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RESUMEN

INTRODUCCION

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica sintetizada principalmente por los
lactotrofos en la pituitaria anterior, sin embargo la PRL también se expresay se
secreta por otras células y tejidos. En informes recientes PRL se describe como

una hormona pleiotrépica capaz de realizar multiples funciones en todo el cuerpo.

Se ha descrito que la PRL ejerce un efecto de neuroproteccion a nivel neuronal
cuando las neuronas estan sometidas a dafo por excitotoxicidad causada por
acido kainico o glutamato (Glu), generando un estado de estrés celular y por
consiguiente muerte celular, dafo al tejido, envejecimiento entre otras patogenias

del sistema nervioso.

Existen varios mecanismos de defensa para minimizar el efecto del estrés
oxidante; enzimas como la catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y la
superdxido dismutasa (SOD) que son capaces de reducir la cantidad de O™ en el

medio y por tanto contrarrestar el estrés oxidante.
OBJETIVO

El presente proyecto se enfoca en describir el efecto de la PRL sobre los sistemas
antioxidantes en un modelo in vitro de neuronas hipocampales de rata expuesto

ante dano excitotoxico.
DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratas Wistar los
cuales fueron tratados con PRL y se evalué la viabilidad celular de los cultivos
primarios, la expresion proteinica mediante Western blot asi como la actividad
enzimatica de las isoformas de la enzima SOD y también se cuantificod la

concentracion de lipidos peréxidados.




RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Observamos que los tratamientos con PRL no influyen en la viabilidad celular ya
que este grupo se comportd de acuerdo al control, mientras que el tratamiento con
Glu si afecto gravemente a las células ya que viabilidad disminuyo en un 20 % con

respecto a las células control.

Detectamos la expresion basal de SOD y observamos que PRL indujo un
incremento tanto en su actividad como en su expresion. Ya que hubo una
sobreproduccion de SOD en los tratamientos con la PRL podemos sugerir que
esta favoreciendo la cascada para la activacion de SOD lo cual genera una
proteccion al sistema, si lo comparamos con lo que sucede con el Glu en donde

esta enzima tuvo su menor expresion asi como una baja actividad.

Cuando evaluamos la lipoperoxidacion pudimos observar que el dafio inducido por
el Glu fue muy evidente, mientras que en lo tratamientos donde se administré PRL
se observa que se esta contrarresto el dafio a la membrana, mostrando niveles

bajos de lipoperoxidacion.




l. INTRODUCCION

1. EL PAPEL DE LA PROLACTINA EN LA NEUROPROTECCION

1.1 La prolactina (PRL)

La PRL se identific6 a finales de 1920 por Friesen como una hormona
polipeptidica de 197-199 amino acidos con un peso molecular de 23kDa (Freeman
et. al.,, 2010). Se ha descrito en la literatura que su sintesis se realiza en la
pituitaria anterior o adenohipdfisis también se ha reportado en tejidos
extrahipofisiarios tales como neuronas hipocampales asi como en una gran
variedad de células vy tejidos, tales como linfocitos, células B-pancreaticas, en las
gonadas femeninas y masculinas (Grattan y Kokay, 2008; Featherstone et al.,
2012).

Figura 1. Estructura en 3D de la prolactina humana (1RW5.pdb) determinada por
espectroscopia de NMR. Protein Data Bank utilizando el software de VP (WebGL )




En estudios recientes se ha demostrado que la PRL no sélo actua de una manera
endocrina, sino que también actua de manera autocrina y paracrina por lo que
puede llegar a tener mas de 300 funciones biologicas conocidas, que van desde la
regulacion del sistema inmune (Kelley et al., 2007), la proliferacién celular en los
islotes de Langerhans y la produccién de insulina (Huang et al., 2009) , la
supresion de la ansiedad y la respuesta al estrés (Carter y Lightman et al., 1987;
Donner et al.,, 2007; Torner et al., 2001), regulacion de la activacion de las
neuronas de oxitocina (Kokay et al., 2006; Townsend et al., 2005), la neurogénesis
estimulante (Shingo et al., 2003), a través de la promocién de conductas maternas
complejas, sin embargo, muchas de las acciones de PRL son esenciales para la
adaptacién, la supervivencia de la madre y del feto durante el embarazo y la
lactancia (Grattan et al., 2008).

En estudios realizados por nuestro laboratorio se ha descrito que PRL tiene un
efecto de neuroproteccion, tanto en hembras lactantes, asi como en animales
castrados tratados con prolactina, sin embargo los mecanismos moleculares por
los que la PRL ejerce su efecto no se han descrito por completo (Vanoye-Carlo et
al., 2008; Tejadilla et al., 2010; Vergara et al., 2016). Siendo de nuestro interés la
muerte neuronal por excitotoxicidad. (Cabrera, 2009). La tabla 1 describe algunas

de las funciones de PRL en diversos tejidos.

Tabla 1. La funcion de la PRL en distintos sistemas.

Sistema blanco Funcién Referencia
Sistema Inmunolégico  Regulacién de linfocitos. Kelley et al., 2007.
Sistema reproductivo Embarazo y lactancia. Grattan y Kokay et al.,

2008.
Sistema nervioso Induce neurogénesis y Shingo et al., 2003.
neuroproteccién ante estrés y
excitotoxicidad.
Sistema endocrino Regulacion de células B- Huang et al., 2009.
pancreaticas y produccion de
insulina.




1.2 La PRL en la neuroproteccion

El término neuroproteccion se define como el conjunto de procesos que resultan
en evitar la pérdida de la funcion neuronal frente a un dafio determinado, por
ejemplo: la disminucion del estado inflamatorio, inhibicion de la apoptosis,

reduccion de estrés oxidante (Majid, 2014).

Actualmente se han dado a conocer algunas moléculas que pueden tener un
efecto neuroprotector en el cerebro entre ellas estan el factor neurotrofico derivado
del cerebro (BDNF), el factor de crecimiento tipo insulinico (IGF-1) y el factor de
crecimiento nervioso (NGF), entre otros; asi como las enzimas antioxidantes como
la superoxido dismutasa y reductasa; las hormonas como los estrégenos, la
progesterona, la testosterona, la hormona del crecimiento (GH), las hormonas
tiroideas, y la PRL (Redolat y Carrasco, 2007).

Se ha demostrado que las moléculas antes mencionadas tienen un efecto
neuroprotector cuando se han sometido a un dafio excitotdoxico causado por la
administracion de amino acidos excitadores como el acido kainico (KA) o el

glutamato (Glu).

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha descrito el efecto neuroprotector de la
PRL ante estrés excitotdxico inducido por KA en dos modelos in vivo: uno con
ratas hembra tratadas con PRL exdgena y otro durante la lactancia. En ambos
modelos se ha observado que las areas hipocampales: CA1, CA3 y CA4
expuestas a KA presentan menor dafio neuronal en comparacion con ratas

tratadas unicamente con KA (Vanoye-Carlo et al., 2008; Cabrera et al., 2009).

Ademas se ha descartado la influencia de hormonas ovaricas sobre el efecto
neuroprotector de la PRL a partir de la ovariectomizacion de las ratas. (Tejadilla et
al., 2010).

Por otra parte, como se menciond anteriormente, el término de neuroproteccién se
refiere a evitar la muerte neuronal frente a una lesion. Por ello, se puede decir que

la PRL confiere neuroproteccion al hipocampo de la rata. La forma en que dicha




hormona puede llevar a cabo este efecto protector involucra una gran variedad de
procesos posibles, entre ellos estan los cambios en la neurotransmision, efectos
antiapoptoticos o antinecréticos, la regulacion en la expresion de factores troficos,
la modificacién de la respuesta glial, entre otros. Ademas el papel neuroprotector,
la PRL se ha relacionado con el proceso de neurogénesis (Torner et al., 2001) el
cual ha sido implicado en procesos de recuperaciéon de funciones cognitivas
(Kleindienst et al., 2005).

En otros estudios experimentales, se ha observado que la administraciéon de la
PRL puede modificar la tasa de neurogénesis en el hipocampo. Por ejemplo, en un
trabajo realizado por Walker y colaboradores en el 2012 se describié que la
administracién de PRL en cultivos in vitro generd un incremento en el numero de
neuroesferas obtenidas a partir del giro dentado del hipocampo de ratones. Por
otra parte, el cultivo de neuroesferas obtenidas de ratones knock out de PRL fue
menor comparado con ratones control que producian normalmente PRL, indicando
que las PRL tiene un papel en la generacion de precursores neurales. Sin
embargo, al contabilizar el numero de precursores neurales en el hipocampo, no
se encontraron diferencias entre los ratones knock out y los que sintetizan PRL. Lo
anterior puede decirnos que el evento neurogénico es dependiente de diversos
factores, en el cual la PRL no juega un papel primordial para que se genere dicho
proceso. Ademas se demostré que en los ratones carentes de PRL existe una
alteracién en tareas de aprendizaje y memoria, las cuales fueron restauradas una

vez que se administré PRL.

Con los trabajos anteriores se sugiere que la PRL puede impactar sobre la
neurogénesis en condiciones fisiolégicas normales y cuando el sistema se somete
a dafo esta hormona tiene el papel de la neuroproteccion lo cual podria tener una
aplicaciéon a futuro para mejorar el desempefio en tareas de aprendizaje y
memoria dependientes del hipocampo. La tabla 2 resume algunos de los trabajos

pioneros en este campo.




Tabla 2. La PRL en la neuroproteccion

Modelo Efecto Referencia
in vivo ‘La PRL genera mejoras Kleindienst et al., 2005.
en el aprendizaje y la

memoria.

in vivo Disminucion del dano Vanoye-Carlo et al., 2008
neuronal en hipocampo Cabrera et al., 2009.

tratadas con KA.

in vivo La PRL evita la Torner et al.,2009.
disminucién de
precursores celulares en
hipocampo de raton

sometidos a estrés

cronico.
in vivo Proteccion de células Tejadilla et al., 2010.
hipocampales y

disminucién en frecuencia
e intensidad de los

ataques epilépticos.

in vitro PRL estimula las células Walker et al., 2012.
precursoras.
in vivo Hormonas del sistema Abolaji et al., 2016.

endocrino en peces Yy Dolcietal, 2014.
ratas activan el sistema
antioxidante cuando son
sometidos a disruptores

endocrinos.




