esto ultimo por medio de la captura de
T4 (por medio de receptores MCT8 y OATP1); su conversion a T3 (por la D2) que sera
conducida de manera retrograda al PVN, o a una forma inactiva (por la D3); y finalmente,

por la degradacion de la TRH, de lo cual se hablard mas adelante (Fekete & Lechan, 2014).

Los tanicitos, localizados en la parte ventral del hipotdlamo medio se clasifican -segliin su

localizacion, morfologia, citoquimica y ultraestructura- en al, a2, Bl y B2 (Goodman &
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Hajihosseini, 2015), y mas recientemente en y (Wittmann et al., 2016). Se caracterizan por
tener un cuerpo pequeflo y largas proyecciones, similares a los fibroblastos, mismo que los
diferencia de las células ependimales (Goodman & Hajihosseini, 2015). Los tanicitos al y
02 se encuentran en las paredes ventrolaterales del tercer ventriculo y proyectan hacia los
nlcleos dorsomedial y ventromedial y hacia el nicleo del arcuato, respectivamente. Los
tanicitos B1 se localizan en la base y sus extensiones laterales proyectan hacia los extremos
laterales de la eminencia media, mientras que los 2 proyectan hacia la zona medial externa
de la eminencia media, en donde se encuentran los capilares portales (Peruzzo et al., 2000).
Los tanicitos y se localizan principalmente en el tallo infundibular y sus procesos a menudo
terminan en los capilares. Comparten caracteristicas morfoldgicas (proceso alargado) y
ultraestructurales con los tanicitos P; sin embargo, se han descrito como células no
ependimales, sino astrociticas, pues pueden presentar un cuerpo pequeiio y multiples

procesos (Wittmann et al., 2016).

Ependy-
mal cells

‘s« Transition
zone

Alpha
tanycytes

Transition
zone

Figura 3. Organizacion y distribucion de los tanicitos hipotalamicos. Se observa la distribucion de los distintos
subtipos de tanicitos y la direccion de sus proyecciones en relacion con los nucleos hipotaldmicos. Se
distribuyen a lo largo de las paredes del tercer ventriculo de manera regionalizada, distinguiendo los tanicitos
a 'y B. No se aprecia en esta imagen el tallo infundibular, en donde se localizan los tanicitos y. ME, eminencia
media; Arc, nicleo del arcuato; VMN, nicleo ventromedial; DMN, nucleo dorsomedial. Tomada de Goodman

and Hajihossein, 2015.
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La eminencia media - dorsalmente bafiada por el liquido cefalorraquideo, ventralmente
expuesta al espacio perivascular de los capilares del sistema porta y al espacio subaracnoideo
y lateralmente en contacto con regiones hipotalamicas (como el nucleo del arcuato)- es una
de las “ventanas” del cerebro, regiones libres de barrera hematoencefalica, que permiten el
paso de hormonas hacia la circulacion, y la deteccion de sefiales provenientes del plasma por
parte de los tejidos cerebrales. Debido a esto, los tanicitos han sido sugeridos como
mediadores entre el liquido cefalorraquideo y la circulacion del sistema porta-hipofisiario
(Peruzzo et al., 2000). Algunas de las caracteristicas de los tanicitos que confirman dichas
funciones son la presencia de endosomas tempranos y tardios (N-caderina y Caveolina 1) y
la presencia de Rab4 (relacionada con el transporte vesicular) (Goodman & Hajihosseini,
2015; Rodriguez et al., 2005) . Ademas, mantienen una zona delimitada por uniones estrechas
u ocluyentes y zona adherente. Esto permite el transporte de neurohormonas hacia la
circulacion por medio de transporte axonal (celular) pero no su regreso por difusion hacia el
LCR o el espacio intercelular de las regiones vecinas como el nucleo arcuato (Peruzzo et al.,
2000).

Algunos de los marcadores que caracterizan a los tanicitos son la proteina DARPP-32
(dopamine and cyclic AMP-regulated phosphoprotein of 32 kDa), la cual disminuye hasta un
70% conforme avanza la edad del organismo (Peruzzo et al., 2000; Goodman &
Hajihosseini, 2015), la vimentina (proteina de citoesqueleto), el transportador de glucosa
GLUT-1, Rax (necesaria para su desarrollo), desyodasa 2, algunos receptores y factores de
crecimiento etc. En particular, algunos marcadores como la GFAP (proteina glial fibrilar
acida) o S-100 (proteina de uniodn a calcio) permiten distinguir a las células ependimales de
los tanicitos, mientras que otros como nestina y la PPII permiten una distincion mas

especifica de los tanicitos B (Goodman and Hajihossein, 2015; Peruzzo et al., 2000).
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La tabla 1 muestra alguno de los marcadores y su rango de distribucion.

TABLE 1 | Common and domain-restricted gene expression within the cell lining of the adult third ventricle.

Gene/Marker | P tanycytes| a tanycytes|Ependymal cells| Parenchymal cells Referencels CreERT2 source
Sox2 Haan etal., 2013 Jackson Laboratories
Vimentin Allen Brain Atlas

GLUT1 Peruzzo et al., 2000; Allen Brain Atlas

Fgf Receptor 1

Allen Brain Atias

Fof Receptor 2

Belluardo et al., 1997

BLBP

Haan etal., 2013

CNTFR Kokeeva et al., 2005

Fgf10 Hajihosseini et al., 2008 Haan etal,, 2013
Nestin Wei et al., 2002; Bennett et al., 2009 Jackson Laboratories
GPR50 Batailler et al., 2012; Salvatierra et al., 2014

DARPP-32 Fekete et al., 2000

UGS148 Ma et al,, 2015

PPII Sanchez et al., 2009

Tabla 1. Algunos de los marcadores especificos de tanicitos y células ependimales. Para algunos genes es
posible ver, mostrado como un gradiente de color amarillo, la localizacion de su expresion. Posiblemente esto
se deba a las zonas de transicion de dominios celulares. Tomada y modificada de (Goodman & Hajihosseini,
2015).

2.4 La piroglutamil peptidasa Il

La ectoenzima piroglutamil peptidasa II se encuentra distribuida preferentemente en el
sistema nervioso central, con mayor actividad en el bulbo olfatorio, hipocampo y corteza,
seguidos por el hipotdlamo y en menor medida en el tallo cerebral (Heuer ef al., 1998; Vargas
et al. 1992). A pesar de que no es la tnica enzima capaz de hidrolizar a la TRH in vitro (pues
existe una enzima citosélica denominada piroglutamil peptisada I, distinta a la forma soluble
de la PPII, que es inespecifica porque hidroliza muchos substratos in vitro y se presenta en
todos los tejidos), la PPII muestra gran especificidad por la TRH -su tinico substrato biologico
conocido- lo cual sugiere que sus funciones sean altamente especializadas (Sanchez, Charli,

& Lechan, 2013).

La PPII es una proteina de 1025 aminoacidos (Schauder ef al., 1994) con estructura primaria
compuesta por un dominio N-terminal intracelular, una region trans-membranal y un dominio
C-terminal extracelular que contiene motivos de exopeptidasa y cataliticos que permiten la
hidrolisis de la TRH. Pertenece a la familia M1 de las metaloproteasas (Schauder et al.,
1994), por lo cual requiere de un ion zinc para su funcionamiento y es inhibida por la O-

fenantrolina, que aisla al zinc. Esta compuesta por dos subunidades idénticas y tiene una
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masa de 230kDa, una vez solubilizada con la tripsina. La especificidad tan estrecha de la PPII
y distinta de la de otras enzimas de la familia M1 de aminopeptidasas se explica en parte por
la presencia de dos aminoacidos de la region catalitica que facilitan la interaccién con el
piroglutamil, por medio de la formacion de puentes de hidrogeno (Chévez-Gutiérrez et al.,
2006). Tal como ocurre para otras ectopeptidasas, varias evidencias indican que la PPII limita
la duracion e intensidad de la accion de la TRH. Los productos de la accion de la PPII sobre
la TRH son el piroglutamico y el His-Pro-NH2, productos incapaces de unirse a los

receptores de TRH (Chéavez-Gutiérrez et al., 2006; Sanchez et al., 2013).

Ademas, se ha detectado una isoforma de la PPII producida a partir del mismo ARNm
primario que la PPII completa y activa, pero por medio de un procesamiento alterno. Dicho
ARN codifica para una forma de PPII mas corta que carece de una parte del dominio C-
terminal: se le denomina PPII truncada o PPII*(Chavez-Gutiérrez et al., 2005). La PPII* es
una isoforma dominante-negativa que reduce de manera dosis-dependiente la actividad de la
PPII, por lo que se sugiere que juega un papel en la regulacion de la actividad de dicha enzima

(Chévez-Gutiérrez et al., 2005).
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Figura 4. Actividad de la PPII* como dominante negativa de la PPII completa. A) La PPII inhibe de manera
dosis dependiente la actividad especifica de la PPII en células co-transfectadas con los plasmidos
correspondientes. B) Western blot de la relacion del nivel de proteina PPII y PPII* en células COS

transformadas con diferente proporcion de cada uno de los plasmidos (carriles superiores del panel B) y en
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diferentes regiones del cerebro y 6rganos que presentan alta o baja actividad enzimatica (carriles inferiores del
panel B). HT, hipotalamo; FC, corteza frontal; HC, hipocampo; OB, bulbo olfatorio; KI, rifion; HE, corazon;
SP, bazo; LI, higado; LU, pulmones. Figuras tomadas de Chavez-Gutiérrez et al., 2005.

Una de las principales razones que nos permite proponer la importante participacion de la
PPII en la regulacion de la TRH en el eje HPT es su localizacion anatomica. Como se
menciond anteriormente, la PPII se localiza en distintos tejidos cerebrales; sin embargo,
genera interés su alta expresion en la eminencia media. En la eminencia media se ha analizado
la relacion espacial entre la terminacién de los procesos de los tanicitos B2 (en donde se
expresa la PPII) y las terminaciones de los axones de las neuronas que expresan TRH. Estas
dos regiones se co-localizan en la zona de transicion de la eminencia media y la entrada al
sistema porta, en donde se encuentran los capilares portales (Sanchez et al., 2009). En el
mismo trabajo se demostrd que existe una regulacion positiva de la expresion y actividad de
la PPII por parte de la hormona tiroidea T3, asi como una amplificacion del incremento de
los niveles de TSH circulantes al inyectar por via intraperitoneal un inhibidor de la PPII en
animales expuestos a un estimulo de la actividad de las neuronas de TRH como el frio. Otro
de los trabajos realizados recientemente para comprender el papel que juega la PPII en la
inactivacion de la TRH, fue el realizado por el Dr. Ivan Lazcano (Lazcano ef al., 2015), en
donde demuestra que la PPII es regulada positivamente en la eminencia media durante el
ayuno, lo que sugiere que participa asi en la disminucion de la cantidad de TRH entrante al

sistema porta y, por lo tanto, regulando negativamente al eje HPT.

Estos datos estdn en acorde con la regulacion fisioldgica del eje, el cual, en general, estd
activo cuando el estado energético es positivo, y en situaciones de demanda energética como
el ejercicio (sin un estrés previo o un ayuno) y apagado cuando el balance energético es
negativo como durante el ayuno, restriccion alimenticia o infecciones, o bajo situaciones de
estrés cronico, inflamacion, administracion crénica de hormonas tiroideas etc. (Fekete &

Lechan, 2014; Joseph-Bravo et al., 2015).
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2.5 Cultivos de tanicitos

Debido al gran interés que proporciona la extensa participacion de los tanicitos en las diversas
funciones fisiologicas mencionadas anteriormente, algunos grupos de trabajo comenzaron a
optimizar cultivos primarios de estos tipos celulares, pues el cultivo de células provee un
modelo basico para estudiar sistemas complejos dificiles de entender in vivo, como es el caso
del ambiente que rodea a los tanicitos (Gabrion et al., 1998). El medio empleado para cultivo
por lo general incluye suero, el cual sirve como fuente de factores de crecimiento (Cooper &
Hausman, 2013). Los cultivos pueden ser primarios, €stos se obtienen a partir de la
disociacion de un tejido y las células se dividen un nimero finito de veces antes de morir
(50-100 pases); las lineas celulares son aquellas llamadas inmortales, y los cultivos
organotipicos son aquellos en los que se mantienen las propiedades estructurales del tejido

(Cooper & Hausman, 2013).

