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RESUMEN

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica sintetizada y secretada por los
lactotropos en la adenohipdfisis, la cual, se ha descrito posee diversas funciones
bioldgicas en la osmoregulacion, el crecimiento, el desarrollo, la inmunoregulacion y
el metabolismo. El sistema nervioso central (SNC) es blanco de las acciones de la
PRL, promoviendo la neurogénesis, modulando la respuesta al estrés y como factor
neuroprotector. Debido a la alta actividad metabdlica y consumo de oxigeno, las
células del SNC son altamente susceptibles a sufrir dafio oxidativo. El objetivo del
presente trabajo es investigar el efecto de la PRL sobre los astrocitos corticales al
ser sometidos a un estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno (H202). Para ésto se
obtuvieron cultivos primarios de astrocitos corticales de ratas neonatas, que fueron
caracterizados mediante inmunocitoquimica para GFAP, se determind la expresion
del receptor de prolactina (RPRL) mediante PCR y se evalud el efecto protector de
la PRL sobre los astrocitos sometidos a un estrés oxidante mediante el ensayo de
MTT. Los resultados obtenidos indican que el RPRL se expresa en los cultivos de
astrocitos corticales, y la PRL protege a los astrocitos del dafio oxidativo, generado
por especies reactivas de oxigeno (ROS). En conclusién, este trabajo muestra que
los astrocitos son blanco de las acciones directas de la PRL a través de su receptor
y sugiere que ésta puede jugar un papel muy importante en la proteccion del SNC de
enfermedades neurodegenerativas donde el incremento en el estrés oxidativo esta
directamente relacionado con el dafio al tejido cerebral.



1. Antecedentes

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica que es sintetizada y secretada por
células especializadas localizadas en la hipofisis anterior, llamadas lactétropos. Esta
hormona fue descubierta a partir de su accion sobre la produccion de leche en
mamiferos. La PRL ademas de participar en mdultiples funciones durante la
reproduccion, también tiene un papel importante en la homeostasis del organismo
(Freeman y col., 2000). La PRL tiene multiples acciones, se han descrito diversas
funciones biolégicas en la osmoregulacién, el crecimiento, el desarrollo, la
inmunoregulacién y el metabolismo (Bole-Feysot y col., 1998). Ademas, se sabe que
la sintesis y secrecion de la PRL no ocurre Unicamente en la hipdfisis anterior sino
también en algunos otros 6rganos y tejidos (Freeman y col., 2000). El paso inicial en
la accion de la PRL, como en otras hormonas, es la union especifica a su receptor
de membrana; el receptor de la PRL (RPRL) forma parte de la amplia clase de
receptores conocida como la superfamilia de receptores de citocinas de clase 1
(Bole-Feysot y col., 1998).

Diversos estudios indican que el sistema nervioso central es blanco de las acciones
de la PRL. A nivel de 6rgano, la PRL actla sobre el cerebro regulando su propia
secrecion; estimulando la conducta maternal y reduciendo la ansiedad; promoviendo
el apetito; induciendo neurogénesis y promoviendo la gliosis reactiva. Ademas en la
retina, una prolongacion del sistema nervioso central, la PRL actia como un factor
trofico para las neuronas y la glia que es capaz de limitar la muerte por apoptosis, la
gliosis y modular cambios en la expresion de neurotrofinas en modelos de
degeneracion retiniana. Ademas de que la PRL regula de manera enddgena la
responsividad fotoeléctrica de la retina. En su conjunto estas evidencias muestran
gue la PRL es una molécula importante en la regulacién de la fisiologia del sistema
nervioso central, por lo tanto, este proyecto abordara la hipotesis de que en
condiciones de estrés oxidativo la PRL inhibe la muerte de los astrocitos de la
corteza, es decir, las células gliales del cerebro. A continuacion se describen
antecedentes generales sobre la estructura y funcion de la PRL y su receptor, los

astrocitos y el estrés oxidativo en el cerebro.
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1.1.Estructura y funcion de la prolactina

Con base en su genética, estructura y, propiedades funcionales y de union, la PRL
pertenece a la misma familia que la hormona del crecimiento (GH) y el lactdgeno
placentario (PL) ya que comparten un gen ancestral. En el genoma humano, el gen
gue codifica para la PRL se encuentra localizado en el cromosoma 6, tiene una
longitud de 10 kb y esta compuesto de 5 exones y 4 intrones. La transcripcion del
gen de PRL esta regulada por dos regiones promotoras independientes. La region
proximal, de 5 000 pb dirige la expresion pituitaria especifica, mientras que la regién
promotora corriente arriba es la responsable de la expresidn extrapituitaria (Freeman
y col., 2000).