2. EFECTOS PRODUCIDOS POR EXCITOXICIDAD
2.1 Funciones del Glutamato

La comunicacion entre las neuronas del cerebro, en su mayoria, ocurre por medio
de neurotransmisores. Dentro de esta gama de neurotransmisores, los
aminoacidos son mayormente utilizados. Uno de los aminoacidos mas estudiados
es el glutamato (Glu) donde sus receptores participan en mas de 80% de las
sinapsis excitadoras del SNC y se han relacionado con procesos que rodean a la
memoria y la transmisién nerviosa. Sin embargo su sobre-estimulacién puede
desencadenar la muerte neuronal. El Glu se encuentra ampliamente distribuido en
todas las regiones del sistema nervioso central (SNC) (medula espinal, cerebelo,
talamo, hipotalamo, ganglios basales, hipocampo, corteza, entre otras) y es
considerado como un compuesto de gran importancia fisiolégica. (Broman et al.,
2000).

El Glu fue descubierto en 1908 por Kikunae |Ikeda, pero el hallazgo de que este
compuesto puede excitar al tejido nervioso tomo aproximadamente 5 décadas
(Chiosa y Gane, 1956; Curtis y Watkins, 1963). Sus propiedades como
neurotransmisor se describieron por primera vez cuando se demostré que el Glu
excitaba a una gran variedad de neuronas centrales (Curtis y Watkins, 1963;
Watkins, 1962). Y fue en la década de los 70°s cuando se realizaron la gran

mayoria de trabajos donde se demostraba que el glutamato es un neurotransmisor

Sin duda la presencia de los receptores a Glu en la membranas neuronales
(Evans et al., 1979), su liberacion mediante las terminales nerviosas después de la
excitacion (Hamberger et al., 1970), asi como el transporte especifico de alta
afinidad localizado tanto en glia como en la terminales nerviosas (Logan y Snyder,
1972) apoyaron fuertemente la hipétesis de que glutamato era el neurotransmisor

excitador por excelencia en SNC de los mamiferos. (Fonnum,1984)
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Figura 2.Conformacion molecular de las moléculas A) Glutamato y B) Acido Kainico

En la literatura se ha descrito que el Glu es el principal neurotransmisor excitador
del sistema nervioso central de los mamiferos y actua a través de sus receptores
que pueden estar acoplados a canales idnicos (ionotrépicos) o a proteinas G
(metabotrépicos) (Geddes, 1999)

Los receptores ionotropicos de glutamato estan formados por 4 o 5 subunidades y
se dividen en grupos segun su comportamiento farmacolégico. En la actualidad se
cuenta con una gran cantidad de sustancias que pueden inducir excitotoxicidad a
través de la sobreexcitacion de los receptores ionotropicos del glutamato entre
ellos se encuentran el N-metil-D-aspartato (NMDA), acido- a-amino-3-hidrox-5-
metil-4-isoazolpropionico (AMPA) y el acido kainico (KA). (Zhou et al., 2013).

Tabla 3. Receptores glutamatérgicos ionotropicos

Receptor/agonista " Funcion |
AMPA  Activacion de canales Excitacion rapida
Na®y K"
KA Activacion de canales Aun no descrito
Na®y K*
NMDA Activacion de canales Excitacion lenta y
Na®, K",y Ca prolongada




En la actualidad se sabe que el glutamato participa en la degeneracién y muerte
celular en procesos neuroldgicos agudos como en el caso de accidentes
cerebrovasculares (en el trauma-cerebral y en la hipoglicemia-isquemia) (Rothman
y Olney 1986). También en diversas enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, la corea de Huntington y el

proceso de neurodegeneracion vinculado con epilepsia (Pefia y Tapia, 2000)

2.2 Recaptura del glutamato

Una vez que el glutamato ha activado a sus receptores, es removido del espacio
sinaptico por un sistema de recaptura que consiste en una familia de proteinas
especificas llamadas transportadores de glutamato de alta afinidad localizados en
la membrana plasmatica tanto en las neuronas como en las células gliales que

producen la sinapsis . (Varoqui et al., 2002)

El glutamato captado por los astrocitos reacciona con el amoniaco para formar
glutamina por medio de la glutamina sintetasa, enzima dependiente de adenosin
trifosfato (ATP). La glutamina es exportada al liquido extracelular y tomada por las
neuronas glutamatérgicas, en la terminal sinaptica de estas neuronas, la glutamina
es hidrolizada a acido glutamico y amonio por la accion de la glutaminasa activada
por fosfato, que es una enzima mitocondrial. Tanto los astrocitos como las
neuronas tienen transportadores que son impulsados por un gradiente de Na* y
concentran la glutamina dentro de las células. (Broman et al.,2000; Kandel et al.,
2000; Hassel y Dingledine, 2006)

Estos transportadores utilizan gradientes electroquimicos de Na*, K*, H" y OH" a
través de la membrana plasmatica como fuerza electromotriz para el proceso de
transporte, el cual también estd acompanado por cambio de voltaje y pH para
remover al Glu del espacio sinaptico hacia el interior de las neuronas y de las

células gliales (Medina-Ceja et al., 2007)
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2.3 Excitotoxicidad

La excitacién neuronal en el sistema nervioso central (SNC) involucra a receptores
glutamatérgicos de tipo ionotropicos clasificados en NMDA y AMPA/kainato
(Cardinali, 2007). La sobreexcitacion de estos receptores por neurotransmisores
excitadores puede llevar a la excitotoxicidad; que se refiere a un proceso
patologico que causa lesion o muerte de neuronas debido a la sobre activacion de
los receptores de la sobre estimulacion de este neurotransmisor excitatorio,
glutamato, lo que da como resultado diferentes estados fisiopatoldgicos como la
epilepsia, lesiones causadas por traumatismos craneo-encefalicos e hipoxia-

isquemica (Albensi, 2001)

3. ESTRUCTURA'Y FUNCIONAMIENTO MITOCONDRIAL

La mitocondria posee un sistema de doble membrana, una externa y una interna,
que separan tres espacios bien definidos: el citosol, el espacio intermembranal y la
matriz mitocondrial. Las membranas mitocondriales se caracterizan por bajos
niveles de ciertos lipidos como el acido fosfatico, las esfingomielinas y los

glicolipidos caracteristicos de las membranas de las células eucariotas.

Presenta un bajo porcentaje de colesterol entre el 7%- 11% en comparacion con la
membrana de una célula (25%-34%) (Lodish H. et al., 2014). El alto contenido de
fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, cardiolipinas y la escasa cantidad de
fosfatidilserina, hacen que la membrana mitocondrial sea semejante a las

membranas de ciertas bacterias.

Las mitocondrias son organelos especializados en suministrar la mayor parte de la
energia necesaria para las actividades celular, sintetizando ATP mediante la

fosforilacion oxidativa.
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En los organismos aerdbicos mas del 90% del ATP proviene de las mitocondrias,
el resto se forma en la glicolisis anaerdbica. (Lodish H et al., 2014).

Estas estructuras citoplasmaticas también son criticas en varios procesos
celulares como las homeostasis del calcio, la regulacidn de la sefalizacion redox

para mediar la supervivencia, apoptosis y supresion de tumores.

Tiene un bajo contenido de colesterol y un alto contenido de cardiolipina
(difosfatidil glicerol), lo que permite que los lipidos citosolicos entren a la matriz
para llevar a cabo la B-oxidacion. Estas caracteristicas la hacen poco permeable a
ciertos iones, excepto al ATP, ADP, acido piruvico, oxigeno y agua. Contiene tres
tipos de proteinas: 1. Las que llevan a cabo las reacciones de oxidacion de la
cadena respiratoria, 2. Un complejo enzimatico llamado ATPasa, que sintetiza el
ATP en la matriz y 3. Proteinas transportadoras especificas que regulan el paso
de metabolitos dentro y fuera de la matriz (Lehninger et al., 2002).

Entre las dos membranas queda delimitado un espacio intermembranal,
compuesto de un liquido similar al hialoplasma, que contiene todas las moléculas

que las porinas de la membrana externa dejan pasar.

Este espacio es rico en protones, los cuales proceden del funcionamiento de los
complejos de la cadena respiratoria y desempefian un papel esencial en la
fosforilacion de ADP (Lodish H et al., 2014). El espacio intermembranal contiene
también componentes claves implicados en la muerte celular de tipo apoptético,
como algunas caspasas, el factor inhibidor de la apoptosis (AIF) y el citocromo c,
que se localiza sobre la cara interna de la membrana interna (Lehninger et al.,
2002).
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3.1 Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en la mitocondria

La mitocondria es considerada como la fuente principal en la generacién de O,
produciendo alrededor del 85% de O, total de la célula. Esta produccion se
presenta cuando la mitocondria incrementa la actividad o hay inhibicion de la
cadena respiratoria, dando como resultado una produccién aguda o crénica de

este radical favoreciendo el estado oxidante celular (Maia et al., 2007)

El oxigeno se difunde hacia la matriz y el CO; lo hace hacia fuera. Los acidos
grasos se unen a la coenzima A (CoA) en la membrana mitocondrial externa,
luego el grupo acilo se separa de la CoA y se liga a la carnitina para ser
transportado a través de la membrana interna. El acido graso se vuelve a unir a un

CoA en el lado matricial de la membrana interna. La oxidacién del piruvato en el
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ciclo del acido citrico genera NADH y FADH,. De estas coenzimas reducidas se
transfieren los electrones al oxigeno a través de los cuatro complejos
transportadores de electrones y al mismo tiempo se transportan iones de
hidrogeno desde la matriz al espacio intermembranal, con la cual se genera la

fuerza protén motriz (FPM) para realizar la sintesis de ATP (Lodish H et al., 2014).