Desde 1988 se establecieron cultivos primarios de hipotalamo fetal de rata y ratén sembrados
en medios con suero o definidos quimicamente (Gabrion et al., 1988). En estos cultivos se
pudo definir morfoldégicamente la presencia de tanicitos, pero en minoria con relacion al resto
de los ependimocitos. En 1996, con el fin de explorar su papel neurotréfico, el grupo de
Chauvet cultivo tanicitos provenientes de ratas de 10 dias post natales. El tejido se tratd con
colagenasa y posteriormente con tripsina-EDTA. El cultivo se mantuvo durante dos semanas
en medio DMEM/F12 con suero fetal bovino al 10%. Del mismo modo, en el trabajo de
Prevot (Prevot ef al., 2003) se mostrd que los tanicitos regulan la liberacion de la hormona
liberadora de hormona luteinizante por medio de la fosforilacion de los receptores erbB que
responden a TGFa, y liberan PGE2 (prostaglandina E2). Sin embargo, al alcanzar la
confluencia celular se hizo un cambio a medio desprovisto de suero y suplementado
(glutamina, HEPES, insulina y putrescina). Siguiendo el protocolo de Prevot, Seranno et al.
(2004), mostraron que las células endoteliales de la EM inducen por medio de la accion del
oxido nitrico un reacomodo del citoesqueleto de las células ependimogliales. Mas
recientemente, el grupo de Perelld ha trabajado con cultivos primarios de tanicitos y los ha

caracterizado por distintos métodos inmunohistoquimicos, electrofisioldgicos, morfologicos
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etc. (De Francesco et al., 2017). A diferencia de los cultivos anteriores, estos ultimos se
realizaron desde el inicio en un medio sin suero suplementado con BSA, gentamicina,

transferrina, insulina y adicionado al cuarto dia con trombina.

Ademas de estos trabajos, otros autores establecieron cultivos organotipicos. En 1973 se
establecieron cultivos organotipicos de eminencia media completa con el fin de estudiar la
capacidad endocitica de los tanicitos (Silverma et al., 1973). Patrik N. Stoney y colaboradores
presentaron en 2015 un cultivo organotipico de hipotdlamo que realizaron con el fin de
explorar la accion del acido retinoico como posible mediador del efecto de las hormonas
tiroideas en la regulacion génica en el hipotalamo. Se concluy6 que las TH incrementan la
expresion de las enzimas responsables de la sintesis del acido retinoico, el cual tiene el
potencial de inducir la expresion de varios genes asociados al crecimiento y apetito de la rata.
Su trabajo fue inspirado por el trabajo de House S. B. et al. (1998), cuyo fin fue probar que
un cultivo organotipico hipotalamico estatico permite la supervivencia de las células, asi
como una suficiente estabilidad para tomar registros electrofisiologicos y de expresion

génica.

A pesar de que se han establecido diversos protocolos para el estudio de las funciones de los
tanicitos, el cultivo primario de estos ha resultado dificil en parte por la pequefia cantidad de
células que se obtienen al cultivarlos, y la complejidad de su ambiente natural (De Francesco
etal.,2017). Los cultivos sembrados en medio con suero han permitidos estudiar algunas de
las caracteristicas (principalmente morfoldgicas) de los tanicitos; sin embargo, la transicion
a medios sin suero permitié obtener cultivos con un mayor niimero de tanicitos, con un grado
de diferenciacion mayor, caracterizados morfoldégicamente y por electrofisiologia (De
Francesco et al., 2017). El uso de un medio sin suero parece entonces mas adecuado para el
estudio de las diversas funciones que llevan a cabo los tanicitos. No obstante, no se puede
excluir la importancia del ambiente complejo que forma la eminencia media, y la ventaja que
representa el uso de cultivos organotipicos. Estos han permitido mantener modelos libres de
sefales secundarias presentes in vivo, facilitar la experimentacion (obtencion de una n mayor
con menos animales, facil expresion transgénica por medio de virus) y realizar experimentos
que en cultivo primario han sido dificiles de implementar (Cho et al., 2007; House et al.,

1998; Martins et al., 2016).
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2.6 Expresion y actividad de la PPIl en la eminencia media in vivo y en cultivos primarios
de tanicitos

En nuestro grupo de trabajo, nos interesa entender como la PPII regula la concentracion
extracelular de la TRH vy, por lo tanto, el eje HPT. Uno de los objetivos es identificar los
reguladores fisiologicos de la PPII en tanicitos y los mecanismos involucrados, por lo cual,
basados en los trabajos anteriormente mencionados se han realizado cultivos primarios de
tanicitos. En particular ha sido de interés estudiar la regulacion de la actividad enzimatica de
la PPII. La actividad enzimatica es la capacidad de una enzima para inducir una reaccion
quimica determinada, y por lo general se mide de forma indirecta. Se suele medir a lo largo
del tiempo los productos de la reaccion por métodos colorimétricos o fluorometricos (Berg,
Tymoczko & Stryer, 2008). Para calcular la actividad especifica de una enzima es necesario
conocer la cantidad de proteina presente en nuestra muestra y asi relacionarla con la actividad
enzimatica del ensayo (Berg, Tymoczko & Stryer, 2008). En el caso de la PPIIL, el rango de
substratos que permiten el ensayo de cinética enzimatica es corto, pues deben tener la
estructura general pGlu-XY, donde X suele ser un residuo sin carga y Y debe ser Pro, Ala,
Trp, Pro-Gly, Pro-NH2 (TRH), Pro-B-naftilamina (BNA) o Pro-7-amino-4-metil cumarina
(MCA) (Chévez-Gutiérrez et al., 2005). Aquellos cominmente empleados para el andlisis
de la actividad enzimatica son TRH-BNA y TRH-MCA. Estos son reconocidos e hidrolizados
en his-proMCA/ BNA por la PPII, dejando un producto cuantificable por espectrometria
(BNA y MCA, después de ser hidrolizado en His-Pro + MCA/BNA por la enzima dipeptidil
aminopeptidasa [V) (Kelly et al., 1999).

Los trabajos realizados in vivo se han hecho a partir de ratas adultas, mientras que los cultivos
de tanicitos provienen generalmente de ratas de diez dias de nacimiento. Por esto, en el
laboratorio se hizo un estudio del nivel de ARNm, proteina y actividad especifica de la PPII
en EM a lo largo de la ontogenia. La figura 5 muestra el nivel de ARNm de PPII y PPII* en
relacion con la cantidad de ARNm de ciclofilina en la EM, a lo largo del primer mes de vida

post natal y en ratas adultas.
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Figura 5. Expresion de la PPII completa y PPII truncada en eminencia media a lo largo del primer mes de vida
pn de ratas y en el adulto. Cyc; ciclofilina, empleada como control interno. RA; rata adulta, 10d, 24d y 30d

corresponden a los dias de vida post natal; (n=4) (Cote-Vélez, no publicado).

Se observo la presencia de ambas isoformas desde los 10 dias de vida post natal hasta en la

rata adulta.

Para comparar in vivo la proporcion de proteina de PPII/PPII* se realizd un Western blot. Al
igual que para la medicion de ARNm, las muestras se tomaron a los 10, 24 y 30 dias de vida

pn de la rata. En la figura 6, se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 6. Western blot para PPII y PPII* in vivo. Se observa la presencia de la proteina de la PPII de 115 kD
por Western blot a los 10 dias de vida, 24 y 30 en eminencia media de rata. La banda superior corresponde a la

PPII completa mientras que la tenue inferior corresponde a la PPII* (M. en C. Adair Rodriguez, no

publicado).

Este experimento muestra, al igual que el ARNm, la presencia de ambas proteinas a lo largo
del primer mes de vida pn. Sin embargo, la PPII completa se observa con mayor intensidad

que la truncada, y parece aumentar con la edad (M. en C. Adair Rodriguez, no publicado).

Finalmente, se midio la actividad especifica de la PPII en la eminencia media, haciendo una

comparacion con la actividad que presenta el cerebro completo de un adulto (fig.7).
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Figura 7. Ontogenia de la actividad especifica de la PPII en la eminencia media in vivo. Los histogramas
corresponden al promedio de las actividades especificas/EM = SD en los dias 10, 24 y 30 dias post natal, y
cerebro de rata adulta. La determinacion de la actividad en membranas de cerebro de rata adulta corresponde
unicamente a un punto, para el resto n=4, *p<0.05 (comparando con P10). EM; eminencia media (M. en C.

Adair Rodriguez, no publicado).

La actividad es detectable desde los 10 dias de nacimiento y se observa un incremento con el

tiempo, habiendo una diferencia significativa entre los 10 y 30 dias pn. En este Gltimo punto,
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la actividad enzimatica es mayor a la de un cerebro de rata adulta. Los datos de actividad

enzimatica correlacionan con el nivel de proteina detectado por Western blot.

En resumen, estos datos muestran que en la eminencia media de rata in vivo, la PPII completa
se expresa en mayor proporcion que la PPII*, lo que correlaciona con que la actividad es
detectable desde los 10 dias postnatales y que aumenta durante el primer mes de vida. El eje
HPT esta sujeto a diversos cambios durante los primeros dias de vida de la rata — se sabe que
la retroalimentacion negativa por las hormonas tiroideas aparece después de la primera
semana postnatal, que el eje no responde todavia al frio y que durante la lactancia los niveles
de la TRH incrementan en el hipotdlamo- (Fekete & Lechan, 2014). Algunos de estos
cambios son la neurogénesis de la EM y del sistema portal hipotalamo-adenohipofisis, el
desarrollo de los receptores de TRH en la pituitaria anterior, y de la PPII en el hipotalamo y
la pituitaria (Vargas et al., 1992), por lo cual no es de extrafiar que su actividad sea detectable

en estas etapas tempranas.

Esperando observar algo similar in vitro, en nuestro laboratorio se realizaron cultivos
primarios de tanicitos en medio suplementado con suero bovino fetal, colectandose muestras
con la temporalidad correspondiente a la ontogenia anterior. En estos cultivos se observaron
células con una morfologia similar a la reportada por De Seranno et al. (2004), consistente
con la de los tanicitos in vitro (Figura 8 A, B). Se analiz6, por medio de RT-PCR, los niveles
de los ARNm de la PPII, PPII* en muestras tomadas del cultivo y de la D2, la cual se expresa
en tanicitos y fue usada como control. Al amplificar el ARNm de la PPII y PPII* se vio mayor
cantidad de esta ultima (Figura 8C). El mensajero de la D2 pudo detectarse en los cultivos
(no se muestran datos), lo cual confirma la presencia de tanicitos, pero la diferencia del
cociente de los ARNm de la PPII con los datos in vivo sugiere una alteracion del patron de

procesamiento del ARNm de la PPII.
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Figura 8. Morfologia celular y expresion de la PPII y PPII* en cultivos de tanicitos de eminencia media de rata
crecidos en medio con suero. A. Fotografia de cultivos primarios de tanicitos realizados por M. en C. Adair
Rodriguez, Dra. Cote-Vélez. B Tomada de De Seranno ef al., 2004. C. Expresion del mensajero de la PPII y
PPIT*. Se realizaron amplificaciones a diferentes niimeros de ciclos (M. en C. Adair Rodriguez, Dra. Cote-

Vélez).