Tres décadas después de su identificacion, se determindé la secuencia de
aminoacidos de PRL de oveja y se demostr6 que es una proteina que tiene un peso
molecular de 23 kDa (Bole-Feysot y col., 1998). La homologia de la secuencia puede
variar desde un 97% entre primates y hasta un 65% entre primates y roedores; en
cerdos, humanos, vacas y ovejas, la PRL es una cadena de 199 aminoacidos,
mientras que ratas y ratones, la PRL pituitaria consiste de 197 aminoacidos (Bole-
Feysot y col., 1998).

La cadena peptidica de la PRL contiene seis cisteinas formando tres enlaces
disulfuro intramoleculares (Cys4-11,58-174, y 191-199 en la PRL humana) (Figura
1). Diversos estudios han demostrado que la estructura secundaria de la PRL se
encuentra conformada en un 50% de la cadena de aminoacidos por alfa hélices
mientras que el resto se encuentra formando asas. En cuanto a la estructura terciaria
de la PRL, se realiz6 una prediccion por modelado de proteinas por homologia,
basandose en las similitudes entre dicha hormona y otras proteinas, especialmente
con la GH (Freeman y col., 2000) y se encontré que la estructura terciaria de la PRL
estd compuesta por cuatro alfa hélices antiparalelas estabilizadas por tres puentes

disulfuro (Figura 2) (Ben-Jonathan y col., 2008).
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Figura 1. Estructura primaria de la PRL Figura 2. Estructura terciaria de la PRL
(Ben-Jonathan y col., 2008) (Bole-Feysot y col., 1998).

Como se mencioné anteriormente, la PRL puede ser secretada por las células
llamadas lactétropos, las cuales estan presentes en la hipofisis anterior y conforman
del 20 al 50% de la poblacién celular, sin embargo, la PRL no sélo es sintetizada por
la hipdfisis sino también por el cerebro, la placenta, el liquido amniético, el Utero y las
glandulas mamarias. La secrecion de PRL es inducida por una gran variedad de
estimulos, el mas importante para la elevacion del nivel de PRL en la sangre es el
amamantar, seguido del estrés (Freeman y col.,, 2000). La PRL juega un papel
importante en la regulacion de su propio receptor, induciendo el aumento o la
disminucién de los niveles del mismo de acuerdo a la concentracion y duracion de

PRL liberada, asi como de la duracién de dicha liberacion (Boutin y col., 1988).

1.2.EL receptor de PRL

El receptor de prolactina (RPRL) pertenece a la familia de los receptores de citocinas
tipo I, los cuales son proteinas transmembrana de paso Unico que carecen de
actividad de tirosina cinasa intrinseca que pueden ser fosforilados por proteinas
citoplasmaticas.

El gen que codifica para el RPRL se encuentra localizado en el cromosoma 5 y
contiene por lo menos 10 exones. La regulacion transcripcional del gen del RPRL se

logra mediante tres distintas regiones promotoras especificas para diferentes tejidos.
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El promotor | es especifico para las gonadas, el promotor Il lo es para el higado y el
promotor Il es genérico, es decir, se encuentra en ambos tejidos, gonadales y no
gonadales. Existen numerosas isoformas del RPRL dependiendo del tejido en donde
se encuentren. Estas isoformas son el resultado de la transcripcion a partir de sitios
de iniciacion alternativos de los diferentes promotores del RPRL, asi como de
transcripciones alternativas de corte y empalme de exones codificantes y no
codificantes. Las isoformas varian en el largo y la composicion de su dominio
citoplasmatico, sin embargo, su dominio extracelular es idéntico. Las tres mayores
isoformas descritas en ratas son la corta (291 aminoacidos), la intermedia (393
aminoacidos) y la larga (591 aminoacidos) (Freeman y col., 2000). La isoforma larga
del RPRL es considerada la principal isoforma a través de la cual la PRL transmite
su sefal. Tiene una masa molecular de 90kDa.