En tres puntos de su descenso por toda la cadena transportadora, se liberan
grandes cantidades de energia que propulsan el bombeo de protones hacia el
espacio intermembranal de la mitocondria. Esto crea un gradiente electroquimico a
través de la membrana interna. Cuando los protones atraviesan el complejo ATP
sintetasa hacia la matriz, la energia liberada se utiliza para sintetizar moléculas de
ATP. Este mecanismo por el cual se cumple la fosforilacion oxidativa se conoce

como hipdtesis quimiosmética. (Lodish H et al., 2014)

Por lo que la mayoria de las especies reactivas de oxigeno (EROs) que
normalmente se producen en los sistemas bioldgicos provienen del metabolismo
oxidante mitocondrial, de la actividad de la enzima xantina oxidasa y en menor
proporcion a la autoxidacion de las catecolaminas y hemoproteinas que ocurren en
el citoplasma, membrana nuclear, reticulo endoplasmatico y peroxisomas (Alvarez
et al., 2010).

Se han identificado alrededor de 10 sistemas mitocondriales generadores de ERO.
Dentro de estos sistemas, los complejos enzimaticos del ciclo de Krebs, como la
alfa-cetoglutarato deshidrogenas, se consideran fuentes importantes de

superoxido y peréxido de hidrogeno (Halliwell, 2001)

3.2. Lacadenatransportadora de electrones

La cadena transportadora de electrones (CTE) esta formada por cuatro complejos
proteicos (I-V) que a través de las reacciones redox secuenciales, transportan

electrones de un complejo otro hasta llegar al oxigeno. En dicho transporte, los
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complejos presentan cambios conformacionales para bombear protones desde la
matriz mitocondrial al espacio intermembranal de la mitocondria complejos (I, IlI,
IV), generando un gradiente electroquimico. Este gradiente electroquimico es
esencial para el funcionamiento de la ATP sintasa o complejo V el cual al girar
impulsa la fosforilacion de ADP+P a ATP( Szewczyk y Wojtczak, 2002)

Durante el transporte de electrones en la CTE puede ocurrir una pérdida de un
electron y este puede reaccionar con otros compuestos para formar subproductos
principalmente ERO, estas son generadas principalmente por los complejos | y |l
y han tomado importancia ya que se han descrito que tienen participacion en
diferentes rutas celulares (diferenciacion celular, apoptosis envejecimiento, etc.) y
cuando existe una sobreproduccion de esta moléculas contribuyen a la

patogenicidad de diferentes enfermedades (Hamanaka y Chandel, 2010)

3.3. Disfuncién mitocondrial

Se define como la incapacidad de las mitocondrias para poder producir ATP de
manera adecuada para poder satisfacer las necesidades energéticas del individuo.
Por lo que se ha estudiado a el estrés oxidante como la principal causa de esta
disfuncion. Estudios sefalan que los complejos | y Il de la CTE son los principales
sitios de produccion de O," (Andreyen et al., 2005). Este O," que se genera por la
respiracion mitocondrial es liberado a la matriz mitocondrial donde sera convertido
en H,O, por la superdxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD). En el
caso de que el O, " sea producido por el complejo Il se libera al espacio
intermembranal donde es convertido por la superdoxido dismutasa dependiente de
cobre-zinc (Cu/Zn-SOD). La inhibicion o disminucién de la actividad de los
complejos mitocondriales, genera una disminucién en el bombeo de protones de la
matriz intermembranal al espacio mitocondrial, generando una disminucion de
FPM, la cual es necesaria para la generacion de ATP por la mitocondria (Wallace
et al., 2010). Ademas se ha demostrado que la disfunciéon mitocondrial es uno de
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los principales factores asociados a enfermedades neurodegenerativas como la

enfermedad de Huntington y el Parkinson (Coyle y Puttfarcken et al., 1993).

4. ESTRES OXIDANTE
4.1 Formacion de especies reactivas de oxigeno (EROS)

El oxigeno (O) es un elemento quimico gaseoso que se encuentra en el 99% en la
atmosfera en su forma molecular como O, Este es producido por la oxidacién del
agua generada en el fotosistema | de las células fotosintéticas durante la fase

luminosa de la fotosintesis.

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios a
altas concentraciones o bajo ciertas condiciones, a las concentraciones normales,
este llega a ser toxico. La toxicidad del oxigeno se puede explicar por la formacion
de ERO (Hansberg, 2002)

Las principales fuentes de ERO se forman por la reduccion parcial del oxigeno lo
cual forma el anién superdxido (O,"), el peroxido de hidrégeno (H20,) y el radical
hidroxilo (OHe), estas moléculas tienen una gran capacidad de reaccion debido a

su alta inestabilidad quimica.

Las ERO se producen continuamente en las células de organismos aerobios como
producto de procesos metabdlicos, radiacion ionizante, activacion fagocitica,

exposicion a farmacos o compuestos quimicos.

Asi que la presencia de ERO se ha asociado a los procesos de envejecimiento, a
los dafos ocasionados por la isquemiareperfusion, enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson o bien la artritis reumatoide,
la hipertension, infarto al miocardio, cirrosis hepatica, insuficiencia renal, la

catarogenesis y la carcinogénesis entre otras. (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009)
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4.2 Formacion de radicales libres

Los radicales libres (RL), son cualquier especie quimica (atdmica o molecular)
capaz de existir independientemente de su configuracion electronica por lo que
puede tener uno o mas electrones desapareados ocupando un orbital atdmico o
molécular por si solos, ya sea por la pérdida o ganancia de un electron, de un no

radical o por la ruptura homolitica de una molécula. (Hansberg et al., 2002)

Los RL, son productos generados por el metabolismo celular para obtener energia
necesaria para sus procesos bioldgicos y estos desempeian un papel importante
en la fisiologia celular, sefalizacidén celular, diferenciacion y crecimiento celular,

neurotransmision entre otros. (Sauer et al., 2001).

Cuando hay una sobreproduccion de estos RL en el organismo se da una

condicion de desequilibrio provocando estrés oxidante (Hansberg et al., 2002).

4.3 Estrés oxidante

El estrés oxidante es un estado celular que resulta de la condicién de desequilibrio
entre los sistema prooxidantes y antioxidantes en la célula, puede ser generado
por el incremento a la exposicidn de agentes oxidantes, por la disminucion de la
proteccion de los sistemas antioxidantes o incluso por la aparicion de ambas
condiciones. El estrés oxidante da lugar a dano a moléculas como lipidos,
proteinas y DNA, lo que puede originar disfuncién y muerte celular (Valko et al.,
2006)

Anién Superéxido (0;")

El O, " se libera como un subproducto de la cadena de trasporte de electrones. En
condiciones normales es producido por sistemas enzimaticos como la
xantina/xantina oxidasa (XO), la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa, la sintasa de Oxido nitrico

desacoplada y el citocromo P450. El O, tiene una funcion muy importante ya que
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participa en la descarga respiratoria de las células fagociticas como los monocitos
y macrofagos que estos son un mecanismo de defensa contra organismos

extranos.

-

X0
Xantina + 02 + H20 -~ Acido turico+ 02" +H

El O," reacciona directamente con el ADN, proteinas o lipidos, pero puede inhibir
la actividad de algunas enzimas como la 6-fosfoglucanato deshidrogenasa, la
aconidasa y la fumarasa, lo que afecta la reduccion de nicotinamida adenin
dinucleotido oxidado (NAD™) y por lo tanto altera el metabolismo energético. Por lo
que al entrar en contacto con el complejo enzimatico de NADPH, reduce

parcialmente al oxigeno.

NADPH
oxidasa

20, + NADPH + H” > 02 +NADP” +2H"

Peréxido de hidrogeno (H,0)

El H,O, no es un radical ya que tiene todos sus electrones apareados y es un
agente oxidante/reductor débil lo cual lo hace poco reactivo; pero debido a su
configuracion es capaz de difundir a través de las membranas ya que tiene
lipofilicidad (Nath y Norby, 2000) y reaccionar con el O, "~ e interactuar con metales
de transicién como el hierro y el cobre en una reaccién denominada de Fenton,
dando lugar a la formacion del radical hidroxilo (OHe¢) y el ion hidroxilo (OH")
(Halliwell y Gutteridge et al., 2007). La toxicidad de ambas especies dependen de

la disponibilidad y la distribucion de los metales de transicion en cada individuo.
H,0,+ Fe* ———p Fe’"+ OH+ OH

Radical hidroxilo (OH¢)

El OH+ es un agente oxidante muy potente que puede reaccionar rapidamente con
moléculas organicas e inorganicas en la célula tales como ADN, proteinas, lipidos,

aminoacidos, carbohidratos y metales. Se considera el radical mas reactivo y
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dafino de los sistemas bioldgicos, debido a que las células no poseen
mecanismos antioxidantes especificos capaces de combatir su efecto toxico.
(Halliwell y Gutteridge, 2007)

Las fuentes de metales de transicion pueden ser las proteinas encargadas de
transportar a estos metales como la ferritina o la metalotioneina y los centros de
hierro y azufre de algunas proteinas desnaturalizadas por la interaccién de O,. El
OHe+ también se puede formar a partir de la reacciéon con el acido hipoclorito
(HOCI)

HOCI+ 0" — OH'+ CI'+'0;

5. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Para contrarrestar el dafo a los tejidos, existe un mecanismo de defensa
desarrollado por un método de inactivacion o disminucion de ERO antes de que se

genere un dano al sistema.

Entonces un antioxidante es aquella molécula o sustancia que cuando esta
presente a bajas concentraciones, en comparacion con el sustrato oxidable,

retarda o previene significativamente la oxidacién del mismo.

Algunos de estos antioxidantes pueden ser bio-sintetizados por el organismo o
bien pueden ser adquiridos exdégenamente por medio de la dieta (Cardenas -
Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006); ademas por su naturaleza y mecanismos de

accion en directos, indirectos y bifuncionales (Dinkova-Kostova y Talalay, 2008).

Los antioxidantes directos son aquellos que tienen la capacidad de reducir u
oxidar en poco tiempo y se consumen durante el proceso, se generan de acuerdo
a la exposiciéon a ERO. Los antioxidantes indirectos pueden tener o no actividad
redox y favorecen su actividad por medio de proteinas citoprotectoras como

superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peréxidosa (GPx), glutation
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S-trasferasas (GTS), tioredoxina-reductasa (Trx) y glutamato-cisteina ligasa
(GCL).(Holtzclaw et al., 2004).