Consecuentemente, se realizaron ensayos de actividad enzimatica para la PPII tanto en las
condiciones basales de cultivo como en cultivos sometidos a distintos tratamientos. Se prob6
el efecto de la T3, T4 y un medio bajo en glucosa (simulando un ayuno); sin embargo, no se

pudo detectar la actividad de la enzima (fig. 9).
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Figura 9. Ausencia de actividad de la PPII en cultivos primarios de tanicitos en medio suplementado con suero.
A. Actividad de la PPII en cultivos de 14 y 21 dias in vitro a concentraciones de glucosa similares a las basales.
Efecto de las hormonas tiroideas T3 (B) y T4 (C). D. Efecto de un medio bajo en glucosa, simulando un ayuno.
Std, control positivo empleando un homogenizado de membranas de corteza de adulto, Blanco corresponde a

un control negativo, es decir un tubo sin fuente de enzima (M. en C. Adair Rodriguez, no publicado).

En resumen, los cultivos primarios de tanicitos en medio suplementado con suero permiten
la sobrevivencia de tanicitos pero no mostraron actividad de PPII, y una presencia de la PPIT*
que parece ser mayoritaria de acuerdo a lo observado tras la amplificaciéon por IWPCR. Esto
permite postular que la ausencia de actividad estd directamente relacionada con la mayor
presencia de la PPIT* y su actividad como dominante negativa sobre la isoforma completa.
Dada la diferencia que se observa con los datos in vivo, es posible que el medio de cultivo
con suero produzca un cambio en el procesamiento del ARN mensajero de la PPII,

favoreciendo la expresion de la PPIT*.
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3.0 Justificacion

Varios antecedentes indican que, en los tanicitos de la eminencia media, la PPII controla por
un proceso post-secrecion la cantidad de TRH que entra a los vasos portales hipotalamo-
hipéfisis, y por lo tanto la actividad del eje HPT. Parece entonces importante identificar los
circuitos fisioldgicos y las vias intracelulares que controlan la actividad de la PPII en la
eminencia media, informaciéon que permitird entender de manera mds precisa su rol

fisiologico.

Para esto, es necesario combinar experimentos in vivo con estrategias in vitro, con el fin de
separar los diferentes elementos celulares y quimicos que participan en el control de la
actividad de PPII en la eminencia media. Los antecedentes directos sobre la utilidad de los
cultivos primarios de tanicitos para estudiar la regulacion de la expresion de la PPII muestran
complicaciones inesperadas como la presencia mayoritaria de la PPII*, por lo que establecer
las condiciones que permitan completar el programa de diferenciacion de los tanicitos o el
procesamiento adecuado del ARNm de la PPII en dichos cultivos parece relevante para

mantener un nivel de actividad de la PPII similar a lo observado in vivo.

Para esto se probaran distintas condiciones de cultivo primario y de cultivos organotipicos.
Por un lado, se postuld que el uso de medio con suero en los cultivos primarios promueve la
proliferacion sin una diferenciacion suficiente que permita observar el patron de expresion
de la PPII completa, por lo cual se usard un medio sin suero/determinado que induzca un
arresto de la proliferacion. Por otro lado, si el arresto no permite detectar la actividad
enzimatica de la PPII, es posible que las interacciones intercelulares sean esenciales para la

expresion de la PPII completa, por lo cual se haran cultivos de rebanadas.

4.0 Hipotesis

La optimizacion del cultivo de tanicitos permitird detectar la actividad de PPII, y con ello

estudiar la regulacion de su expresion por hormonas tiroideas.
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5.0 Objetivo General

Optimizar las condiciones de cultivos de tanicitos con el fin de estudiar la regulacion de la

expresion de la piroglutamil peptidasa II por hormonas tiroideas.

5.1 Objetivos Particulares

1. Confirmar, por medio de inmunohistoquimica, la presencia de tanicitos en los
cultivos.
2. Determinar si hay o no actividad enzimatica de la piroglutamil peptidasa Il en cultivo

primario de tanicitos, asi como en cultivos organotipicos de eminencia media.

3. Analizar cambios en los niveles de los ARNm de la PPI1 y PPII* a lo largo de dichos
cultivos.

4. Analizar los cambios de actividad especifica de PPIl en presencia o ausencia de

hormonas tiroideas.

6.0 Estrategia experimental

Se probaran dos tipos de cultivos, primarios y organotipicos, ambos provenientes de ratas
neonatales de 10 dias. Experimentos previos indican que en el cultivo primario sembrado con
suero no fue posible detectar actividad de la PPII, por lo que se probara iniciar el cultivo con
suero fetal bovino y posteriormente substituirlo a distintos tiempos por un medio sin suero,
adicionado con diversos suplementos. El cambio a un medio sin suero se hizo para frenar la
proliferacion celular y promover la diferenciacion, esperando que se promueva el
procesamiento post transcripcional del ARN de la PPII de una forma similar al que se muestra
in vivo. Los cultivos organotipicos se realizardn con el fin de mantener in vitro las conexiones
intercelulares para definir si los contactos son importantes en el mantenimiento de la

actividad de la PPII en la eminencia media.
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En el siguiente diagrama se muestran las condiciones probadas en relacion con un numero

asociado al tipo de cultivo.

Cultivo primario Cultivo organotipico
#1 #2 3 #a #5
Con suero hasta Con suero Sin suero Hipotdlamo Eminencia media
pase (dia 15) hasta el
Sin suero por 72 primer
p ' cambio (4to
96 horas .
dia)

Pruebas con y sin TH #6

6.1 Métodos

6.1.1 Cultivo primario de tanicitos

Se diseco la eminencia media (alrededor de 7 eminencias por caja de 60mm) de ratas Wistar
de ambos sexos de 10 dias post natal, edad en la que el nimero de tanicitos es mayor y menor
el de astrocitos, (Prevot, 2003, de Chauvet et al. 1996) y se cultivaron segtn los protocolos
descritos por Chauvet at al., 1996; Prevot, 2003; De Seranno et al., 2004 y De Franscesco et

al., 2017). Todo el procedimiento se realiz6 dentro de una campana de flujo laminar.

El tejido se deposité en un tubo con Hank’s frio (Solucion de NaCl 0.136 M, KCI 5.41mM,
KH2PO4 0.44mM, NaH2PO 7.5mM y glucosa 5.55mM). Tras recuperar todas las eminencias
medias, se cortaron con tijeras (=100 cortes) y se dejaron sedimentar por unos minutos.
Después de la sedimentacion se realizaron tres lavados con Hank’s a 37°C. A 1ml de Hank’s
se le agregaron 2ml de DNAsa-tripsina GIBCO (0.25mg/ml y 0.28mg/ml, respectivamente)

preincubado a 37°C con el fin de realizar una digestion enzimatica, y se dejo incubar durante
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15min a 37°C. Pasado el tiempo se agregaron 200 pul de DNAsa (1mg/ml, Sigma), se agito
suavemente y se agregaron 300ul de suero fetal bovino (SFB) GIBCO, con el fin de detener
la digestion. Enseguida se centrifugd durante 5-7min a 1100-1500rpm (Model TJ-R
refrigeration unit Beckman) a temperatura ambiente. Se desechd el sobrenadante y se re-
suspendid el botén en medio DMEM suplementado con SFB al 10%, tras lo cual se le
permitio un tiempo de recuperacion al tejido de alrededor de 30min. Pasado el tiempo se
continud con la disociacion mecanica al pasar el tejido con pipetas Pasteur de diametros

decrecientes (el didmetro se controla al pasar por el fuego la punta de la pipeta, mientras
gira).

Las células se sembraron en medio suplementado con SFB al 10%. El medio estd compuesto
por DMEM/F12, glutamina, antibioticos, e insulina, ver concentraciones en tabla 2; debe de
estar a 37°Cy a un pH de 7.4. En promedio se sembraron células provenientes de 5 EM por
caja Petri de 60x15mm -previamente tratada con Poli-L-lisina (200pg/ml)- en un volumen
final de Sml. El medio suplementado se cambi6 a los cuatro dias, y posteriormente cada
48hrs, agregando un ligero exceso para limitar el efecto de pérdidas por evaporacion. Cuando
el cultivo alcanzé una confluencia de 90% se realiz6 un pase dividiendo el contenido celular
de una caja en dos o tres. Esto se realizo tras tres lavados con Hank’s agregando tripsina
Invitrogen al 0.5%/0.025mM EDTA a 37°C durante Smin en incubacion. Pasado el tiempo se
despegaron las células con el flujo de liquido, con pipeta, al agregar Hank’s a 37°C. Las
células se recuperaron y se centrifugaron por Smins a 1100-1500 rpm. Seguido a esto se
realizd una disociacion mecéanica como la descrita anteriormente, y se completo el medio de
modo que se agregd 1ml a cada caja Petri de 60x15mm, en un volumen final de Sml. Una
vez alcanzado un porcentaje alto de confluencia (80%) se cambid el medio con suero por
medio sin suero (composicion: DMEM/F12, glutamina, antibioticos, insulina, transferrina,
trombina, selenio, putrescina y BSA, ver tabla 2). A esto se le denomino arresto, y las células

se cosecharon a las 72 hrs y 96 hrs.
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Tabla 2 | Suplementos para el medio de cultivo

Suplemento [C]

Glutamina* ImM

Antibioticos™ 0.5X

Insulina* 3.3pug/ml

BSA 50pg/ml

Transferrina 10pg/ml

Trombina 100 U/ml (1x10™4U /ml)
Putrescina 4.986x10*mM

Selenio 1x10>mM

*Medio con suero.

Condiciones de cultivo primario

Cultivo primario

A/l\

#1 Medio con suero hasta #2 Medio con suero #3 Medio sin suero a lo
el dia 15 (pase de células) hasta el dia 4 (primer largo de todo el cultivo

- cambio de medio)
Medio sin suero por

72hrs y 96hrs Medio sin suero por el
resto del cultivo

Cosechando las células de las cajas una por una, se quitd el medio y se lavd una vez con 2ml
de buffer de fosfatos de sodio (solucién de fosfato de sodio monobasico NaH2POsa, y fosfato
de sodio dibasico Na:HPOa., pH=7.2) frio. En seguida se agregd 1ml de buffer y con ayuda
de un gendarme se rasp6 la caja para obtener las células. Estas se pasaron a un tubo ependorf
de 1.5ml y se agregd 0.5ml mas del buffer a la caja para recuperar las células restantes, y

agregarlas al tubo. Este se centrifugd a 1100-1500rpm durante 7mins a 4°C. Enseguida se
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elimin6 el sobrenadante, se congelo la pastilla y los tubos se guardaron a -70°C hasta su uso.

6.1.2 Cultivo organotipico de hipotilamo/eminencia media

El cultivo organotipico se realizd segiin el protocolo de Stoney et al. 2015, y seglin el
protocolo proporcionado por la Dra. Fiordelicio (Facultad de Ciencias, UNAM), ademas de

algunas modificaciones implementadas en el laboratorio:

Se extrajo el cerebro de ratas de 10 dias post natal (£2 dias) y se colocod dentro de agar
previamente hervido en microondas (3%). El agar se dejo solidificar a 4°C durante 10min. El
cubo de agar con el cerebro se colocd en el microtomo (Vibratomo Lancer 1000) y se
realizaron cortes de 250um de grosor, en solucion fria (casi congelada de Hank’s). Estas se
recuperaron en la misma solucion, y con la ayuda de material de diseccion y un microscopio
se selecciond la zona deseada (EM y zonas adyacentes, ver figura 10) y se removio el resto.
Las rebanadas se transfirieron al medio empleado por Stoney et al. 2015: 25% de Suero fetal
bovino inactivado por calor (Invitrogen), 25% Hank’s, 50% MEM (medio esencial minimo),
adicionado con bicarbonato de sodio 2.2g/L, pH=7.2, glucosa (3.5g/L), antibioticos y
glutamina (mismas que para el medio del cultivo primario). Seguido a esto se transfirieron a
membranas de policarbonato (0.4pum de porosidad) contenidas en pozos 24mm (Corning®
Transwell polycarbonate membrane cell culture inserts). Cada pozo contuvo en promedio 2
EM (equivalente a =8 rebanadas) en el caso de los cultivos de hipotdlamo, y 4 en el de EM.
en un volumen de 2.6ml. Previamente, los pozos se mantuvieron durante un tiempo con
medio dentro de la incubadora a 37°C y 7% de CO2 (el protocolo requiere un 5%, pero por

distintos motivos se tuvo que mantener a 7%).