El RPRL est4 compuesto por un dominio extracelular, un dominio transmembranal

corto y un dominio intracelular variable (Ben-Jonathan y col., 2008).

1.2.1. Dominio extracelular

Consiste en 210 aminoacidos y muestra secuencias similares con otros receptores
de citocinas (domino homologo del receptor de citocina, CRH). Se puede dividir en
dos subdominios, D1 subdominio amino terminal y D2 dominio membrana proximal.
Ambos dominios muestran analogias con la molécula de fibronectina tipo I, la cual
dirige las interacciones ligando-receptor. Dos caracteristicas altamente conservadas
gue se encuentran en el dominio extracelular del receptor de citocina son: dos pares
de enlaces disulfuro de cisteinas en subdominio D1 (Cys 12-22 Cys 51-62, en el
RPRL humano), y un pentapéptido denominado “WS motif” en el subdominio D2

(Freeman y col., 2000).

1.2.2. Dominio transmembranal

Asi como todos los receptores de citocinas, el RPRL es una cadena transmembranal

de paso unico. El dominio transmembranal estd compuesto por 24 aminoacidos. Se
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desconoce la forma en que esta region se involucra con la actividad funcional del

receptor (Freeman y col., 2000; y Bole-Feysot y col., 1998).

1.2.3. Dominio intracelular

El dominio citopldsmico de los receptores de citocinas presenta una similitud
secuencial mas restringida que el dominio extracelular. Este dominio es clave para
la iniciacion de los mecanismos de transduccion de sefiales asociadas al RPRL.
Existen dos regiones conservadas denominadas box 1 y box 2. Box1 es una region
membrana proximal conformada por 8 aminoacidos y altamente enriquecida de
prolinas y residuos hidréfobos, box 2 es menos conservado que box 1 y consiste en
una sucesion de residuos hidrofobos, cargados negativa y positivamente. Mientras
box1l se conserva en todas las membranas de las isoformas del RPRL, box2 se
encuentra ausente en las isoformas cortas (Freeman y col., 2000; y Bole-Feysot y
col., 1998).

1.2.4. Vias de sefalizacion

La activacion del RPRL involucra la union del ligando al receptor para promover una
dimerizacion secuencial. Cada molécula contiene dos sitios de unién (el sitio 1
involucra las hélices 1 y 4, mientras que el sitio 2 engloba las hélices 1 y 3).
Inicialmente, el sitio 1 de unién de la PRL interactia con una molécula de RPRL,
formando un complejo hormona-receptor, el cual es un pre-requisito para la
interaccién del sitio 2 de union en la misma molécula de PRL con una segunda del
RPRL (Freeman y col., 2000).

1.2.4.1. Activacion de Jak?2

La activacion del RPRL mediante la unién de un ligando origina la fosforilacion de
numerosas proteinas intracelulares, incluyendo al mismo receptor. La region

membrana-proximal del dominio intracelular esta constantemente asociada con una
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cinasa de tirosinas, denominada cinasa Janus 2 (Jak2). La fosforilacién de Jak2
ocurre dentro del primer minuto después de la unién de la PRL al RPRL.

La activacion de Jak2 se produce mediante la transfosforilacion sobre la dimerizacion
del receptor, lo cual trae dos moléculas de Jak2 cerca una de la otra. Las cinasas
Jak2 se transfosforilan mutuamente y se ven envueltas en la fosforilacion de residuos
de tirosina del mismo RPRL. Aunque la fosforilacion de Jak2 ocurre en todas las
isoformas activas del RPRL, la fosforilacion de tirosina del mismo receptor no ocurre
sobre la activacion de la isoforma corta, a pesar de la presencia de cuatro residuos

de tirosina en el dominio intracelular (Figura 3) (Freeman y col., 2000).

Dimerizacién inducida por ligando Fosforilacién de Jak y RPRL

Fosforilacion
Paso 1 Paso 3

Jak2 Box Boxt Jak2
Qo 0 Q
YLy
Dominio
IC Y Y YLy YLy
Y \ vy Qv v

Figura 3. Via de activacion Jak2 (Freeman y col., 2000).