Estos antioxidantes tienen un tiempo de vida media mas largo, no son consumidos
durante su accién antioxidante y puede catalizar una amplia variedad de
reacciones de detoxificacion. Los antioxidantes bifuncionales tienen un papel
protector dual y que pueden reaccionar con ERO de forma directa e instantanea,
pero también pueden inducir la produccion de proteinas citoprotectoras. (Dinkova-

Kostova y Talalay et al., 2008).

5.1 Sistemas antioxidantes enzimaticos

Glutation peroxidasa (GPx)

La enzima GPx es una selenoproteina, es decir, es una enzima selenio (Se)
dependiente que, en las células animales, se ubica en la matriz mitocondrial y en
el citosol de los eritrocitos, lisosomas de neutrofilos, macréfagos y otras células del
sistema inmune; cataliza la reduccién de perdxido de hidrogeno a lipoperéxido (L-
OOH), usa como agente reductor a glutatién (GSH), los productos de la reaccion,

son el glutatién disulfuro (GSSG) y el agua (Cardenas y Pedraza, 2006).

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Catalasa (CAT)

La catalasa es una hemoproteina que contiene cuatro grupos hemo, de amplia
distribucion intracelular, alta concentracién en higado y rifidn, baja concentracion
en tejido conectivo y epitelios, practicamente nula en tejido nervioso y se localiza a

nivel celular en mitocondrias, peroxisomas, citosol (eritrocitos) (Cardenas vy
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Pedraza, 2006) sefialaron que en general las bajas concentraciones de peroxido
de hidrégeno estimulan la actividad de peroxidasas, mientras que las altas
concentraciones de perdxido son preferentemente catalizadas por la catalasa.

Esta enzima, presenta 2 funciones fundamentales; la primera es catalitica
(Blokhina et al., 2003), ya que cataliza la descomposicion del peroxido de
hidrogeno proveniente de la dismutacion del superdxido en agua y oxigeno. Esta
funcién es compartida con la enzima glutation peroxidasa que no requiere de
cofactores. La segunda funcion es peroxidativa y forma parte del sistema
antioxidante catalasa/superoxido dismutasa (CAT/SOD) que actua en presencia

de altas concentraciones de H,O, (Venereo, 2002).

2H,0, > 2H,0 + O,

Superoxido dismutasa (SOD)

Es una enzima que esta presente en las células aerobias y fluidos extracelulares.
(Cardenas y Pedraza et al., 2006) es una metaloproteina, es decir que esta
formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu/Zn-SOD contiene cobre y zinc
en su sitio activo y se encuentran en el citosol y en el espacio inter-membranoso
mitocondrial; Mn-SOD: contiene manganeso y se localiza en la matriz mitocondrial;
Fe-SOD: contiene hierro y se localiza en el espacio periplasmatico de la E. coli, su
distribucién es amplia en el organismo.

Una de sus funciones es catalizar la dismutacién de radicales libres O," a H,0, , lo
que no requiere de co-sustratos, su principal funcién es la proteccion contra el O,”
(Venereo, 2002). La biosintesis de esta enzima se encuentra fuertemente regulada

por la concentracion del sustrato sobre el cual actua (Blokhina et al., 2003).
0, "+ 0, +2H*— H,0,+ 0,

Glutation S-transferasa (GST)
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La familia de GST se componen de citosdlicas, mitocondriales y proteinas
microsomales. Su funcidon primaria es catalizar la conjugacion de glutation
reducido (GSH) con una gran cantidad de compuestos organicos. Las GST
pueden reducir hidroperdxidos de lipidos por medio de una actividad de glutation
peroxidasa independiente de selenio; también puede detoxificar al 4-

hidroxinonenal un producto de la peroxidacién de lipidos.
RX + GSH » RGS + HX
Peroxirredoxinas (Prxs)

Estas enzimas se caracterizan por poseer residuos de cisteina en su centro
catalitico, lo cual las identifica como enzimas antioxidantes especificas para el
grupo tiol. Los grupos cisteinas son oxidados a acido sulfénico en forma reversible
por los sustratos de estas enzimas (perdxidos). Estan subdivididas en tres
subclases: Prx 2-cisteina tipica (Prx I-IV) se localiza en mitocondrias, Prx 2-
cisteina atipica nucleo y citoplasma (Prx V) y Prx 1-cisteina citoplasma (Prx VI).
Estan envueltas en degradacién enzimaticas de H;O,, hidroperdxidos vy
peroxinitros, por lo tanto, las Prxs asumen un papel importante contra el estrés
oxidante. La tiorredoxina puede regenerar la forma reducida de las Prx (Cardenas
y Pedraza, 2006).

H,O, + TrxP (red) — 2H,0 + TrxP (ox)

Tiorredoxina reductasa (TrxR)

Esta enzima es una selenoproteina que contiene en su penultimo carbono un
residuo de selenocisteina, necesario para su actividad catalitica. Existen dos
isosformas: la TrxR1 citosdlica y la TrxR2 mitocondrial. Las dos isoformas cuentan
con un FAD por subunidad, el cual reduce el grupo disulfuro del sitio activo, su
funcién es catalizar la reduccion del polipéptido tiorredoxina (Cardenas y Pedraza,
2006).
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Trx-S, + NADPH + H* Trx-(SH), + NADP+
Trx-(SH), + proteina-S, —— Trx-S, + proteina-(SH),

5.2. Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos, constituyen un grupo heterogéneo de moléculas
hidrofobas e hidrofilas que capturan radicales libres y originan especies quimicas
menos nocivas para la integridad celular. En esencia, el mecanismo de accion
involucrado es la donacion de un electron a un radical libre con el fin de
estabilizarlo. Los antioxidantes no enzimaticos hidrofilicos, se ubican
principalmente en el citosol, matriz mitocondrial y nuclear y en fluidos
extracelulares; éstos incluyen vitamina C, glutation, acido urico, ergotioneina vy

flavonoides polifendlicos (Chihualaf et al., 2002)

Vitamina A

Es un término genérico que abarca a los compuestos de origen animal que
presentan actividad biolégica de vitamina A. En los vegetales, existe como
provitamina llamada B-caroteno. Por su conformacién estructural son excelentes
capturadores de radicales libres. Protegen contra la liperoxidacion, sobre todo, la
inducida por el sistema de la xantina oxidasa, y elimina el ion superéxido y los
radicales peroxilos. Al igual que la vitamina C, puede comportarse como
prooxidante, pueden inducir estrés oxidante incrementando la produccién de
radicales libres, aparentemente en condiciones de altas presiones parciales de
oxigeno. Estas acciones dependen también de la presencia de otros carotenoides

y de la interaccion con antioxidantes como la vitamina E (Olguin et al., 2004).
Vitamina C
La vitamina C, es una sustancia hidrosoluble y es el antioxidante mas importante

en los liquidos extracelulares. Se encuentra bajo la forma de ascorbato, distribuido

intra y extracelularmente. Reacciona en forma directa con los radicales libres, O,",
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OH- y varios hidroperéxidos lipidicos. La vitamina C protege contra el dafio
oxidante al ADN, proteinas y contra la peroxidacion lipidica actuan sobre el radical
libre tocoferoxilo regenerandolo a vitamina E. Este proceso transforma el
ascorbato en el radical libre es hidroascorbato. La regeneracion de la capacidad
antioxidante del acido ascoérbico requiere la unién con los sistemas reductores no

radicales como glutation o niacina (NADH y NADPH)

Asc + OH* — Asc® + H,0, Asc* + Trx (red) — Asc + Trx (Ox)

Vitamina E

El nombre genérico de esta vitamina, hace referencia a sus ocho isomeros
estructurales de tocoferol, de los cuales el a-tocoferol es una vitamina liposoluble,
principal antioxidante en las membranas celulares y en las LDL, junto al y-
tocoferol, se le considera esencial en la defensa celular. Unida a la porcion
hidrofobica del a-tocoferol existe un grupo OH, cuyo H® puede removerse

facilmente y funcionar como donador de electrones (Oldfield, 2003).

La captura de radicales libres O,", OHs y LOO", la desarrolla en membranas
celulares y subcelulares (mitocondria y reticulo endoplasmico liso) y detiene la
propagacion de la lipoperoxidacion. Los radicales peroxilos generados durante la
peroxidacion lipidica extraen el H de la molécula del tocoferol. El radical tocoferol
resultante es poco reactivo por lo que detiene la reaccion en cadena. El radical
tocoferol migra hacia la superficie de la membrana y se convierte en el radical libre
tocoferoxilo; se regenera en alfa tocoferol a través de reacciones mediadas por la

coenzima Q y en menor grado por las vitaminas C y A (Blokhina et al., 2003)

a-TocH + LO,* »  a-Toc* + LO;H

Acido drico
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Aunque tradicionalmente ha sido considerado un producto terminal del
metabolismo de las purinas, su funcidn como antioxidante, tanto intra como
extracelular, ha comenzado a reconocerse. Su mecanismo de accién
aparentemente es prevenir la oxidacion de la Vitamina C y formar complejos con

los metales Fe y Cu (Olguin et al., 2004; Cardenas y Pedraza, 2006).

Compuestos Polifendlicos

Estos compuestos que se encuentran en pequefias cantidades en frutas,
vegetales y granos, tienen actividad biologica entre la que destaca su actividad
antioxidante, antinflamatoria, como antiagregantes plaquetarios, antimicrobiana y
antitumoral. Los principales son acidos fendlicos (catequinas, cianidinas,
quercetinas, flavonoides, flavonas, isoflavonas, flavonoles, derivados de la
cumarina, derivados de fitoalexane, acido cinamico y antocianidinas. Pueden ser
lipo o hidrosolubles y se localizan tanto intra como extracelularmente. Los
antioxidantes no enzimaticos de naturaleza hidréfoba se ubican en membranas vy,
generalmente, bloquean la formaciéon de hidroperdxidos, o interrumpen la
propagacion de la lipoperoxidacién entre sus funciones estan actuar como
capturadores de radicales libres, agentes reductores, formacién de complejos con
metales prooxidantes o extinguidores de la formaciéon de O,". La mezcla de estos
compuestos puede actuar en forma sinérgica con las vitaminas funcionando como
protectores y regeneradores de los antioxidantes (Olguin et al., 2004). Otros
compuestos sugeridos con actividad antioxidante son la albumina, el acido lipoico,

el fibrindgeno, la bilirrubina y la glucosa.
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6. LA NEURODEGENERACION Y LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

El cerebro es susceptible a dafos causados por el estrés oxidante hay estudios
gque mencionan que es una caracteristica de enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad del Parkinson, la enfermedad

de Huntington y la esclerosis amiotrofica (Barnham et al., 2004).