1
1
1
1
1
1
==

Figura 10. Rebanada 250um de cerebro de rata de 10 dias post natal. Las lineas punteadas delimitan las zonas

33



que se tomaron para realizar los cultivos, en negro para el primer cultivo (#4) de eminencia media y zonas

adyacentes, en rojo para el resto de los cultivos.

Se realiz6 un cambio de medio a las 24hrs con el fin de reducir la contaminacioén que pudiera
haber sido proporcionada por las condiciones iniciales (los cortes no se realizaron dentro de
la campana de flujo laminar). Subsecuentemente los cambios se realizaron cada 48 hrs
(cambios de medio parciales) hasta el dia de la cosecha (cuatro o cinco o seis dias). La
cosecha se realizd con un lavado de buffer de fosfatos de sodio (solucion de fosfato de sodio
monobdasico NaH:PO4, 0.23M vy fosfato de sodio dibasico Na:HPO. 0.2M, a pH=7.2),
despegando el tejido a presion con la pipeta. Se centrifugd ligeramente, se quitd el exceso de

buffer y se congelo a -70°C.

Para observar el efecto de la presencia de hormonas tiroideas en el medio sobre la actividad
de la PPII en tanicitos en cultivo, se probaron condiciones estdndares con suero fetal
completo y depletado de hormonas tiroideas (SFB(-TH)). La remocion de las TH del suero
fetal se hizo tratandolo con resina AG®1-X8 (0.05g/ml), por una hora en agitacion suave.
Las distintas condiciones que se probaron fueron las siguientes: control con SFB completo
(3), medio con suero depletado de TH agregado a los cultivos a partir del segundo dia (1),
medio con suero depletado de TH adicionado al segundo dia y adicionado con T3
(1x1078 M) a partir del cuarto dia de cultivo (2), y medio con SFB completo + T3
(1x1078 M) adicionada desde el cuarto dia de cultivo (4).

Tratamiento de cultivos organotipicos con TH

Sin TH ConT3 SFB SFB+T3 condicion
Dia 2
-TH
+T3 ;
Dia 4
Dia 6
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6.1.3 Procesamiento de las muestras para ensayo de actividad de PPII

Las muestras de células se descongelaron manteniéndolas en frio, y se suspendieron en 200ul
de buffer de fosfatos. Se disperso6 el tejido con un sonicador (Ultrasonic Homogenizer-4710
series), durante un tiempo de 6s (20-30% de amplitud maxima). El homogenado se recuperd
en un tubo de ultracentrifuga. Las muestras se centrifugaron entonces a 85 000rpm a 4°C
durante 40min. Seguido a esto se eliminé el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 50pul
de buffer de fosfatos de sodio (monobasico y dibasico). Se volvid a disociar con el sonicador
y se transfirid a un tubo Ependorf de 0.5ml. De los 50pul se tomaron Spul para realizar una
dilucion 1:10 en buffer reservado para medir la concentracion de proteina por el método de
Bradford. Las muestras se congelaron a -70°C hasta su uso. Todo el procedimiento debe

hacerse en frio para evitar la degradacion de la proteina.

En el caso de los cultivos organotipicos no se realizd la extraccion de las proteinas de

membrana, pero se analiz6 la actividad directamente después de la sonicacion del tejido.

6.1.4 Prueba de Bradford

Se realizdé una prueba de Bradford para cuantificar la cantidad de proteina, la cual es
colorimétrica y muy sensible. La curva estandar se realizé con BSA a 0.2mg/ml, se utilizaron
diferentes cantidades de proteina: 0.5,1,2,4,6,8 y 10 pug en 160ul finales por duplicado en una
caja multipozos (96 pozos, Costar, corning Inc.). Se completd el volumen de los estdndares
con buffer de fosfatos (monobasico y dibasico) a un volumen de 100ul y se agregaron 40 pl
de reactivo de Bradford. Lo mismo se hizo para las muestras probando con dos cantidades, 5
y 15 pl. Se completd la muestra con buffer a un volumen de 100ul y se agregaron 40 pl de
reactivo de Bradford. La caja se cubri6 con Parafilm y se agité suavemente. Después de 10
min de reposo se leyd la absorbancia tanto de todos los pozos a 595 nm en un
espectrofotometro para placas (Multiscan FC). A partir de esta informacion se determino6 la
cantidad de proteina presente en nuestras muestras, tomando como referencia los valores de
la curva estandar ajustados segun una funcion lineal de forma y = ax + b. Donde y

corresponde al valor de la absorbancia y x a la cantidad de proteina en pg.
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6.1.5. Ensayo de la actividad enzimatica para la PPII

Las muestras se descongelaron en hielo. Se realizd, al momento de realizar el ensayo, la
mezcla de reaccion: Bacitracina/N-etilmaldeimida (10mM cada uno, la N-etilmaleimida
inhibe a la PPI, quien corta el mismo enlace que la PPII, y la Bacitracina a la prolil
endopeptidasa, que puede hidrolizar el enlace TRH-BNA), en buffer de fosfatos (pH=7.2), y
muestra (=20ul) en un volumen final de 100ul. Se agregd finalmente la DAPIV (Dipeptidil
peptidasa IV) (quien hidroliza His-Pro-MCA o His-Pro-BNA, producto de la actividad de la
PPII sobre el substrato, hacia His-Pro + MCA o BNA) en exceso (4.4uU/ul) y se pre-
incubaron todos los tubos en agitacion Smin a 37°C. Pasados los minutos se agreg6 la TRH-
MCA (hormona liberadora de tirotropina-acoplada a metilcumarina, 100uM final, a
temperatura ambiente) o bien TRH-BNA (acoplada a -Naftilamida) a una concentracion de
10mM (en un total de 87.5ul). La cinética empezd entonces, y se tomaron 17.5ul de muestra
en cuatros tiempos, cada hora, sin un tiempo cero. Al tomar una muestra (se realiz6 lo mas
rapido posible) se agregd la misma cantidad de MeOH (17.5ul) y se agregaron 105ul de
MeOH/buffer de fosfatos 1:1 frio para detener la reaccion. Se mezcl6 por vortex y se guardd

a 4oC hasta el momento de cuantificar el producto (metilcumarina o f-Naftilamida).

En el caso de los cultivos organotipicos la reaccion incluyd en una de las réplicas un inhibidor

de la PPII, la O-fenantrolina ImM, y se comparé la actividad de las muestras con o sin

inhibidor.

6.1.6 Cuantificacion del producto de la reaccion en Nano-drop/fotometro de

fluorescencia, y calculo de la actividad especifica de la PPII

Antes de realizar la lectura del producto fluorescente, las muestras se centrifugaron 6min a
12 000rpm (las muestras pueden mantenerse a temperatura ambiente durante la medicion).
Se realiz6 primero una curva estandar con concentraciones conocidas de MCA (200pmol,

400pmol, 800pmol, 1200pmol y 1600pmol) /buffer de fosfatos/MeOH 1:1) o una calibracion
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con B-Naftilamida (BNA) 100pmol. Se midi6 la fluorescencia de la BNA/MCA liberada a una
longitud de onda de 335nm de excitacion y 410nm de emision en un espectrofotometro de
fluorescencia (LS50B, Perkin Elmer). Se extrapolaron las cantidades de producto de acuerdo
a los valores de la curva estandar ajustados segin una funcién lineal de forma y = ax + b
en donde y corresponde a la BNA/MCA en pmol detectada, x es el tiempo de reaccion en
minutos, y a es la pendiente m. Las cantidades de producto de la reaccion a lo largo del tiempo
fueron ajustadas a una recta, cuya pendiente fue dividida por la cantidad de proteina, para

obtener la actividad especifica en pmol/min/mg.

6.1.7 Caracterizacion de tanicitos por inmunocitoquimica acoplada a
inmunofluorescencia.

A) Cultivos organotipicos.

Se realiz6 un lavado con PBS 1X sobre la membrana de policarbonato empleada para la
siembra de las rebanadas y se dejaron incubando por dos horas en paraformaldehido (PFA)
4% a temperatura ambiente (segin el método empleado por Stoney et al., 2015). Seguido a
esto se realizaron tres lavados de diez minutos con PBS 1X, y se incubd por treinta minutos
con suero normal de caballo 3% (SNC) para realizar el bloqueo, ademas de permeabilizar el
tejido con Triton X-100 al 0.5% en base PBS 1X. Se dej6 incubando a 4Ce durante 24hrs con
los anticuerpos primarios: anti-Vimentina policlonal (hecho en pollo, Chemicon®; Merck)
diluido 1:4000 y anti-Nestina, monoclonal (hecho en raton, Santa Cruz Biotechnology) 1:100
diluidos en PBS 1X y SNC15%. Al dia siguiente se realizaron tres lavados con PBS 1X, y se
dejaron incubando las rebanadas en solucion de PBS 1X con anticuerpo secundario anti-
pollo, policlonal (hecho en cabra Alexa Fluor®647) y anti- ratén policlonal (hecho en cabra,
Alexa Fluor 488) 1:500 en condiciones de obscuridad. Después de la incubacion con el
anticuerpo secundario se realizaron 3 lavados con PBS1x, y se incubd durante 10 min con
DAPI 1:3000 en base PBS 1X, tiempo tras el cual se lavo por ultima vez. Finalmente se
realiz6 el montaje de los tejidos sobre porta-objetos con medio de montaje (citifluor,
mounting médium, AF-1) y un cubre-objetos fijado con barniz. Las muestras se analizaron
al microscopio de fluorescencia (Nikon, Diaphot 300) o confocal. En el caso del microscopio
confocal (Olympus MPhot. Upright), las imagenes se obtuvieron usando dos canales de

excitacion: Alexa fluor 488nm y Cy5 635nm.
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B) cultivos primarios

De manera similar al ensayo para las rebanadas, primero se realizaron 3 lavado de 10min de
las células con PBS 1X. Luego se fijo el tejido 30min con paraformaldeido al 4%, se lavo
dos veces con PBS 1X, y se bloqued en una solucidon de suero normal de caballo (SNC) al
3%, permeabiliz6 con triton X-100 al 0.5% en PBS 1X. Después de 30 min, se realizaron tres
lavados mas en PBS 1X, y se incubd toda la noche con la soluciéon SNC 1.5%, tritén 0.25%
y PBS1X con los anticuerpos primarios correspondientes: anti-Vimentina policlonal (hecho
en pollo, Chemicon®; Merck) diluido 1:4000, anti-Nestina monoclonal (hecho en ratén,
Salnta Cruz Biotechnology) y anti-DARPP-32 1:100 policlonal (hecho en cabra, Santa Cruz
Biotechnology). Transcurrido el tiempo de permeabilizacion, el cultivo se lavo nuevamente
(tres veces) y en obscuridad se incubd con los anticuerpos secundarios en solucion base
PBS1X durante 2hr: anti-pollo, policlonal (hecho en cabra Alexa Fluor®647), Anti-raton
policlonal (Hecho en cabra Alexa Fluor® 647, Jackson ImmunoResearch) y Anti-cabra
policlonal (hecho en bovino Cy™3, Jackson ImmunoResearch). En condiciones de
obscuridad se hicieron tres lavados con PBS de 10min, se incub6é con DAPI 1:3000 10min,
y se lavo por tltima vez por 10min con PBS. Finalmente se coloc6 una gota del medio de

montaje, se cubrio la muestra con un cubreobjetos y se selld con barniz.