1.2.4.2. Activacion de la via Jak/Stat

La via Jak/Stat (Figura 4) es la via de activacién del RPRL mejor caracterizada (Ben-
Jonathan y col., 2008). En un modelo simple, la via Jak/Stat tiene tres componentes:
el receptor, Jak cinasa y el factor Stat (Watson y Burdon, 1996). Mientras que Jak es

una cinasa de tirosinas del receptor, la familia de los Stats son factores de
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transcripcion citoplasméticos compuestos por una estructura modular de cinco
dominios. Jak2 es rapidamente activado después de la dimerizacion del receptor y
fosforila residuos de tirosina en el RPRL. Las proteinas Stat, unidas por dominios
SH2 a los residuos de fosfotirosina en el RPRL, son también blanco de Jak2 que
fosforila a Stat 5a y Stat 5b. Después de la fosforilacion, las proteinas Stat se
desacoplan del RPRL, se homo o heterodimerizan y se traslocan al nucleo, donde
promueven la trascripcion de los genes blanco. Por ejemplo, la activacion de las
células hematopoyéticas por la IL-3 parece conducir a la activacion de mdultiples
proteinas Stat, incluyendo Stat-1, Stat-3, Stat-5 y Stat-6 (Rane y Reddy, 2000).

La terminacion de la sefializacion es un componente importante de la accion de la
PRL. La via Jak/Stat utiliza varios pasos para la terminacion de la sefial, incluyendo
la ihibicibn por los supresores de la sefalizacion de citocina (SOCS), la
desfosforilacién, y la ubiquitinacion. Las proteinas SOCS se unen al receptor 0 a Jak2
y atenuan la sefializaciébn por competencia con las Stats por los sitios de unién del
receptor y también interactian con las proteinas de degradacion. La PRL activa
rapidamente a SOCS-1, SOCS-3 y CIS (dominio SH2 conformado por proteinas
inducibles por citocinas) en neuronas hipotalamicas, adipocitos y células mamarias.
Existe evidencia de que la PRL induce la internalizacion de su receptor,
especialmente en la isoforma corta (Ben-Jonathan y col., 2008).



Isoforma larga del RPRL  Isoforma corta del RPRL Isoforma larga del RPRL
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Figura 4. Via de activacion Jak/Stat (Freeman y col., 2000).

1.2.4.3. Otras vias de sefalizacion

La via de Ras/Raf/MAPK también es mediadora de las acciones de la PRL a través
de su receptor. Aunque Jak2/Stat es la via de activacion del RPRL mas importante,
numerosos estudios indican que también se presenta la activacion de la cascada de
las MAPKs (proteinas cinasas activadas por mitégenos). Los residuos de
fosfotirosina del RPRL pueden servir como sitios de unién para las proteinas
adaptadoras (Shc/Grb2/SOS) que conectan al receptor con la cascada de
Ras/Raf/MAPK (Freeman y col., 2000). La activacion de esta cascada resulta en la
translocacion de MAPK y la consecuente fosforilacién y activacion de diversos
factores de transcripcion incluyendo Myc, Jun y Fos. Las cinasas ERK1/2 y la cinasa
c-jun son activadas por la PRL (Freeman y col., 2000). La sefalizacion de esta via
contribuye con la progresion del ciclo celular; en las células Nb2 la PRL estimula la
fosforilacion de ERK1/2 en cuestion de minutos promoviendo su proliferacién. La

especificidad de esta via se encuentra limitada puesto que cualquier receptor de
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membrana puede activar la cascada (Clevenger y Kline, 2001). Esta via no
desempefia un papel importante en la sintesis de proteinas de la leche (Ben-
Jonathan y col., 2008).

Por otra parte, la PRL también activa la via de PI3K/Akt. PI3K es una molécula
dimérica, la cual consta de una unidad catalitica de 110kDa y una unidad reguladora
de 85kDa. La union de la subunidad p85 de la PI3K con el RPRL forman un complejo
gue es activado por la estimulacion de la PRL. La interaccion entre PI3K y el RPRL
contribuye a la motilidad celular inducida por PRL (Clevenger y Kline 2001), por
medio de la modulacion del citoesqueleto y la interaccion con cinasas de adhesién
(Ben-Jonathan y col., 2008). La via PI3K involucra la activacion de Akt. En estudios
previos se ha demostrado que la activacién de Akt promueve la supervivencia celular,
lo cual depende de su actividad cinasa. La PRL tiene un efecto antiapoptético
mediado por Akt en la decidua de rata a través de la inhibicion de la actividad de
caspasa 3, y también previene la apoptosis en células epiteliales mamarias de una

manera dependiente de Akt.