En la enfermedad de Alzheimer y en Parkinson donde hay una muerte neuronal
por excitotoxicidad debido a que existe una pérdida de funcion del trasportador a
glutamato (GLT1) donde se ha observado que existe una oxidacion de lipidos
macado por el 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE) (Tamagno et al., 2003). Ademas hay un
incremento en la oxidacién de RNA y peroxidacion de lipidos, lo que genera una
aumento en la actividad de la enzimas antioxidantes como catalasa, superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa y glutatién reductasa (Sultana et al., 2006). En la
enfermedad de Huntington también hay un incremento en los marcadores de dafo
oxidante, como la nitracion de proteinas, peroxidacion de lipidos y oxidacion del
DNA. Entonces el aumento en el estrés oxidante es ocasionado por una disfuncién
mitocondrial presente en estas enfermedades induciendo la muerte celular por
apoptosis (Stack et al 2008).

Aunque el estrés oxidante no es la principal causa de estas enfermedades si tiene
un efecto secundario para el ampliar y propagar el dafio que lleva a una

degeneracion irreversible.
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Figura 4. Esquema que presenta la secuencia de eventos que ocurren durante el dafio
que lleva a la muerte neuronal. El aumento en los niveles de ROS producen que la
neurona presinaptica libere el neurotransmisor excitatorio Glu que es captado por el
receptor NMDA en la neurona postsinaptica, la entrada de Glu lleva a un aumento de los
niveles intracelulares de Ca*? que activa a fosfolipasas, proteasas, y endonucleasas, asi
como a la sintasa de 6xido nitrico (NOS). El aumento de los niveles de calcio y 6xido
nitrico en la mitocondria hace que disminuya la produccion de ATP y se forme el poro de
transicion mitocondrial (MTP), el déficit de ATP no permite el funcionamiento de las
bombas dependientes de ATP que se encuentran en la membrana citoplasmica, este
hecho provoca una entrada masiva de H,O y Na® y una salida de K* causando edema
celular y muerte por necrosis. El dafio mitocondrial y el dafio al DNA induce la activaciéon
de genes que llevan a la muerte por apoptosis. Los astrocitos normalmente captan
glutamato y lo regresan a la neurona en forma de glutamina (su precursor), pero cuando
hay estrés oxidante los astrocitos liberan glutamato y oxido nitrico, incrementando y
extendiendo el dafio a las neuronas vecinas (Modificado de Dorado Martinez et al., 2003).
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Il. JUSTIFICACION

Las enfermedades neurodegenerativas representan un problema de salud publica.
Cada afio estas enfermedades causan 7.2 millones de muertes a nivel mundial
(WHO, 2012). Estos padecimientos dafian gravemente las funciones motoras,
sensoriales y cognitivas del paciente, principalmente la memoria, el aprendizaje, el

lenguaje y adaptacion social.

Este tipo de padecimientos son multifactoriales, puede ser la predisposicion
genética o por factores ambientales (Maniji et al., 2000, Berman et al., 1996, Payne
et al., 2002). Uno de los factores que se ha asociado con la muerte neuronal en
estos padecimientos es el estrés oxidante. En este sentido se ha estudiado la
participacion de los mecanismos de defensas antioxidantes para contrarrestar el
dafno. Por ello diferentes grupos de investigacion han centrado su atencion en la
busqueda de métodos preventivos y tratamientos que permitan contender contra
los efectos producidos por el estrés oxidante en las enfermedades

neurodegenerativas.

De acuerdo con los antecedentes, se ha descrito en la literatura que la PRL ejerce
un papel neuroprotector ante dano por excitotoxicidad, sin embargo se desconoce
el efecto de la PRL sobre las defensas antioxidantes en neuronas hipocampales.
Por lo que el presente proyecto esta dirigido a evaluar el efecto que tiene la PRL
sobre los sistemas antioxidantes como una de las alternativas para disminuir o
contrarrestar el dafo causado por el efecto excitotdxico del glutamato. Con la
finalidad que el conocimiento adquirido nos pueda proporcionar informacion para

encontrar futuras aplicaciones terapéuticas.
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II. HIPOTESIS

La PRL ejerce un efecto protector contra el estrés oxidante mediante la activacién

de los sistemas antioxidantes en un modelo in vitro de excitotoxicidad

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la PRL sobre los sistemas antioxidantes enzimaticos en

cultivos primarios de neuronas hipocampales ante dafo excitotoxico

OBJETIVOS PARTICULARES
» |dentificar la expresién proteica de superoxido dismutasa
» Evaluar la actividad enzimatica de SOD
» Cuantificar la concentracién de productos de lipoperoxidacion.

« Evaluar la integridad la mitocondrial de las neuronas tratadas con PRL.
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V. METODOLOGIA

5.1 Cultivos neuronales
Material para el cultivo celular

e Se utilizaron cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratas Wistar.

e Solucion de Krebs y tripsina al 0.25%.

e Tripsina al 0.8%.

e DNAsa al 0.52%.

e Medio neurobasal suplementado con una mezcla al 50% de B27, 0.5 mM
de glutamina y 20 ug/ml de gentamicina, sin antioxidantes.

¢ Arabinocido de citosina (AraC) al 2 mg /10 ml

e Cajas Petri desechables, estériles de 30 mm previamente tratadas con poli-
L-lisina (5 pg/ml).

¢ Placas de 96 pozos de 200 pl estériles

e Campana de flujo laminar horizontal.

e Incubadora a 37°C, 5% CO,, en condiciones de humedad constante.

Técnica de cultivo celular

Se utilizaron cultivos primarios de neuronas del hipocampo obtenidas de
embriones de rata Winstar de 17-18 dias de gestacion de acuerdo a Brewer y col
(1993) con algunas modificaciones. Una vez realizadas la diseccidn del hipocampo
de 10-12 embriones, el tejido se disgregd con ayuda de una navaja para bisturi,
posteriormente el homogenado resultante se resuspendido y disgregd en una
solucién de Krebs y se incubo 5 minutos a 37°C. Posteriormente la tripsina se
inhibié con una solucién con inhibidor de tripsina al 0.8% y DNAsa al 0.52%. Las

células disgregadas se resuspendieron en un medio neurobasal. Las células se
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sembraron a una densidad de 2 x10° células en placas de cultivo celular. En

placas de 96 pozos se sembraron 50 x10* células para evaluar la viabilidad celular.
Tratamientos
Dia 1: Cultivo celular primario con medio neurobasal

Dia 4: una vez que las células fueron sembradas en las cajas se les adicioné
medio neurobasal adicionado con suplementado con B27 y Ara C para evitar la
proliferacion de las células gliales y asi garantizar que el cultivo es puro en

neuronas hipocampales.

Dia 8: Se retiran 500 yL de medio a cada caja de cultivo y se adicionan 600 pL de

medio fresco. A las neuronas tratadas con PRL se les administran 10 ng/ml
Dia 10: Se induce excitotoxicidad con Glu 100uM, durante 24 horas.
Dia 11: Las neuronas son cosechadas.

Por lo que se administraron tratamientos diferentes condiciones: vehiculo (Ctrl),
Prolactina (PRL) 10 ng / mL, Glutamato (Glu) 100 yM y con Prolactina mas
Glutamato (PRL / Glu).

DIA 1: Cultivo primario de DIA 8: Cambio de medio y aplicacién del DIA 11: Extraccién de las
células hipocampales tratamiento (PRL) muestras

7 ] Glu 7

(100uM)

e et

Dia 0: Rata gestante DIA 4: Aplicacién de Ara C DIA 10: Glu (100uM)

—
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5.2 Ensayo de Viabilidad Celular
Material para el ensayo

e Reactivo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazol (MTT) al 2.5 mg/mL,
disuelto en PBS/EDTA esteril.

e Medio neurobasal suplementado con una mezcla al 50% de B27, 0.5 mM
de glutamina y 20 ug/ml de gentamicina, sin antioxidantes Isopronol-HCI

e Placas de 96 pozos de 200 pl estériles

e Campana de flujo laminar horizontal.

Ensayo de MTT

Este ensayo consiste en la cuantificacion de la reduccién del bromuro de MTT por
las deshidrogenasas mitocondriales activas de las células vivas, estas catalizan el
corte de los anillos de tetrazolio de MTT, trasformando la sal de MTT a una sal
insoluble de formazan, cambiando la coloracion del compuesto de amarillo a azul

violeta.
Procedimiento de la técnica MTT

En placas de 96 pozos se sembraron 50 x10* células con medio nerobasal. El MTT
se incubo en cada condicién durante 1 hora a 37°C y al termino se observé la
formacion de cristales de color morado que se solubilizaron con isopropanol-HCI.
La absorbancia de la solucion se cuantifico en el espectrometro a una densidad
optica de 570 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de reduccidon de

MTT con respecto al control, el cual se normalizo al 100%.
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5.3 Extraccion y cuantificacion de proteina.

Material y Reactivos

e Solucion amortiguadora de lisis (Tris 25mM pH 7.5, SDS 1%, EDTA 1mM
pH 8) con inhibidores de fosfatasas (miniComplete, ROCHE) y PSMF
(Sigma-Aldrich CA USA).

¢ Kit Reagent protein assay BIO-RAD (no. de catalogo 500-0116)
250 mL de REAGENT A, solucion alcalina de tartrato de cobre.
2000 mL de REAGENT B, dilucion del reactivo de Forlin.
5 mL de REAGENT S.

e Placas de 96 pozos de 200 pL

e Espectrofotdmetro (Epoch, BioTek Winooski, VT, EE.UU).