6.1.8 Extraccion y cuantificacion de ARNs mensajeros

Las muestras obtenidas de los cultivos de 4 y 6 dias se congelaron y mantuvieron a -70°C
hasta su uso para extraccion y purificacion de ARNm (seglin el protocolo de Chomzynki y
Sacchi, 1976). Sobre hielo seco, a un tubo con 4 eminencias medias se agregaron 400ul de
soluciéon D (compuesta por Tiocinato de guanidina 4M, citrato de sodio 2.5mM pH 7.0,
sarcosyl 0.5%, mercaptoetanol al 0.1M). Inmediatamente se homogeniz6 el tejido con un
sonicador (25-30% de la potencia maxima) las veces necesarias por 10s (rapidos) incubando
5 minutos cada vez sobre hielo. Las muestras se dividieron en dos tubos de tal manera que
nuestra solucion inicial de referencia fuese de 200ul. Se le agregd entonces el acetato de
sodio 2M pH 4.0 (25ul) y se mezcl6 la reaccion por vortex 35s. Se agregaron 250ul de fenol

saturado en agua y 3/10 del volumen de cloroformo-alcohol isoamiliaco (24:1), tras lo cual
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se agito violentamente con vortex durante un minuto. La muestra tomo un aspecto lechoso.
Se dejé reposar 15min sobre hielo y después se centrifugaron las muestras 20min a 10
000rpm a 4°C (rotor 2427-A Mikro 200R, Hettich). Al finalizar el tiempo, se colocaron las
muestras sobre hielo y se recuper? la fase acuosa en un tubo nuevo, teniendo cuidado de no
hacer contacto con el menisco de la interfase. A éstos se les agregd 172 porciones del volumen
inicial de isopropanol frio, se mezclaron por vortex 30s (rapidos) y se guardaron 3hrs a -
20-C. Tras este tiempo se sacaron las muestras (siempre sobre hielo) y se centrifugaron 30min
a 13500rpm a 4°C. El sobrenadante se elimind por decantacion eliminando restos sobre una
gaza estéril, se resuspendio el boton en 1/3 del volumen inicial de solucion D y se mezcld y
se dejo incubando toda la noche a -20°C. Al dia siguiente, tras mezclar las muestras y
centrifugarlas 30min a 13 500 a 4°C el sobrenadante se decant6 girando lentamente el tubo
y se dejé evaporar Imin sobre hielo. Enseguida se agregaron 500ul de etanol 70% frio
enjuagando todas las paredes y se dejo reposar Smins sobre hielo. Se centrifugd entonces a
13 500rpm a 4°C por 19min y se decantd nuevamente el etanol. Para asegurarnos de que se
elimine todo el etanol se centrifugd unos segundos el tubo y se elimind el resto con la
micropipeta y se dejo secar el resto por evaporacion (3min). En ese momento o al dia
siguiente (si se deja, guardar a -70°C), se resuspendio el precipitado en 20ul de agua libre de
ARNsa y se mezclo suavemente por vortex 3 veces de 30segundos rapidos. Para determinar
la cantidad de RNA obtenida y su pureza, se ley6 la absorbancia de las muestras a 230, 280
y 260 nm correspondientes a las sales, proteinas y acidos nucleicos, respectivamente,
tomando 2l de muestra que se agreg6 a 398ul de agua libre de ARNsas (agua milli Q tratada
con 0.1% dietil pirocarbonato, inhibidor de ARNsas durante toda la noche y sometida a dos
ciclos en la autoclave). Inmediatamente después de calculada la concentracion del ARN, se
realizaron alicuotas de 1pg de RNA para realizar la transcripcion in vitro. Estas se guardaron

a-70°C.

6.1.9 Cuantificacion de ARN especifico por reaccion de transcriptasa reversa y

amplificacion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Segun la cantidad de ARN obtenida, se realizaron los calculos para saber cuantos pul de

muestra tomar para tener 1 o 1.5ug de ARN en un volumen de 15pul, segiin la féormula:
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[C]=

En donde DO corresponde a la densidad optica obtenida (en el aparato 1 OD=40pg/ul), y FD

es el factor de dilucion empleado. La RT-PCR se hace en 30ul. La mezcla se hace sobre frio

DO.FD.40
1000

segun un orden y cantidades especificas, para 1 mezcla de reaccion:

Tabla 3 | Reactivos para RT

Para 30l [C] final
H,0/DEPC 3.9ul -
Buffer first strand 6ul 5X
DTT 3ul 0.1M
Oligo dT lul 0.5pg/ul
dNTPs mix 0.6ul 10mM
(dATP,dCTP,dGTP,dTTP)
Enzima RVT 0.5ul 200U/l

*la enzima se agrega al final, con cuidado de no dejarla a mas de 4°C.

Las muestras de ARN en 15ul se pre-incubaron 5Smin a 65°C con el fin de eliminar la
formacion de estructuras secundarias del ARN, se dejaron reposar Smin en hielo y seguido a
esto se agregaron los 15ul de la mezcla de reaccion a los 15ul de muestra/H,0-DEPC
conteniendo 1 o 1.5ug de ARN. Se dejo6 incubando la reaccion 2hr a 37°C. Transcurrido este
tiempo se guardaron las muestras a -20°C. La reaccion de retro-transcripcion nos permite
obtener cDNA a partir de ARN por medio de una reaccion llevada por la transcriptasa reversa,
mientras que la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) nos permite amplificar el cDNA

a cantidades detectables.

En paralelo se prepar6 un gel de agarosa al 2% para correr 1pug de ARN (en un volumen final
de 10ul de agua libre de ARNasa) +2ul de colorante. Las muestras en el gel se corrieron (a
~130V) con el fin de separar y observar las bandas de ARN que indican la integridad de la

muestra purificada.
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La mezcla de reaccion para la PCR se hace sobre frio y en un orden especifico:

Tabla 4 | Reactivos empleados para reaccién en cadena de la polimerasa

Volumen para 50ul [C] final
H,0/DEPC 33-37
Buffer de Taq Pol 5 10X
MgCla 2.5 1.5mM
Oligo S 1 25pmol/ul
Oligo As 1 25pmol/pl
dNTPs 1 10mM
Taq polimerasa 0.5 50/l
Muestra 3-4 (dependiendo del ARN) | -

La mezcla sin muestra se centrifugd unos segundos y se mezcld suavemente por vortex. Tras
distribuir la mezcla en los tubos ependorf, se agregd la muestra. A continuacion, se colocaron
en el termociclador (eppendorf mastercycler gradient), el cual llevo a cabo la reaccion. El
programa se selecciond segin el cDNA por amplificar, tomando en cuenta el tiempo de
desnaturalizacion de la doble hebra (95°C), el alineamiento de los oligonucleétidos (su Tm),
de la sintesis del amplificado (72°C) y un tiempo de ciclo final, con 10min de recuperaciéon a
4°C. Las secuencias de oligonucleotidos empleados en la reaccion de PCR se muestran en la

Tabla 6. Las muestras se guardaron a 4°C, 20°C, o se prepararon para la electroforesis.

Primero se determiné el numero de ciclos adecuados para la amplificacion de cada ARN

cuantificado en este trabajo, se probo el siguiente nimero de ciclos:

Tabla 5 | Prueba de ciclos para la amplificacion de distintos cDNA.

ARN mensajero Numero de ciclos ul de cDNA de una reaccion
de RT de 30 pl.

TRH 31-27 3ul

Ciclofilina 26-21 3ul

PPII 35-31 4ul

PPII* 35-31 4ul

41



6.1.10 Electroforesis en gel de agarosa y cuantificacion de los productos de la reaccion
de RT-PCR

Los productos de la PCR se separan en geles de agarosa al 2% fundido en TBE1X. E1 TBE1X
se calento junto con la agarosa en el microondas hasta no ver lentejuelas (de agarosa), se
vacid sobre un molde nivelado y se dejo enfriar hasta que gelificara. Se colocd en una camara
de corrida sumergida en TBE0.5X ftrio, y se cargaron las muestras (10 pul de muestra + 2 pl
de colorante + 5 pl de muestra control) en los pozos. La electroforesis se llevo a cabo a 100-
150V durante =1.5hrs. Al terminar el tiempo de corrida el gel se tifi6 con una solucion de
bromuro de etidio (3mg/L) durante 12-15mins tras lo cual se lavé durante el doble de tiempo
con agua destilada. Finalmente se observo el gel en el transiluminador de UV y se captur?6 la
imagen (Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System with Image Lab™ Software, BIO-
RAD). El andlisis de los resultados se hizo calculando el cociente entre el volumen del
amplificado de muestra x dividido entre el valor del volumen del amplificado del control
interno, en este caso, la ciclofilina. En la tabla 6 se muestran las secuencias de los

oligonucle6tidos empleados para cada ARNm cuantificado:

Tabla 6| Secuencias de oligonucleétidos empleados para la PCR

25pmol/ul | Oligonucleotido sentido Oligonucleotido anti sentido

TRH 5'CCC TGG ATG GAG TCT GAT GT 3 5'GAC AGC TAG TGAAGG GAACAGG3
Tm=64°C

PPII 5'CTG GAT CGC ATACAAAAA3 5'GGA CAC CCA AAT AAT TGC T3
"Tm=60°C

PPII* 5°GTG CAGGCC TGA TTG ATG ATG 5'TCA GTG TGT GCA TTC ACA CAG
Tm=60°C

Ciclofilina | 5°GGG GAG AAA GGA TTT GGC TA3 5'GGC TGG ATG GCA AGC ATG T 3
Tm=64°C

42




7.0 Resultados

7.1 Cultivos primarios

7.1.1 Inmunofluorescencia

Se hizo un seguimiento del crecimiento celular durante todo el tiempo de cultivo. Lo que se
pudo observar fueron células con una morfologia alargada, con cuerpos pequefios. Del
cultivo #1 (en medio con suero hasta el pase) se tomaron muestras para un ensayo por
inmunofluorescencia que fueron realizados con el apoyo del M. en C. Adair Rodriguez. Este
resultd positivo para vimentina, nestina y DARPP-32 (fig. 11), aunque el namero de células
marcadas para los dos ultimos no es muy elevado con respecto a la cantidad de nucleos

marcados con DAPI.

Figura 11. Un cultivo primario de eminencia media expresa marcadores especificos de tanicitos. Las imagenes
corresponden al cultivo #1 A) morfologia caracteristica de tanicitos visible en microscopia de campo claro B)

C) y D) caracterizaciéon del cultivo de tanicitos por inmunofluorescencia, empleando anticuerpos contra
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vimentina, DARPP-32 y nestina, en ese orden. Las sefiales para vimentina, DARPP-32 y nestina se muestran

en rojo, mientras que en azul se muestran los nucleos celulares marcados con DAPI.

7.1.2 Western blot

A partir de los mismos cultivos, se realiz6 un Western blot para comparar in vitro la
proporcion de proteina de PPII/PPII* con lo anteriormente observado in vivo (ver

antecedentes).

corteza Rifion 96hrs 72hrs
L Y 1

Figura 12. Deteccion de la proteina de PPII y PPII* por Western blot de extracto de células cultivadas in vitro.

Las bandas corresponden a las proteinas de PPII y PPII* expresadas en cultivos primarios de eminencia media
de rata. Se empled como control positivo para la PPII* tejido de rifion, y para la PPII completa tejido de corteza

cerebral. 96h y 72h corresponden a muestras obtenidas de cultivo primario.

En este experimento, la proteina PPII* parece expresarse en mayor intensidad con respecto
a la forma completa, similar a lo observado en tejidos sin actividad enzimatica como el rifién,

y contrariamente a lo observado en la corteza o in vivo en la eminencia media.

7.1.3 Cuantificacion de actividad enzimatica de PPII en cultivos primarios empleando

TRH-MCA como sustrato.