1.3.Los astrocitos

Los astrocitos son células gliales especializadas muy abundantes en el sistema
nervioso central (SNC) pues se ha estimado que ocupan un 50% del volumen del
cerebro humano. Los astrocitos proveen soporte estructural, trofico y metabdlico a
las neuronas, y ademas modulan la actividad sinaptica. Se sabe que los astrocitos
promueven la homeostasis del tejido neural mediante diversas acciones como son:
la captacion y la liberacion de glutamato en las sinapsis, la eliminacion de radicales
libres, el transporte de agua, la produccion de citocinas y 6xido nitrico (Chen y
Swanson, 2003), ademas, de que regulan el pH extracelular y los niveles de K* (Dong
y Benveniste, 2001). Los astrocitos, también intervienen en la formacion y
mantenimiento de las barrera hematoencefalica (BHE) (Chen y Swanson, 2003).
Los astrocitos se han dividido en dos subtipos, protoplasmaticos (Figura 5; Sun y
col., 2010) o fibrosos (Figura 6; Sun y col., 2010), de acuerdo con su morfologia

celular y su localizacion anatdmica. Los astrocitos protoplasmaticos se encuentran
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en la materia gris, y en cuanto a su morfologia, tienen una distribucion redonda con
unas prolongaciones que dan lugar a otras finas ramificaciones llamadas “procesos
pediculares”, mientras que los astrocitos fibrosos se encuentran a lo largo de la
materia blanca y tienen una estructura fibrosa (Sofroniew y Vinters, 2009), sin
embargo sus prolongaciones son mas largas y cilindricas, son los clasicos astrocitos
en “forma de estrella” (Molofsky y col.,, 2012). Estudios neuroanatémicos han
demostrado que ambos subtipos de astrocitos tienen contacto con los vasos
sanguineos. Analisis de microscopia electronica han revelado que los procesos
pediculares de los astrocitos protoplasmicos se involucran en la sinapsis y los
procesos de los astrocitos fibrosos se encuentran en contacto con los nédulos de
Ranvier, ademas, ambos tipos de astrocitos forman uniones tipo gap entre los
astrocitos cercanos.

Los astrocitos participan en la sinapsis, se unen a los vasos sanguineos y
realizan uniones tipo gap. En la sinapsis, los astrocitos liberan sustratos energéticos
(lactato), precursores de transmisores (glutamina), transmisores (glutamato), purinas
(ATP), factores de crecimiento (TNFa) y neuroesteroides ademas, captan K*, H20,
transmisores (glutamato, GABA y glicina). En cuanto a la regulacién del flujo
sanguineo, diversos estudios han demostrado que los astrocitos producen y liberan
diversos mediadores moleculares como las prostaglandinas, el 6xido nitrico y el acido
araquidodnico, los cuales pueden aumentar o disminuir el didmetro de los vasos
sanguineos de manera coordinada. Por medio de las uniones que tiene con los vasos
sanguineos y la sinapsis, los astrocitos valoran el flujo sanguineo en relacién con los
niveles de actividad sinptica. Las ramificaciones de los astrocitos son ricas en el
canal de agua de la aquaporina 4 y en transportadores para la absorcion de K*.
Tienen diversos medios de transportar protones incluyendo el intercambio de Na*/H",
transportadores de bicarbonato, transportadores de acidos monocarboxilicos, y la
bomba ATPasa de tipo vacuolar, de esta manera es como se lleva a cabo la
regulacion del pH y extracelular y de los niveles ionicos, para mediar la homeostasis
(Figura 7) (Sofroniew y Vinters, 2009).
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Figura 5. Astrocitos protoplasmicos Figura 6. Astrocitos

(Suny col., 2010) (Suny col., 2010)
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Figura 7. Funciones de los astrocitos en un SNC sano (Sofroniew y Vinters, 2009).

Los astrocitos, a diferencia de las neuronas, no son excitados por potenciales
eléctricos, sino por la regulacién de la concentracion de calcio intracelular, la cual
tiene gran importancia funcional en la comunicacion intercelular astrocito-astrocito y
astrocito-neurona.