Extraccion de proteina

Se realizo la preparacion de proteinas totales por métodos quimicos y mecanicos.
Las proteinas se extrajeron del cultivo celular al dia 11 después de los
tratamientos. Se incubaron en 30 pL de amortiguadora de lisis en una cama de
hielo y se realiz6 un raspado de las cajas petri, se recolectaron las muestras en
tubos eppendorf. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 15,000 X G
durante 10 minutos a 4°C. El botdn celular se descart6 y por otro lado se recuperd
el sobrenadante. Las muestras obtenidas se guardaron a -70°C hasta su posterior

utilizacion.

Cuantificacion de proteinas totales de neuronas hipocampales de rata.

Las proteinas obtenidas fueron cuantificadas por el método de Lowry descrito por
E. James Noble en el 2009. Para esto, se realizd6 curva con concentraciones
conocidas de una proteina albumina. (0,2.4,8,12 y 16 ug/uL ) y se leyé a una
longitud de onda de 750 nm. Las muestras fueron tratadas del mismo modo con lo
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cual se pudo determinar la concentracion de proteina total presente en las

muestras.

5.4 Analisis de expresion de proteinica por la técnica de Western Blot.

Material y reactivos

Soluciéon amortiguadora de carga: azul de Coomasie 5%, B — mercapto
etanol mM.

Solucién de poliacrilamida al 30% BIO-RAD cat# 161-0156.

Membranas de transferencia Hybond™ECL™ de Amershan Biosciences y
membranas Immobilon™ P de Millipore.

Soluciéon amortiguadora de corrida: 25 mM de Tris Base, 250 mM de glicina,
0.1% de SDS a pH 8.3.

Soluciéon amortiguadora de transferencia: 25 mM de Tris Base, 150 mM de
glicina.

Solucion TBS 1X: Tris-HCI 5M pH 7.5 y NaCl 1.5M).

Tween 20, BIO-RAD.

Anticuerpos primarios para detectar SOD-2 (FL-222), SOD-1 (FL-154), -
Actina (c-11). Anticuerpos secundarios anti-cabra y anti-raton Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA.

Solucion de quimioluminicencia BIO-RAD.

Camaras de electroforesis BIO-RAD, CA EUA.

Scanner LI-COR, the C-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner,
Nebraska USA.

Procedimiento de la tecnica de Western Blot

Las proteinas fueron procesadas de acuerdo con el método descrito por Mendoza-

Garces en 2013 una solucion amortiguadora de carga y se incubd durante 5

minutos a 80°C.
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Se cargaron 40 mg de proteina en geles de poliacrilamida al 12% en un equipo de

electroforesis por 90 minutos a 100 mV en una solucion amortiguadora de corrida.

La transferencia de proteinas se realiz6 en una camara humeda (300mA, 15 volts,
1h), sobre una membrana de transferencia y se bloquearon en una solucion TBS

1X, con leche libre de grasa 10% y Tween-20 durante una hora.

Posteriormente se agregaron los anticuerpos primarios SOD-2 (1:200), SOD-1
(1:100) y B-Actina (1:10000) y se incubaron por 24 horas a 4 °C. Se retird el
exceso del anticuerpo primario de las membranas con una solucion de TBS 1X
con 500uL de Tween-20, con recambio del amortiguador de TBS cada 15 minutos
durante una hora. A continuacion, las membranas se incubaron 1 hora con su
anticuerpo secundario correspondiente a temperatura ambiente y con agitacion
suave (14-16 rpm), el exceso de anticuerpo secundario se retird realizando
lavados con una solucion de TBS 1X con 500uL de Tween-20 durante hora y

media con recambios de la solucidon cada 10 minutos.

Finalmente se reveld en un scanner LI-COR con soluciéon de quimioluminiscencia.
Y se procedid a realizar la densitometria de las proteinas con el Image Studio
Digital Ver 4.0

5.5 Determinacién de la Actividad de SOD
Material y reactivos

e SOD de eritrocitos de bovino 20 U/L; Sigma Chemical St. Louis, USA.
¢ Kit SOD, 19160 SOD determination kit, Sigma-Aldrich, USA.
e Placas de 96 pozos para ELISA.

Procedimiento para medir la actividad de SOD

Se utilizé un kit para medir la actividad enzimatica de la superdxido dismutasa.

Este ensayo se realiz6 de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el
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fabricante. El fundamento de éste ensayo se basa en la técnica reportada por
McCord y Fridovich usando un generador de radicales superoxido a partir de la
reaccion de la xantina con xantina oxidasa, SOD-Kit de ensayo WST que es una
sal de tetrazolio soluble en agua, WST-1 (2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
sulfofenil)-2 tetrazolio, sal monosdédica) que produce un colorante formazan
soluble en agua después de la reduccion con un anion superoéxido. detectando la
inhibicion de la reaccién por medio de la formacién de formazan a partir del WTS.
Bajo estas condiciones, una unidad de actividad de SOD se considera como la
cantidad de enzima que inhibe 50% de la formacién de formazan, tomando en
cuenta una curva testigo con SOD pura. Dicha curva testigo fue realizada bajo las
mismas condiciones ya descritas, pero usando SOD de eritrocitos de bovino en

lugar de las muestras experimentales y expresando la actividad como mU/mg

La velocidad de la reduccion con O, son linealmente relacionada con la actividad
de la xantina oxidasa (XO), y es inhibida por SOD. Por lo tanto, la ICs (actividad
de inhibicién de 50% de SOD o SOD-en la muestra) se puede determinar por una
método colorimétrico. El espectro de absorcion de WST-1 formazan. Dado que la
absorbancia a 440 nm es proporcional a la cantidad de anién superdxido, la
actividad SOD como una actividad de inhibicion puede cuantificarse mediante la

medicion del desarrollo de coloracion a 440 nm.

5.6 Cuantificacién de los productos de liperoxidacion en cultivos primarios

de neuronas hipocampales de rata.
Material y reactivos

e Solucion amortiguadora de lisis: Tris 25mM pH 7.5, SDS 1%, EDTA 1mM
pH 8 con inhibidores de fosfatasas miniComplete, ROCHE y PSMF Sigma-
Aldrich CA EUA

e Solucion de butilhidroxitolueno (BHT) en metanol al 4%

e Solucion amortiguadora de fosfatos 1M pH 7.4
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e Solucion de KCl al 5%

e n-Butanol grado HPLC

e Tetraetoxipropano Sigma-Aldrich

e Acido tiobarbiturico 0.8 M Sigma-Aldrich

Ensayo de TBAR’s descrito por Pérez-Torres et al., 2008

Se determind el contenido de productos de lipoperoxidaciéon en los cultivos
primarios de neuronas hipocampales. Las neuronas se homogeneizaron en un
amortiguador de lisis, se midieron los indices de lipoperoxidacion, un marcador de
dano causado por los RL a los lipidos insaturados de la membrana celular, con el
método convencional de sustancia reactiva del acido tiobarbiturico o TBARs por
sus siglas en ingles de Thiobarbituric Acid Reactive Substances. El ensayo de
TBARs se fundamenta en la reaccion del malondialdehido (MDA) son dos
moléculas de acido tiobarbiturico en un medio acido y a temperatura aproximada

de 100°C, formando un complejo colorido.
Procedimiento de TBAR's

A 100 ug de proteina; se le agregaron 50 pl de metanol con BHT al 4% y 1 ml de
amortiguador de fosfatos a pH 7.4, se mezcl6é vigorosamente en vortex por 5 seg,
se incubo 30 minutos en bafo maria a 37°C. Al final de la incubacién, se
agregaron 1.5 ml de acido tiobarbiturico y se incubo 1 hora a bafo maria de
aproximadamente a 100°C, después de ese tiempo y para detener la reaccion, las
muestras se colocaron en hielo y se agregd 1 mL de KCI por muestra mas 5 mL de
n-butanol, se mezclo vigorosamente con vortex durante 30 seg y se centrifugo a
400 g a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de la centrifugacion se
extrajo la fase de organica y se midi6 la absorbancia de la fase acuosa a 532 nm.

La curva de calibracion se realizé utilizando tetraetoxipropano.
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VI. RESULTADOS
6.1 La PRL induce sobrevivencia neuronal ante excitotoxicidad

A los 11 dias de haber sido sembradas, la sobrevivencia celular se determiné por
medio de MTT y se monitoreo la sobrevivencia neuronal a los 60 minutos, por
medio de la reduccion del MTT. Se determind viabilidad neuronal después de los
diversos tratamientos, los resultados pueden observarse en la figura 5. Como se
puede observar la PRL no modificé la viabilidad neuronal, pero si ejercié un efecto
de neuroproteccion ante glutamato. En el grupo en donde tenemos PRL+Glu,
vemos que la PRL esta ejerciendo un cambio en la viabilidad respecto a los
tratamientos con Glu. Esto se ha descrito previamente en nuestro grupo por
Vergara et, al., 2016, donde la prolactina esta contrarrestando el dafio por

excitotoxicidad.

El caso de las células tratadas con Glu se observdé una disminucion de la
viabilidad, estos resultados que concuerdan con lo previamente reportado donde
el glutamato induce muerte neuronal por procesos apoptaticos. (Green y Kroemer,
et al., 2005). Las proteasas que participan en este tipo de muerte celular son las
caspasas, en nuestro grupo de trabajo se ha estudiado previamente la muerte
celular por apoptosis en un modelo de excitoxicidad in vitro con Glu por medio de

la determinacion de caspasa total y caspasa 3 activa. (datos no publicados)
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Figura 5. Ensayo de MTT

Figura 5. Ensayo de MTT, donde se analizé la DO de las muestras respecto al
Ctrl y se tomé a este grupo como 100% de la respuesta. Se correlacionaron
los tratamientos respecto al Ctrl. Las condiciones para los cultivos fueron
PRL: 10 ng/mL y Glu: 100 uM. Se analizaron los datos estadisticos por
ANOVA: **p<0.01 Ctrl vs Glu; PRL vs Glu; *p<0.05 PRL/Glu vs Glu. n=3. Los

resultados se expresan como el % de viabilidad celular.
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6.2 La PRL activa el sistema antioxidante SOD
SOD-1

Se realizaron Western blot para determinar la expresion de Cu/Zn-SOD o bien
SOD-1 en nuestros tratamientos, como una enzima que participa en el recaptura
de ERO a nivel citosolico. Para este estudio se puede observar en la figura 6 el
contenido de SOD-1 con una comparacion con su control de carga donde
posteriormente se hizo una correlacion con cada grupo para determinar por
densitogramas (cuantificacion por pixeles) la cantidad de esta enzima presente en

cada uno de los experimentos.