Se realizaron los cultivos empleando las condiciones anteriormente estandarizadas en el
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laboratorio de Neuroendocrinologia con un medio con suero fetal bovino 10%. Similar a lo
previamente observado, no se pudo observar actividad de la PPII bajo estas condiciones (no
se muestran los datos). Con el fin de controlar el entorno de nuestro cultivo modificamos el
medio quitando el SFB y adicionamos los suplementos mencionados en la tabla 2. Se
realizaron distintas pruebas cambiando a medio sin suero suplementado con distintos
reactivos en distintos tiempos del cultivo. En la figura 13 (A y B) se observan las
determinaciones en estos cultivos (mantenidos por 18-19 dias) de la actividad enzimatica de
la PPII determinada con TRH-MCA como substrato. Los cultivos se mantuvieron con suero
hasta la resiembra, tras la cual se reemplaz6 el medio con suero por el medio sin suero y se
cosecho 72 y 96 horas después. A pesar de que se observa una diferencia notable entre el
control positivo con las muestras en cultivo, es visible una pendiente que no se observa en el
control negativo (mezcla de reaccion sin proteina). En C se observa la actividad especifica

de las muestras comparada con la del control.

A Cinética enzimatica de la PPII B Cinética enzimatica de la PPII
1500~ i
. 180
- C+
160-
S 1000- = 172 =
= —~ 196 2
e S
< 2 140-
)
S 5004 ég
120-
a—g
O L] L] 1
0 100 200 300 100 T T )
. 0 100 200 300
mins .
mins

45




Actividad especifica de la PPIl en EM
40~
304

20+

Actividad
especifica [pmol/min/

mg proteinal

104

Q& & 9

Figura 13. Cinética enzimatica y actividad especifica de la PPII en cultivo primario de EM. a) t72 corresponde
a la muestra cosechada a partir de un cultivo con 72hrs de medio sin suero y suplementado; T-96 corresponde
a la muestra cosechada a partir de un cultivo de 96hrs sin suero y suplementado; el control- corresponde a una
mezcla de reaccion sin muestra, y controlt+ muestra la actividad de un homogenizado de cerebro de rata b)
misma grafica a otra escala sin el control positivo ¢) comparaciéon de la actividad especifica de la PPII
determinada en las dos muestras y el control positivo. n=2. La cantidad de proteina fue de 1.98 y 2.413pug/ul
para 72 y 96hrs, respectivamente, mientras que el control suele ser de 4.44pug/pl.

Se sembraron igualmente cultivos a los cuales se les substituyo el medio con suero por medio
sin suero al cuarto dia de cultivo (fig. 14), comparado con un cultivo sin suero desde el inicio
(fig. 14B). Estos duraron hasta 16-17 dias, sin embargo, no se observa una pendiente,

caracteristica de la actividad enzimética.
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Figura 14. Cinética enzimatica de la PPII en cultivos primarios. A. muestra (T) proveniente del cultivo #2, es
decir, con SFB hasta el cuarto dia (con una concentracion proteica de 2.505 pg/ul). B. Actividad enzimatica del
cultivo #3 sin suero durante todo el cultivo (T-) y con medio sin suero a partir del cuarto dia (T). Las células se
cosecharon a los dias 15 y 16 para los cultivos #2 y #3, respectivamente. Con una n=2, cada tubo de reaccion

contiene la cosecha de 2-3 pozos.

Se repitieron las condiciones del cultivo #1, con 72 y 96 horas de medio suplementado (datos
no mostrados) en los que no fue posible medir actividad, y la cantidad de proteina cosechada

era muy baja o nula.

7.2 Caracterizacion de cultivos organotipicos de eminencia media de rata

Se realizaron cultivos organotipicos de eminencia media y zonas adyacentes en rebanadas

con el fin de mantener las propiedades estructurales y de sefializacion del tejido.

7.2.1 Inmunofluorescencia
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Cinética enzim atica de la PPIl en hipotalamo
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Figura 15. Cultivo organotipico de eminencia media y zonas adyacentes/hipotalamo. Los datos corresponden
al cultivo #4. A y B inmunofluorescencia de rebanadas de hipotdlamo en cultivo con anticuerpos contra
vimentina (rojo), nestina (verde) y DAPI (azul). Se observa co-localizacién de los marcadores especificos para
tanicitos en algunas regiones. C, D y E, tejido visto al microscopio confocal en los planos Y;X, Y;Z y X;Z,
respectivamente. Se observan nuevamente los marcadores especificos vimentina (rojo) y nestina (verde) en

colocalizacion. F, Cinética enzimatica de la PPII en distintas muestras de 4, 5 y 6 dias de cultivo. G Actividad
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especifica comparando con un control positivo correspondiente a un homogenizado de membranas de corteza
cerebral de rata. Los niveles de proteina son variables, entre 1.5 y 6.2 pg/ul con respecto a un control de ~4.4

pg/pl. Dia 4 n=1; 5 n=2; 6 n=3. Cada pozo con 2 EM, y el ensayo hecho por duplicado.

7.2.2 Actividad enzimatica

Se realizd un ensayo de actividad enzimdtica como aquellos descritos previamente (con
TRH-BNA como substrato en lugar de TRH-MCA). La actividad especifica fue muy notoria,
como se observa en la figura 15 F y G. A pesar de que el rango de BNA detectado vario
bastante entre las muestras, casi todas (a excepcion de una de 6 dias en cultivo) mostraron

una actividad enzimatica de la PPII mayor a la del control positivo.

Con el fin de observar si la actividad de los cultivos se ve modificada por la duracion del
cultivo (es decir que haya un decaimiento de la actividad relacionada a la muerte del tejido)
se cosecharon muestras de cultivos con distinta duracion (0, 4 y 6 dias) y se midio la actividad
enzimdtica (fig. 16). El “dia 0” corresponde a un control positivo in vivo. No se observa

mucha diferencia en la actividad especifica al dia 4 o al 6.
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Figura 16. Actividad de la PPII en rebanadas de eminencia media a distintos dias de cultivo (datos
correspondientes unicamente a un cultivo #5). A) Cinética enzimatica y B) actividad especifica calculada para
la PPII en rebanadas de eminencia media en cultivo al dia 0, 4 y 6. a, b y ¢ indican réplicas de las condiciones

de cultivo. n=> 2, con 4 EM por pozo, ensayo de actividad por duplicado.

7.2.3 Efecto de las hormonas tiroideas sobre la actividad de la PPII en cultivos
organotipicos

Seguido a esto se realizaron pruebas con hormonas tiroideas. En la figura 17 se muestran los
resultados de la actividad enzimadtica de los cultivos en rebanadas bajo distintos tratamientos:
(ver diagrama en metodologia). Todos los pozos se cultivaron inicialmente con suero sin
depletar. A los pozos con las condiciones 1 y 2 se les cambid el medio por uno con suero
depletado a los dos dias de cultivo mientras que a los pozos con condiciones 3 y 4 se les dejo
el medio con suero sin tratar. Al cuarto dia de cultivo se volvié a agregar medio con suero
depletado de TH a los pozos 1 y 2, pero se agregaron T3 1x1078 al pozo 2, mientras que a
los pozos 3 y 4 se les volvid a poner medio con suero sin tratar, adicionando con T3 a una

concentracion de 1x1078M el pozo 4. La cosecha se hizo al dia 6.
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Figura 17. Actividad especifica de la PPII en cultivos organotipicos de EM bajo distintos tratamientos. Todos
los datos pertenecen a cultivos de 6 dias. A’y B corresponden a dos experimentos distintos en los que se trataron
las mismas condiciones. SFB, suero fetal bovino; C+, control positivo (homogenizado de membranas de

cerebro). Cada pozo con 4 EM, ensayo de actividad por duplicado para A. 2 pozos por condicion.
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Se observa una tendencia a incrementar la actividad de la PPII en proporcion de la cantidad

de T3 en el medio, excepto para el caso en el que se empleo6 suero depletado.

7.2.4 Extraccion y Cuantificacion de los ARNm de PPII y PPII* por RT-PCR

Con el fin de elucidar la relacion entre expresion de PPllc y PPII* en los cultivos
organotipicos, y si la actividad especifica corresponde a la proteina presente en el tejido
disectado o a proteinas transcritas durante el experimento se realizd6 una RT-PCR semi-
cuantitativa para determinar si habia o no presencia de PPII y la PPII* en los tejidos
cosechados al cabo de 4 y 6 dias de cultivo. Se midi6 ademas el mensajero de la TRH
tomando en cuenta lo observado por la Dra. Cote-Vélez anteriormente, quien detectd

presencia del mensajero en eminencia media disectadas, y que nos sirve de control.

Se logro extraer el ARN total proveniente de las rebanadas de eminencia media (rendimientos
en la tabla 7). Se realizaron entonces pruebas para determinar el nimero de ciclos adecuado
para la amplificacion (tabla 5). Los resultados muestran la presencia de los RNAs para ambas
isoformas, asi como del mensajero de la TRH (Figura 18). Para este ultimo se emple6 como
control negativo una reaccion de PCR sin muestra de ARN en el numero de ciclos éptimo

para la deteccion de ARNm de TRH, de la cual no se obtuvo amplificacion (fig. 19B).

Tabla 7| Cantidad de ARN obtenido de la extraccion de las muestras de cultivos

organotipicos.

Muestra (dias) Absorbancia ARN 260nm ARN total pg/ul
4 0.011 0.088

4 0.012 0.096

6 0.017 0.136

6’ 0.011 0.088

4b 0.015 0.12

4b’ 0.039 0.312

6b 0,013 0.104

6b’ 0.015 0.12
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MPM | PPII completa PPII truncada A

Ciclos 29 30 31 32 33 28 29 30 31 32

MPM | TRH

Ciclos 31 30 29 28 27

Figura 18. Cinética de amplificacion de la reaccion de PCR en 1 pg de cADN para los mensajeros de la PPII y
PPII* (A), TRH (B) a distintos numeros de ciclos de amplificacion. Las bandas tefiidas con bromuro de etidio

corresponden al peso molecular esperado del fragmento amplificado.

La densidad 6ptica de las bandas de ADN correspondientes a los transcritos de PPII, PPIT* y
TRH en la electroforesis fue dividida por la densidad 6ptica producida por la banda del
control interno (ciclofilina). Los resultados (fig. 19) muestran una tendencia a aumentar el
mensajero tanto de la PPII como de la PPII* entre los dias 4 y 6, y disminuir el de la TRH a

lo largo de los dias 4 y 6 en cultivo.
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Figura 19. Expresion del ARNm en cultivo organotipico. En los dias 4 y 6 de cultivo A) cociente del mensajero
de PPII/Cyc, en azul, y PPII*/Cyc en naranja B) cociente TRH/Cyc. En la parte inferior de A y B se muestra el
resultado de la electroforesis en gel tefiido con bromuro de etidio y expuesto a luz ultravioleta para todas las
muestras (dia 4 y dia 6): a y b corresponden a cultivos independientes, y “prima” corresponde al duplicado.

Cada muestra contiene 2 eminencias medias. MPM, marcador de peso molecular; Cyc, ciclofilina.