Finalmente, los astrocitos son sometidos a un proceso de proliferacion, cambios
morfologicos, y aumento de la expresion de la proteina gliofibrilar acida (GFAP),
denominado astrogliosis que es un distintivo comun de las enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, la astrogliosis puede ser benéfico desde el punto

de vista de la produccion de factores de crecimiento y neurotrofinas que aumentan
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el soporte neuronal o perjudicial desde el punto de vista de la formacion de cicatrices
gliales (Dong y Benveniste, 2001).

1.4.El estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre la produccién y captacion de radicales
libres (Butterfield, 2011). Debido al alto consumo de oxigeno y el enriquecimiento de
acidos grasos poliinsaturados en sus membranas, las células del SNC son altamente
susceptibles a sufrir dafio oxidativo. El estrés oxidativo inducido por una produccion
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) ha sido implicado en el proceso
patolégico asociado a lesiones cerebrales y otras enfermedades
neurodegenerativas. El exceso de peroxido de hidrégeno (H202) puede dafar las
células a través de la oxidacion directa de lipidos, proteinas y ADN o puede actuar
como una molécula de sefializacion que desencadena vias intracelulares que
conducen a la muerte de la célula.

Los astrocitos dan proteccion a si mismos y a las células neuronales contra el estrés
oxidativo y el dafio cerebral. El nivel de glutamato extracelular aumenta produciendo
apoptosis, los astrocitos toman este exceso para reducir su nivel y, de esta manera
protegen a las neuronas para su supervivencia. Ademas, para protegerse y proteger
a las neuronas contra el estrés oxidativo en el cerebro, los astrocitos producen y
liberan glutation (GSH) y metalotioneina, y mejoran la descarga de ATP para regular
positivamente la expresion de tiorredoxina reductasa a través del receptor de ATP
(Itoy col., 2015). La recuperacioén a largo plazo de las neuronas después de un dafio
cerebral se lleva a cabo por medio de extension de las neuritas a través de plasticidad
sinaptica o regeneracién neuronal, lo cual es influenciado por los astrocitos por medio
de moléculas de expresion superficiales y liberacion de factores troficos (Chen y
Swanson, 2003). Las neuronas son mas susceptibles que los astrocitos al dafio por
oxidacion, sin embargo, los astrocitos también pueden verse alterados en sus
funciones debido al estrés oxidativo generando la muerte celular debido a una
peroxidacion lipidica ya que ésta se encuentra asociada con modificaciones en las

proteinas de membrana que conducen a una homeostasis alterada de los niveles
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intracelulares de Ca?*y de las cinasas dependientes de Ca?*, lo que conlleva a una
disfuncién mitocondrial y la activacion de vias apoptoticas (Zhuy col., 2005). En el
presente estudio investigamos el efecto de la PRL frente a la muerte celular generada

en los astrocitos sometidos a un estrés oxidativo originado por H202.
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2. Hipotesis
La PRL inhibe la muerte celular de los astrocitos inducida por un estrés oxidativo.
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3. Objetivos

3.1.General

Evaluar la accion protectora de la PRL contra la muerte celular de los astrocitos
inducida por un estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno (H202).

3.2. Especificos

Implementar y caracterizar un cultivo primario de astrocitos de corteza de rata

neonata.
Determinar la expresion de PRL y del RPRL en los astrocitos

Analizar el efecto de la PRL en la supervivencia de los astrocitos sometidos a un

estrés oxidativo.
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4. Metodologia
4.1. Animales.

Para cada aislamiento se utilizaron tres ratas neonatas (P0-P1) albinas de la cepa
Wistar que se obtuvieron del bioterio el dia del aislamiento y se manejaron de
acuerdo al reglamento de la Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia
de EUA (ARVO). El comité de bioética del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autdbnoma de México (UNAM) aprobo6 todos los protocolos
experimentales utilizados. Los animales se anestesiaron por hipotermia
colocandolos por 15-20 minutos cubiertos con papel absorbente plastificado adentro

de una bandeja con hielo.