Se observa que hay una sobreexpresion de esta enzima cuando las células son
tratadas con PRL. Una de las posibilidades es que la PRL este favoreciendo la
activacion de este sistema. Ademas si comparamos las células Ctrl vs PRL se
observa que hay incremento en la expresion de SOD-1 después del analisis
estadistico se determina que el cambio es significativo con una ***p< 0.001 y en el
caso contrario cuando Ctrl vs Glu las células pierden la actividad de defenderse
ante el dafio excitotoxico o bien las células ya estan muertas lo cual concuerda

con nuestra curva de vialidad celular (ANOVA ***p< 0.01)

Ademas tambien hay diferencias significativas cuando tenemos PRL vs Glu se

observa un aumento 2 veces mayor el de PRL con respecto al Glu

Ahora si hacemos una comparacion con las células Ctrl y la PRL/Glu se puede
observar un aumento de aproximadamente el 50% con respecto al Ctrl lo que nos
lleva a decir que efectivamente la PRL esta favoreciendo la expresién de SOD-1

en este modelo.
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Figura 6. Determinacién de SOD 1
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Figura 6. Andlisis de Western blot para la expresion de SOD-1. Analisis por
densitometria determinando el contenido de SOD-1 en los tratamientos se
observan datos significativos respecto al Ctrl. ***p<0.001 con una ANOVA

con una prueba post-hoc Tukey n=5
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SOD-2

Los efectos de la MnSOD o bien SOD-2 en regiones especificas del cerebro tienen
implicaciones importantes en diversos trastornos neuroldgicos. (Marcus et al.
2006) Estudio la expresién de SOD-2 en la hipocampo de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer y pacientes sin Alzheimer y encontré6 una aumento
estadisticamente significativo en la expresién deSOD-2 en regiones CA1, CA2 /3
y C4 de el hipocampo lo que sugiere que las neuronas hipocampales en el intento
por contrarrestar el aumento de ERO asociado a la enfermedad observaron el

aumento en la expresién de SOD-2

Con base en lo antes mencionado se volvié a observar el papel de la PRL pero
ahora para la expresion de SOD-2 y se obtiene una tendencia similar a la de SOD-
1 donde efectivamente la PRL si esta favoreciendo la expresién de esta enzima
para cada tratamiento y la poco expresion se da cuando esta expuesta al dafio

excitotoxico.

Cuando compraramos PRL vs Ctrl podemos observar que esta aumenta por lo que
la sobreexpresion de SOD-2 esta siendo favorecida como lo fue en el caso
anterior con SOD-1 y los datos son estadisticas significativos (ANOVA ***P<0.001)
pero esta misma tendencia también estd con PRL vs Glu y como ya he

mencionado se debe al dafio por la excitotoxicidad.

Pero cuando comparamos PRL vs PRL/Glu no se ve reflejado un aumento tan
favorecedor, aunque si son estadisticamente significativos (ANOVA ***p<0.001),
En cuanto a los resultados de la expresion de SOD-2 para Ctrl vs PRL/Glu aunque

si observamos un aumento pero no hay diferencias significativas.
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Figura 7. Determinacion de SOD-2
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Figura 7. Andlisis de Western blot para la expresion de SOD-2. Analisis por
densitometria determinando el contenido de SOD-2 en los tratamientos se
observan datos significativos respecto a la PRL. ***p<0.001 con una ANOVA

con una prueba post-hoc Tukey n=5
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6.3Determinacion de la Actividad de SOD

La actividad de la SOD se calculé a partir de la absorbancia obtenida de la
cuantificacion espectrofotométrica, descrita previamente en la metodologia y la
concentracion obtenida a partir de la curva estandar. En la grafica se muestran los

valores de la actividad expresados en % de la actividad de SOD.
Se realizaron lecturas de 0, 10, 20 y 30 min para analizar en cual tiempo se
presentaba una actividad maxima respecto a la curva estandar.

El tiempo seleccionado fue a los 20 min obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 4. Curva estandar a los 20 minutos.

[SOD U/mL] Promedio Abs % INHIB.
A 50 0054 934
B 20 0.059 92.8
C 10 0.060 92.7
D 5 0.069 91.5
E 1 0.758 7.2
F 0.1 0.852 4.3

Posteriormente se realizé la curva estandar para observar la cinética de la
reaccion; cinética de orden cero, se tomaron los datos lineales como se observa
en la grafica 2 donde se obtuvo la ecuacion de la recta y con esto se procedié a

calcular los datos para las muestras o bien el % de Inhibicién.
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Figura 8. Curva estandar; Cinética de Orden Cero para 20 minutos
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En la figura 8 podemos observar la tendencia que tienen los datos donde los
grupos que tiene PRL se observa un pico en la actividad de SOD lo que corrobora
la sobreexpresion vista en los analisis de western blot. Para el caso de PRL/Glu
disminuye la actividad pero no decae se mantuvo en todos los grupos. Y en caso
de Glu la actividad cae y los datos prueban que estan por debajo del grupo Citrl

esto también como resultado de la excitotoxicidad causa por el Glu.

Una vez que se realizo el analisis de todos los datos, se calculé el promedio de las
actividades para poder analizar los datos con mayor profundidad.

Se conjuntaron los datos obtenidos y se realizé una prueba ANOVA seguida de
una prueba post-hoc, donde se pudo ver una diferencia significativa con ***P<0.01
La actividad de SOD se incrementé cuando las células fueron tratadas con PRL y

ademas es mayor la actividad basal de las células.

A tiempos cortos (0 y 10min) se observa esta misma tendencia aunque los
porcentajes de inhibicion son menores a el tiempo de 20 min y los 30 min esta
actividad es nula. Lo que sugiere que la PRL podria estar teniendo su efecto a

tiempos mucho mas prolongados
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Figura 9. % de la Actividad de SOD
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Figura 9. Niveles de la actividad de SOD para cada tratamiento, 24 horas
después de la administracion de Glu. Cuando las células son tratadas con
PRL se observa un aumento significativo en la actividad de SOD. **p<0.01
con ANOVA con una prueba post-hoc Tukey n=7 para PRL vs Glu y PRL/Glu

vs Glu.

6.4Ensayo de Lipoperoxidacién

Uno de los blancos de los ERO son las membranas celulares como se habia
mencionado con anterioridad estructuralmente tienen acidos grasos insaturados,
pero cuando tienen un dafio llevan a una distorsién de su espacio hidrofébico y a
una pérdida de su funcion biolégica. Por lo que ensayo de TBARS nos permite

analizar uno de los factores biolégicos de una causa probable de muerte neuronal.

Como podemos observar en el grafica 4 el efecto excitotoxico producido por el
Glu refleja un aumento en la peroxidacion de lipidos. Se realizé un analisis de
ANOVA con P<0.001.
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En una comparacién de PRL/Glu vs Glu, podemos observar que la PRL esta
contrarrestando el dafio aproximadamente en un 25%, manejando valores muy
similares a los controles o las que fueron tratadas con la PRL.

Los grupos de Ctrl, PRL y PRL/Glu tienen tendencias muy similares entre ellas y

no se encontraron datos significativos.

Figura 10. Ensayo de Lipoperoxidacion
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Figura 10. Andlisis de TBARS para evaluar el efecto causado por el efecto
excitotéxico por Glu observando un posible dafio a nivel de membrana
celular ANOVA con una prueba post-hoc Tukey ***p<0.001 Ctrl vs Glu;
PRL/Glu vs Glu, PRL vs Glu; n=5
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VIIl. DISCUSION

La neuroproteccion es un proceso biolégico complejo en el que intervienen

multiples factores y a diferentes niveles celulares.

Uno de los primeros estudios que se ha realizado sobre el impacto que tienen las
hormonas sobre la neuroproteccion, fue descrita por Briton en 1996 donde se
utilizé la Terapia de remplazo hormonal (TRH) en pacientes con Alzheimer,
observo que la TRH beneficia a el sistema nervioso central, una de las causas era
observar el efecto de los estrogenos sobre, la proteccion contra las lesiones
neurolégicas y ademas concluyd que habia menor riesgo a padecer enfermedades
como el Alzheimer y la mejora la funcidn cognitiva (Brinton et al., 1999 y
Henderson, 2007).

Posteriormente en modelos in vitro se demostré que los estrogenos aumentan la
supervivencia neuronal cuando son sometidos a estrés oxidante, excitotoxicidad y
dafos B-amiloide (Behl y Holsboer et al., 1999). Aunque no todos los mecanismos
se han descrito, estudios recientes han demostrado que la tirosina cinasa /
proteinas cinasas activadas por mitogenos o MAPK tiene una cascada de
transduccion de senales que puede estar implicada en la neuroprotecciéon mediada

por estrogenos. (Brinton y colaboradores et al., 2000)

Los estrégenos activan rapidamente la tirosina cinasa y la actividad de MAPK
(Zhao, 2013) y el efecto neuroprotector de estos contrarresto la toxicidad ejercida
por glutamato ya que fue bloqueada por inhibidores de la tirosina cinasa y MAPK.
La via MAPK se cree que desempefian un papel importante en las acciones de las
neurotrofinas, y su activacién podria dar lugar a una mayor expresion de genes

antiapoptéticos. (Fang et al., 2013)

El gen antiapoptético, Bcl-2, estd implicado en la supervivencia neuronal mediada
por el factor de crecimiento neuronal (NGF), en las neuronas sensoriales
dependientes e inhibe la muerte en respuesta a la toxicidad del glutamato.