8.0 Discusion

Con el fin de estudiar la regulacion de la expresion y actividad de la PPII de tanicitos
decidimos optimizar un enfoque in vitro que nos permitiera reducir el nimero de reguladores
potenciales que existen in vivo (como la produccion local de TH, la TRH, moléculas
provenientes de la periferia etc.). Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio se
basaron en la realizacién de cultivos primarios de células de la eminencia media de rata en
medio suplementado con suero. Sin embargo, los resultados iniciales no fueron satisfactorios
debido a que no se logré detectar la actividad de la PPII a pesar de que previamente se habia
realizado una ontogenia en la cual se observo un incremento de la actividad y de la cantidad
de proteina de PPIIc en la eminencia media en las primeras semanas de vida. Mientras que
en los cultivos primarios cultivados con suero no se detectd actividad alguna en condiciones
basales o bajo distintos tratamientos (resultados no publicados). Ademas, la proporcion de
proteina de PPIIc/PPII* parece invertirse cuando se mantienen los tanicitos in vitro en
comparacion con lo observado en tejidos in vivo. Estos resultados preliminares nos llevaron
a pensar que las condiciones basales de los cultivos primarios son responsables de este
cambio de proporcion de las isoformas, lo que generaria un exceso de PPII*, una forma
dominante negativa de la PPIIc, inhibiendo asi su actividad. Por esta razon, se establecid
como objetivo del presente trabajo hallar las condiciones de cultivo que reviertan esta

relacion, para poder tener un sistema in vitro Util para el conocimiento de los mecanismos
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que regulan a la PPII en los tanicitos y, por consecuencia, al eje HPT. Para esto, se probaron
distintos tipos y condiciones de cultivo. La actividad de la enzima se observo en los cultivos
organotipicos de hipotdlamo y de eminencia media, pero no en los cultivos primarios

dispersos, de modo similar a lo encontrado en el estudio anterior.

8.1 Cultivo primario

El tiempo de cultivo fue de entre dos y tres semanas, de manera similar a aquellos cultivos
realizados por Prevot et al. 2003, y a diferencia de los cultivos del equipo de trabajo del Dr.
Perell6, los cuales duran una semana (De Francesco et al., 2017), o los cultivos de 4-7
semanas (Chauvet, Privat, & Alonso, 1996). Los primeros cultivos se realizaron en un medio
DMEM/F12 con suero al 10%; sin embargo, al constatar ausencia de actividad enzimatica,
se realizo el cambio de medio a medio sin suero suplementado y adicionado al cultivo en
distintos tiempos in vitro. Ademas de los suplementos glutamina, insulina, putrescina,
antibidticos (como en Prevot et al., 2003), albumina sérica bovina, trombina y transferrina
(De Francesco et al., 2017) anteriormente empleados, se le agregd selenio al cultivo. Este
ultimo es un suplemento esencial para cultivos con medio desprovisto de suero (Saito &
Takahashi, 2002), principalmente como cofactor de enzimas que contribuyen a la proteccion

ante el estrés oxidativo (Villette ef al., 1998).

No se realizdo un conteo celular al inicio del cultivo, si no que se sembro una cantidad
preestablecida (=5 eminencias medias por caja) que permita alcanzar la confluencia (90%
de recubrimiento de la caja Petri de 60x15mm) en un tiempo razonable. El estado
morfologico se observo a lo largo del cultivo por microscopia de contraste de fases. Con esto,
se pudo llevar un seguimiento del crecimiento o muerte de los tanicitos. Al igual que con los
cultivos realizados anteriormente por el M. en C. Adair Rodriguez, se pudieron distinguir
varias células con la morfologia observada en los cultivos de tanicitos del grupo de De

Seranno et al. (2004), es decir, con un cuerpo pequefio y largas proyecciones (fig. 12Ay 8A
y B).
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El ensayo por inmunofluorescencia de estos cultivos (medio con suero) resultod positivo para
los marcadores de tanicitos vimentina, nestina y DARPP-32. Sin embargo, se mostraron
pocas células marcadas para nestina y DARPP-32, contrariamente a lo esperado, dados los
resultados de Chauvet et al. (1996) y Prevot et al. (2003), en los cuales se vieron numerosas
células con marca positiva para DARPP-32 en cultivos de tanicitos (>80%). La vimentina
nos indica la presencia de tanicitos tanto o como B (ademas de células ependimales), mientras
que nestina y DARPP-32 son mas especificas de tanicitos  (ver tabla 1). Es posible,
entonces, que en estos cultivos estén presentes tanicitos § (aunque en minoria), de tal modo

que la actividad de la PPII sea baja.

Ademas de las células con morfologia tipica de tanicitos, pudimos observar en los cultivos
células similares a fibroblastos. Otros grupos también han sefialado la presencia de células
con esta morfologia (De Francesco et al., 2017). Esto podria explicarse por el hecho de que
posiblemente el cultivo primario contenga células endoteliales obtenidas a la hora de disecar
el tejido. Estas, al encontrarse escasas en cultivo, adquieren una morfologia similar a la de
los fibroblastos (Guo et al., 2006). Seria interesante caracterizar, por medio de marcadores
especificos, otros tipos celulares presentes en nuestros cultivos. Estos mismos cultivos
sirvieron para analizar la proporcioén de PPII/PPII* por Western blot, mostrando una mayor
cantidad de la isoforma truncada en comparacion con la forma completa (fig. 9), aunque

ambas estan presentes.

Se esperaba que el cambio de medio con suero a medio sin suero conteniendo los nuevos
suplementos permitiera el arresto de la proliferacion y una diferenciacion mas cercana a la
de los tanicitos in vivo, y en particular expresion de la PPII activa; sin embargo, al momento
de realizar el ensayo de actividad, casi no se observd diferencia con los resultados negativos
obtenidos previamente por Adair Rodriguez. La fig. 13 muestra una ligera pendiente y
actividad especifica (=<10% y 1/3 respectivamente del control) en los cultivos a los que se les
cambi6 de medio con suero a medio sin suero después del pase de células (=dia 15): este
arresto durd 72 o 96 horas. Al tratar de reproducir los experimentos, se encontraron las
siguientes dificultades: la confluencia fue dificil de alcanzar; si bien se llegaba a un 80%, la
cantidad de proteina (analizada por prueba de Bradford) era baja, y si se lograba obtener

cantidad suficiente de proteina, la actividad especifica era nula o demasiado baja para los
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fines requeridos. Es posible que parte de la proteina se pierda durante la cosecha y durante el

procesamiento de obtencion de las membranas.

El resto de las condiciones probadas no conllevo actividad de la PPIIL. En el caso del uso de
medio con suero a lo largo de todo el cultivo (no se muestran datos), si bien se observa un
mayor crecimiento celular y la cantidad de proteina recuperada es elevada, los niveles de
MCA liberada detectados tras la reaccion enzimdtica fueron similares a los del control
negativo. Esto sugiere que las células tienen los nutrientes necesarios para la division, pero
no las sefiales quimicas y/o contactos celulares que permiten la expresion de la PPII similar

a la que se ve in vivo.

En el caso del cultivo sin suero a partir del primer cambio (cuarto dia) y con medio sin suero
durante todo el cultivo, se observaron agregados de células redondeadas —que no tardaron en
despegarse de la superficie de adhesion, a pesar del tratamiento de las cajas con poli-L-lisina—
y el nimero de células restantes dificulto alcanzar la confluencia. Lo segundo se explica por
la ausencia de suero, sin el cual las células no reciben los factores de division. Lo primero
puede deberse al dafio provocado al momento de disociar el tejido o, incluso, a una
composicion inadecuada de los suplementos afiadidos. Lo que se observa en estos cultivos
se asemeja de alglin modo con los datos obtenido por el grupo de trabajo del Dr. Perell6
(cultivo en medio sin suero) (De Francesco et al., 2017), en los que al cuarto dia de cultivo
se observa alrededor de la sexta parte de la densidad inicial. En éste trabajo se reportd que,
20-30% de las células son tanicitos (no conocemos el porcentaje de tanicitos en nuestros
cultivos sin suero). Como se menciond, no se detectd actividad enzimatica, a pesar de que se
logré obtener una cantidad suficiente de proteina (fig. 14) juntando la cosecha de varios

poZos.

En otros cultivos, como los realizados por el grupo del Dr. Prevot et al., o De Seranno et al.,
el medio sin suero se agregd una vez alcanzada una confluencia del 90% y los experimentos
se realizaron dos dias después. Pudiera ser conveniente no hacer la resiembra de células en
los cultivos sembrados en medio sin suero desde el inicio o al cuarto dia, dado que éstas se
recuperan dificilmente bajo estas condiciones. En caso de que si se haga, seria importante
determinar por medio de marcadores celulares si la poblacién celular se mantiene antes y

después del pase. También seria necesario realizar pruebas de viabilidad celular al inicio del
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cultivo, asi como al momento de la resiembra, con el fin de determinar si los métodos de
dispersion estan siendo muy agresivos para la supervivencia del cultivo. Las pruebas de
viabilidad pueden ser por medio de indicadores del estado de la membrana (tincidén con azul
de tripan, yoduro de propidio) o métodos de reflejo metabdlico como los compuestos de
tetrazolio (MTT) (Sittampalam et al., 2004). Ademads, entre los grupos de trabajo
mencionados, algunos utilizan enzimas de digestion como la colagenasa (Chauvet ef al.,
1996) o métodos como la separacion por medio de una malla de nylon de 80pum (Seranno et
al., 2004); estas alternativas pudieran mejorar los cultivos, al dafiar menos las células previo

a la siembra.

En conclusion, las condiciones que se probaron en estos cultivos primarios no permitieron
promover la adecuada expresion de la PPII y/o completar la maduracion de los tanicitos. No
solo se pierde la estructura poblacional al dispersar el tejido, sino que es posible que las
células estan sufriendo dafios al momento de la siembra. Estos problemas podrian impedir su
adherencia, el mantener interacciones intercelulares e, incluso, alterar la sefializacion de vias
internas. Es posible que la relacion intercelular, en parte dada por las proteinas de la matriz
extracelular, sea necesaria para el adecuado procesamiento de la PPIL. Por esto se procedio a
sembrar rebanadas de EM, una preparacion que preserva mejor las interacciones

intercelulares.

8.2 Cultivo Organotipico

Los cultivos organotipicos se han usado como herramientas para estudios electrofisioldgicos
(Opitz-araya & Barria, 2011), y el estudio de caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de
circuitos neuronales, usdndolos como modelo in vitro (Cho et al., 2007). A pesar de contener
sistemas complejos (como el hipotdlamo), permiten la replicacion parcial del contexto in vivo
y las interacciones son mas similares a su micro ambiente natural —ya que mantienen juntos
distintos tipos celulares, con su propia matriz extracelular—(Martins et al., 2016).
Particularmente, trabajos recientes han permitido demostrar que los cultivos de rebanadas

delgadas (alrededor de 200um de grosor) de hipotalamo (nucleo paraventricular) mantienen
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la integridad funcional, la expresion génica, la liberacion de hormonas y la respuesta ante

estimulos como la dexametasona (Cho et al., 2007; Martins et al., 2016).

En este trabajo, los cultivos se realizaron a partir de los protocolos de Stoney et al., (2016) y
House et al., (1998), con algunas diferencias: las rebanadas fueron de 250um de espesor (y
no de 400um). Esto no representa un problema pues, como lo describe Martins et al. (2016),
los cortes de hipotdlamo de 250um son, incluso, més viables que aquellos de 350um. El
medio fisioldgico en el cual se realizaron los cortes fue Hank’s, similar al Gray’s, empleado
por Cho et al. (2007). El suero que se emple6 fue suero fetal bovino inactivado en lugar de
suero normal de caballo inactivado. Seria bueno realizar un cultivo con suero normal de
caballo con el fin de descartar la relevancia de la diferencia de factores (ej. de crecimiento)

presentes en los sueros.

Las rebanadas se mantuvieron en cultivo por 4 a 6 dias, tiempo tras el cual se observd un
ligero cambio morfoldgico con respecto al inicio. En cultivos similares (Cho ef al., 2007), el
tejido sembrado mantiene la forma durante al menos dos semanas, aunque el grosor parece
disminuir con los dias. Esto podria indicar que las condiciones de nuestro cultivo atin no son
las Optimas, y que se esté llevando a cabo un proceso de muerte celular, o bien alguna

remodelacion estructural.

A pesar de que el trabajo realizado por Cho et al. (2007) prueba la viabilidad de cultivos
organotipicos —de nicleo PVN del hipotdlamo— de 200um durante tres semanas in vitro, seria
necesario algunas pruebas que nos confirmen la viabilidad de nuestros cultivos tanto al inicio
como al final. Aligual que para los cultivos primarios, podrian realizarse tinciones, o pruebas
que reflejen la actividad metabolica del tejido. Otra opcion, aunque menos sencilla, es la
prueba de TUNEL (del inglés “Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick
End Labeling”), para la deteccion del ADN fragmentado que resulta de la apoptosis.