Ademas, la expresion de Bcl-2 se incrementa en respuesta a tratamiento con
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estrégenos de las células neuronales (Zhao et al., 2013; Fang et al., 2013; Ye et
al., 2012).

Por lo que las hormonas ovaricas pueden proteger contra algunos tipos de dafio
neuronal, neurodegeneracion, y por lo tanto del deterioro cognitivo. En especial los
estrégenos, como ha sido demostrado en diferentes reportes que demuestran que
el estradiol parece proteger especificamente neuronas corticales y del hipocampo
de la lesidon isquémica y de dafos causados por las convulsiones severas
(Hoffaman et al., 2006)

En nuestro laboratorio se ha estudiado el papel neuroprotector de la PRL en
modelos in vivo de excitotoxicidad por KA. En trabajos previos se describié que la
administracién cronica de PRL previa a una lesion por KA evita la pérdida neuronal
en las areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo (Tejadilla, 2010) Con lo anterior se
propuso utilizar un modelo in vitro de cultivo primario de neuronas hipocampales
de rata, el estudiar neuronas hipocampales es porque se ha descrito que es uno
de los primeros blancos en enfermedades neurodegenerativas ya que en la
literatura el hipocampo es una estructura involucrada en diversas funciones como
el aprendizaje, la memoria (espacial y no espacial), el reconocimiento y en la
respuesta al estrés (Machon et al., 2007; Broadbent et al., 2004) entre otras por

ello el estudio sobre este modelo.

Sin embargo, los mecanismos moleculares por los que la PRL induce su efecto
neuroprotector no se han dilucidado totalmente. En el presente trabajo se
describio el efecto de la PRL sobre el contenido y actividad enzimatica de las
isoformas de la superdxido dismutasa (SOD-1, SOD-2), ademas se cuantificé el
contenido de productos de lipoperoxidacion (40OH-nonenal y malonaldehido), en

un modelo de cultivo primario de neuronas hipocampales de rata.
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La PRL previene de muerte neuronal ante estrés excitotoxico

De acuerdo con la figura 5, la viabilidad celular cuantificada por MTT indica un
aumento del 10% la densidad optica de las neuronas tratadas con PRL/Glu en
comparacion con las neuronas unicamente tratadas con Glu. De hecho estos
datos concuerdan con lo publicado por Vergara-Castafneda, et al., 2016. En cuanto
a las neuronas tratadas unicamente con PRL no hubo cambios estadisticamente
significativos con respecto al control. En la literatura se ha descrito que el efecto
del Glu desencadena una excitabilidad celular por la sobreactivacion de los
receptores NMDA debido a la presente liberacion de glutamato, sin embargo la
muerte neuronal requiere de un mecanismo intracelular mediado por Ca?* a través

de estos receptores. (Corona y Tapia, 2007)

Por lo que aumento de los niveles de calcio en la mitocondria hace que disminuya
la produccién de ATP y se forme el poro de transicion mitocondrial (MTP) este
hecho provoca la entrada masiva de agua (H20) y sodio (Na*) y la salida de
potasio (K) causando edema celular y muerte por necrosis (Dorado Martinez et
al., 2003). Esto genera un estado de estrés oxidante, lo que conyeva al dafio y la
muerte neuronal por lo que un factor importante en las enfermedades
neurodegenerativas pero aun no esta claro si contribuye iniciando el proceso o es

una consecuencia del mismo. (McCord JM, 2000)

Entonces el aumento del estrés oxidante es ocasionado por una disfuncién
mitocondrial induciendo la muerte celular por apoptosis (Stack et al., 2008) lo que
pone en riesgo la produccion de energia, que es importante para la sinapsis y para
mantener el funcionamiento normal de receptores de glutamato (Estrada-Sanchez

et al., 2010) y asi evitar el dafio excitotoxico.
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La actividad y contenido de las isoformas de la superdoxido dismutasa

aumentan en neuronas hipacampales tratadas con PRL

La oxidacion causa alteraciones en la estructura de algunas proteinas y la
formacion de agregados proteinicos, estas proteinas anormales inducen dafo

oxidante y estan presentes en las enfermedades neurodegenerativas

Por lo que una mayor actividad de sistemas antioxidantes pueden favorecer a
disminuir el dafo causado por ERO. El sistema antioxidante evaluado fue SOD-1y

SOD-2 donde se observo como la PRL favorece la expresion de ambas isoformas.

La cuantificacion por WB del contenido proteico de SOD-1 (Figura 6) y SOD-2
(Figura 7), nos muestra un aumento estadisticamente significativo en neuronas
tratadas con PRL en comparacion con las neuronas control y las neuronas
tratadas con Glu. Tal como lo descrito en la literatura se esperaba que el Glu

disminuyera el contenido de dichas enzimas. (Cong et al., 2015)

En cuanto a la actividad de la SOD existe una asociacion entre el aumento del
contenido proteico y el aumento en la actividad de dicha enzima, en la literatura se
describe que la PRL induce aumento en enzimas de los sistemas antioxidantes
cuando se produce un dano por el glutamato ademas de que la actividad también

se ve aumentada (Olatuniji et al., 2015)

Detectamos la expresion basal de SOD y observamos que PRL indujo un
incremento tanto en su actividad como en su expresidon. Ya que se observo una
sobreproduccion de SOD en los tratamientos con la PRL podemos sugerir que
estan favoreciendo la cascada para la activacion de SOD lo cual genera una
proteccion al sistema si lo comparamos con lo que sucede con el Glu en donde

esta enzima tuvo su menor expresioén asi como una baja actividad.
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La prolactina previene del dafio a membranas lipidicas en neuronas
hipocampales expuestas ante estrés excitotéxico.

Tal como se indica en la introduccidon, el estrés excitotoxico tiene como
caracteristica la generacion de EROs por desacoplamiento mitocondrial y como
consecuencia las membranas lipidicas se ven seriamente dafadas formando

productos de lipoperoxidacion.

La formacion de lipidos modificados por oxidacién puede causar disfuncion celular

y en células posmitéticas como las neuronas, la muerte.

La peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados en las membranas celulares,
inicia un deterioro acumulativo de las funciones membranales y provoca
disminucién en la fluidez, reduccién en el potencial electroquimico y el aumento de

la permeabilidad de la membrana. (Harman, 1994 y Zaccai, 2000)

Cuando evaluamos la lipoperoxidacion se observo que el dafo inducido por el
glutamato aumento en un 30% en comparacién con los grupos Ctrl, PRL y
PRL/GLU. En los grupos tratados con PRL hubo una disminucién o se
mantuvieron como el Ctrl en la formacion de lipidos oxidados siendo asi que la
PRL esta contrarrestando el dafio a la membrana, mostrando niveles bajos de

lipoperoxidacién en comparacion con el Glu.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente trabajo nos demuestran que
la administracion de PRL ejerce un efecto neuroprotector en las neuronas
hipocampales de rata expuestas ante estrés excitotdéxico posiblemente con la
contribucion de un aumento de la actividad y contenido proteico de las isoformas
de la SOD. Reduciendo asi el estrés oxidante (ERO) y con ello disminuyendo el

dafno a membranas lipidicas.
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VIIl. CONCLUSION

Parte del mecanismo por el cual la PRL induce neuroproteccion ante dano
excitotoxico causado por el Glu puede estar mediado por el incremento en el
contenido proteico y la actividad de SOD, lo que esta generando sobreexpresion

de este sistema antioxidante y esto favorece la disminucién de EROs.

En caso contrario el Glu induce una disminucién de la actividad de estos sistemas
lo cual correlacioné con una disminucion en el numero celular y se observd que
induce una mayor concentracion de productos derivados de lipoperoxicacion lo
que probablemente causa muerte neuronal. De manera opuesta la PRL disminuye
la lipoperoxidacion causada por dafio excitotoxico por lo que puede en forma

alternativa contribuir a contrarrestar el dafio producido por el incremento en ERO.
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IX. PERSPECTIVAS
» Evaluar el efecto de la PRL sobre la capacidad antioxidante total.

+ Evaluar el efecto de PRL sobre otros sistemas antioxidantes enzimaticos:

GSH y peroxirredoxina.

» Cuantificar la generacién de ROS en neuronas tratadas con PRL y PRL/Glu

(2,4-diclorofluoresceina).

» Caracterizar la estructura y funcionamiento mitocondrial (Mitotracker Red
FM).
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Xl. Abreviaturas

4HNE
ADP
AlF
AMPA
ARN
ATP
BDNF
CAT
CoA
CTE
DNA
ELA
ERO
FADH,
FPM
GCL
GH
GLU
GLU1
GPx
GTS
H202
IGF-1
LDL
L-OOH
MTT
NAD*
NADH

4-hidroxi-2-nonenal.

Adenosin difosfato.

Factor inhibidor de la apoptosis.
Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4 isoxazolpropiénico.
Acido ribonucleico.

Adenosin trisfosfato.

Factor neurotréfico derivado del cerebro.

Catalasa.

Coenzima A.

Cadena transportadora de electrones.

Acido desoxirribonucleico.

Esclerosis amiotrofica lateral.

Especies reactivas de oxigeno.

Flavin adenin dinucleotido.

Fuerza protdn motriz.

Glutamato-cisteina ligasa.

Hormona del crecimiento.

Glutamato.

Transportador de glutamato.

Glutation peréxidosa.

Glutation S-trasferasas.

Peréxido de hidrégeno.

Factor de crecimiento tipo insulinic.o

Lipoproteina de baja densidad.

Lipoperoxido.

Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazol.
Nicotinamida adenin dinucleotido oxidado.

Dinucleotido de nicotinamida-adenina fosfato.
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NADPH Nicotinamida adeninadinucleotido fosfato reducido.

NGF Factor de crecimiento nervioso.

NMDA N-metil-D-aspartato.

0,7, Anion superoxido.

OH Radical hidroxilo.

PRL Prolactina.

RL Radicales libres.

SNC Sistema nervioso central.

SOD Superoxido dismutasa.

Trx Tioredoxina-redutasas

WST 2-(4-yodofenil)-3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-sulfofenil) - 2 Tetrazolio,

sal monosaddico.

X0 Xantina oxidasa.
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