El ensayo por inmunofluorescencia nos permitié observar una localizacion cercana de los
nucleos (DAPI) con los marcadores especificos de los tanicitos (vimentina y nestina),
principalmente en una region determinada. Esta regionalizacion podria corresponder a una
zona con mayor cantidad de tanicitos B (puesto que en ellos se expresa la nestina). La
definicion de la imagen de la rebanada es pobre bajo el microscopio de fluorescencia debido

al grosor y se observa mejor en la figura 15C-E, fotografia tomada al ver el tejido en el
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microscopio confocal. Se observa la morfologia caracteristica de los tanicitos (cuerpo
pequetio y redondo, seguido de una proyeccidn Unica y larga) y, en un gran nimero de células,
con el empalme de los marcadores especificos en los planos X;Y, X;Z y Y;Z. Esto nos

permiti6 confirmar la identidad de los tanicitos en los cultivos.

Finalmente, la figura 15 nos muestra la cinética enzimatica de la PPII en estos cultivos en un
ensayo empleando TRH-BNA como substrato. En este experimento, los niveles de PNA —
reflejo de la actividad de la PPII- son similares o hasta mayores que los del control positivo
(homogenizado de membranas de corteza cerebral), igual que para la actividad especifica
(B). Con la finalidad de descartar la posibilidad de que la actividad observada en los cortes
de hipotadlamo se debiese a la PPII de neuronas — ya que se sabe que en cultivo primario
hipotalamico existe una localizacion predominante de la PPII en neuronas (Cruz et al., 1991)
—se selecciond unicamente la eminencia media y zonas adyacentes®. Aunque fue ligeramente
menor, la actividad de la PPII fue visible a lo largo del cultivo comparando con el momento
de inicio, dia 0 (fig. 16), tomado como un control in vivo, y el homogenizado de cerebro.
Pudimos entonces afirmar que la actividad detectada proviene de la PPII presente en
tanicitos. Ademas, no parece haber cambios substanciales (en particular una disminucion) de

la actividad a lo largo de los dias de cultivo.

En estos cultivos el ensayo de actividad de la PPII se realizdé obviando la extraccion de
proteinas de membrana, para reducir la perdida de proteina durante la preparacion de las
muestras. Por lo tanto, a diferencia de todos los cultivos anteriores, en las réplicas se tomo el
homogenizado del tejido y se le agregd O-fenantrolina?, un inhibidor de metaloproteasas

como la PPII (Sanchez et al., 2013), para restar la hidrdlisis del sustrato por otras enzimas.

Para confirmar que la actividad observada no es unicamente el resultado de la proteina
expresada antes del establecimiento del cultivo y que los tanicitos observados mantienen la
maquinaria de transcripcion activa, se extrajo el ARNm y se realiz6 una RT-PCR para la PPI],
PPII*, TRH y ciclofilina (este ultimo como control interno). Los resultados muestran que el
mensajero, tanto de la PPII completa y la PPII truncada (fig. 19), como de TRH, se encuentra

a los 4 y 6 dias de cultivo; de manera notable se observd que los niveles de los ARNm de la

! posiblemente parte del nicleo arcuato y tanicitos a, presentes en las paredes laterales del tercer ventriculo.
2 La concentracién necesaria para inhibir al menos el 90% de la actividad se establecié previamente.

61



PPII y PPII* muestran una tendencia a incrementar a lo largo del cultivo. En conjunto, los
datos sugieren que la sefalizacion que regula la expresion de la PPII se mantiene en
rebanadas de EM, y que por lo menos parte de la actividad de la PPII es consecuencia de la

transcripcion del gen durante el cultivo.

En analisis detallados del patron de expresion de los componentes del sistema de sefializacion
de TRH (TRH; TRH-R1 y 2; PPII), se observo que el mensajero de la TRH es abundante en
el nucleo del arcuato y ausente en la parte ventral del tercer ventriculo (Heuer et al., 2000).
A pesar de la seleccion de tejido que se hizo al momento de sembrar las rebanadas de EM, es
posible que estén presentes también células provenientes del nucleo del arcuato. Esto
explicaria la presencia del ARNm de TRH en los cultivos. No es despreciable la posibilidad
de que las neuronas que producen el mensajero de la TRH en el arcuato puedan llevar a cabo
una funcién en el hipotalamo mediobasal, a pesar de que ésta se desconozca. El analisis
(hecho por el M. en C. Adair Rodriguez) de los resultados obtenidos por Campbell et al., en
2017, muestra que el receptor de la TRH esta presente en los tanicitos B de la eminencia
media, lo cual permite considerar esta posibilidad. De hecho, se mostré recientemente que
las neuronas TRHergicas del PVN controlan in vivo la actividad de la PPII en los tanicitos a
través del receptor R1 (Miiller-Fielitz et al,, 2017), por lo que existe la posibilidad que un
efecto andlogo ocurra si las neuronas TRHergicas del arcuato proyectan hacia la eminencia

media.

Una vez estandarizados los cultivos, se realiz6 el experimento para analizar el efecto de las
hormonas tiroideas sobre la enzima. A pesar de que los resultados no son muy claros, y de
que no se puede decir con certeza cual es la respuesta (puesto que el nimero de repeticiones
es bajo), se pueden observar cambios notables en la actividad al alterar las concentraciones
de TH: al privar el medio de hormonas tiroideas al segundo dia de cultivo y restablecerlo con
T33, se percibe una tendencia a disminuir la actividad (fig. 17), en comparacion con el control
con suero (tanto en el experimento A como en el B, el control muestra el doble de actividad).
El resultado no es extrafio, porque los niveles de TH en el suero son mayores a 1X1078M.
Al agregar T3 al medio con suero se observo un ligero incremento en la actividad de la PPIIL.

Esto es coherente con los resultados in vivo de Sanchez et al. 2009, en los que se observa

3 La concentracién de T3 corresponde a 1x1078M
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que, in vivo, la hormona T4 tiene un efecto positivo en la regulacion de la actividad de la
PPII. Es posible que, al privar de T3 el medio de cultivo, la actividad de la PPII haya
disminuido y que el restablecimiento con T3 a una concentracién de 1x10~8M no haya sido

suficiente para normalizar la actividad.

Un dato dificil de interpretar es el del incremento de actividad en un medio desprovisto de
TH. En la figura 17B se observa una actividad mayor con un medio sin TH en comparacion
con el medio suplementado con T3 (pozo SFB+T3). Es posible que el tratamiento del suero
con la resina AG®1-X8 remueva substancias adicionales con efectos regulatorios sobre la
PPIL, pues no es especifico para hormonas tiroideas. Se trata de una resina de intercambio
i6nico que posiblemente esté interactuando con otras substancias de carga similar a la de las
TH. Ademas, el experimento con la condicion “Sin TH” solo se realiz6 una vez, por lo cual

seria prudente repetirlo.

Dado que la actividad enzimatica se detectd en los cultivos organotipicos pero no en los
primarios, es posible que éstos carezcan de interacciones célula-célula que podrian ser
esenciales para la expresion o procesamiento adecuado del mensajero de la PPII completa.
Los tanicitos llevan a cabo distintas funciones que dependen de, por ejemplo, proteinas
unidas a la membrana o a la matriz extracelular, como es el caso de su capacidad para
mantener vivos distintos tipos celulares (Chauvet et al, 1996). También se ha visto que
algunas de sus funciones dependen del estado de su citoesqueleto, es decir, que sean capaces
de inhibir o no la secrecion de substancias de terminaciones neuronales en funcion de si sus
procesos estan retraidos o no (Prevot et al., 2003). Se sabe también que substancias liberadas
por células endoteliales son capaces de modificar la estructura de estos procesos, y que
“células endoteliales y gliales interactiian para regular la actividad neuronal” (De Seranno et
al., 2004). Sabiendo que el modelo de regulacion de la concentracion de TRH liberado al
sistema porta-hipofisiario por parte de la PPII de los tanicitos se asemeja a esta descripcion,
(podria la ausencia de sefiales provenientes de células con las que, in vivo, se mantiene una
interaccion repercutir en la estructura de los procesos o vias de sefalizacion de tal modo que

se modifique el procesamiento del ARNm de la PPII (favoreciendo la expresion de la PPIT*)?

Basandose en analisis de secuenciacion, se ha estimado que en el 90% de los genes se llevan

a cabo procesamientos por splicing alternativo (Luco ef al., 2012). En el sistema nervioso

63



central los efectos de este procesamiento post-transcripcional son altamente visibles y afectan
su fisiologia y desarrollo (Grabowski & Black, 2001). Se sabe que la maquinaria responsable
responde a la interaccion de los factores de splicing con el pre-RNA mensajero (proteinas SR
-S de serina y R de arginina-, ribonucleoproteinas nucleares pequefias o snRNPs , enhancers
silenciadores etc.), pero también a sefales y factores externos que influyen en la seleccion de
los sitios de splicing (Shin & Manley, 2004). Estos son especificos de tejidos o tipos celulares
y varian durante el desarrollo, pero se sabe también que otros parametros como la
localizaciéon de los factores de splicing, hormonas, sefales despolarizadoras y factores de
crecimiento afectan el procesamiento del ARNm (Grabowski & Black, 2001; Han et al.,
2007). Es posible, entonces, que las interacciones célula-célula también puedan participar en
la regulacion del splicing alternativo. Muchos de los estudios que se han hecho con cultivos
celulares (en cortes o primarios) han llevado los investigadores a percatarse de que las
condiciones de cultivo (sin o con suero) pueden afectar el patrébn de expresion y
diferenciacion celular, y que la proporcion de isoformas puede variar in vitro por la ausencia
de interacciones célula-célula o por factores solubles, dado que el patron de expresion de

algunas isoformas se reestablece en cultivos mixtos (Campagnoni & Macklin, 1988).

9.0 Conclusiones

El patron natural de expresion de las isoformas de la PPII en la eminencia media in vivo
(PPIIc > PPII*) no se restaurd en cultivos primarios arrestados con un medio sin suero
adicionado con distintos suplementos. Esto coincidio con ausencia de actividad de la PPIL, a
diferencia del resultado positivo en los cultivos organotipicos. Es probable entonces que
exista alguna sefial proveniente de la interaccion con otras células que sea necesaria para el
adecuado procesamiento del mensajero de la PPII, sefial que se pierde durante la dispersion

de las células.

Estos resultados sugieren que el cultivo organotipico es un buen modelo para estudiar la
regulacion de la actividad de la PPII in vitro. Es posible realizar cultivos de rebanadas de

eminencia media que conserven la identidad de los tanicitos, la expresion y actividad
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enzimatica de la PPII y que ademas responden a las hormonas tiroideas tal como ocurre in

Vivo.

9.1 Perspectivas

Recientemente, en el laboratorio se detect6 actividad de la PPII en cultivos primarios tratados
con papaina en lugar de tripsina al momento de la dispersion celular (resultados obtenidos
por Abraham Lopez, tesis en proceso). A estos cultivos no se les realizd un pase celular, y se
sembraron en condiciones sin suero. Esto esta de acuerdo con la suposicion de que el dafio
ocasionado a las proteinas de membrana altera de manera directa o indirecta la expresion de
la PPII. Por lo tanto, estas nuevas condiciones experimentales podrian usarse como modelo
en conjunto con el cultivo organotipico para identificar la importancia de las interacciones

paracrinas en la regulacion de la actividad y expresion de la PPII de tanicitos in vitro.

En el caso del cultivo organotipico se debe confirmar que las condiciones de cultivo sean las
optimas, por medio de mediciones de la viabilidad. También sera necesario realizar mas

pruebas para determinar el estado fisiologico de los tanicitos.
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