4.2. Cultivo primario de astrocitos corticales:

El cultivo primario de astrocitos se obtuvo bajo rigurosas condiciones de esterilidad,
para ello se colocé el microscopio estereoscopico, el instrumental de diseccion y
material para el cultivo dentro de la campana de flujo laminar y se encendi6 luz UV
durante 30 minutos. En la mesa de trabajo del laboratorio, se durmi6 a las ratas, una
vez anestesiadas las ratas se rociaron con alcohol al 70% y se sacrificaron por
decapitacion. Se colocaron las cabezas en una placa de Petri y se transportaron al
cuarto de cultivo para continuar con el resto del procedimiento en la campana de flujo
laminar. Por la parte dorsal se retir6 la piel y huesos del craneo, se desprendio el
cerebro introduciendo una pinza fina por debajo de los bulbos olfatorios y de los
nervios oOpticos. Los cerebros se colocaron en una solucion amortiguadora
constituida por Solucion salina balanceada de Hank libre de calcio y magnesio
(HBSS, #14175095, Invitrogen, EUA) suplementado con HEPES (#3375, Sigma-
Aldrich, EUA) a una concentracion final de 1mM y Penicilina-Estreptomicina (#15148,
GIBCO, Invitrogen, EUA) al 1%, mantenida previamente en frio.

Se retiraron las meninges y la materia blanca de cada cerebro con cuidado, y las
cortezas se depositaron en otra placa de Petri con solucion de diseccion en frio.

Posteriormente, las cortezas se retiraron de la disolucion de diseccion y se colocaron
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en la tapa de una placa Petri y se disgregaron finamente con un bisturi. Se transfirio
el tejido a un tubo conico de 50 mL y se agregaron 3 mL de tripsina-EDTA
0.05%/0.02% (#R001100 Gibco, Invitrogen, EUA), se agit6 manualmente y se
incubaron a 37°C en el bafio de agua caliente durante 5 minutos. Se retir6 el tubo del
bafio y en la campana se disgrego el tejido con la micropipeta de 1000uL un par de
veces y se colocd nuevamente en bafio caliente por 5 minutos mas. Nuevamente se
disgrego el tejido con la micropipeta para obtener una suspension celular homogénea
y luego se adicionaron 10 mL de medio de cultivo de astrocitos compuesto por DMEM
alta glucosa (11965-092, Invitrogen, EUA) suplementado con suero fetal bovino (Bio-
S1650, Biowest, México) al 10% y penicilina-estreptomicina al 1%, para detener la
accion de la enzima. Se centrifugd por 5 minutos a 3000 rpm, se aspird el
sobrenadante y se agregaron 10 mL del medio de cultivo de astrocitos por cada
cerebro aislado. Se resuspendio el pellet y se colocaron 10 ml de la suspension
celular en cada una de las botellas de cultivo de 75cm2, previamente recubiertas e
incubadas con una solucion de poli-D-lisina (#P6407-5MG, Sigma-Aldrich, EUA) a
una concentracion de 1 ug/mL. Las botellas del cultivo se incubaron a 37°C y el

medio de cultivo se cambio tres o cuatro dias después.

4.3. Inmunocitoquimica

Los astrocitos fueron sembrados a una densidad de 50000 células/cm? en
cubreobjetos (18mm) previamente recubiertos con una solucion de poli-D-lisina
(#P6407-5MG, Sigma-Aldrich, EUA) a una concentracion de 10 pg/mL, colocados en
los pozos de una placa para cultivo celular de 12 pozos y se incubaron a 37°C durante
5 dias. Transcurrido ese tiempo los cubreobjetos se lavaron con PBS y las células
fueron fijadas con 1 mL de paraformaldehido al 4% durante 15 minutos.
Posteriormente se retir0 el paraformaldehido y se hicieron tres lavados con PBS;
luego las células fueron permeabilizadas con una solucién de Triton-100X (X198-07,
J.T. Baker, México) al 0.1% en PBS durante 10 minutos y se lavaron una vez con
PBS. Los cubreobjetos se transfirieron a una camara humeda y se bloquearon con

una solucion de suero de cabra normal al 10% (NGS) durante una hora a temperatura
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ambiente. Posteriormente se incubaron con un anticuerpo primario policlonal dirigido
contra la proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP) diluido 1:1000 en una solucion de
albumina al 0.1% y se incubaron a 4°C durante toda la noche: el control negativo solo
fue incubado con la solucion de albumina sin anticuerpo primario. Al dia siguiente,
el anticuerpo primario fue aspirado y se realizaron tres lavados con PBS de 5
minutos; luego se agregd un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Alexa 555
(1:1000, Abcam, ab150078), y se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora,
posteriormente se hicieron cuatro lavados con PBS por 5 minutos. Finalmente cada
cubreobjeto se montd en un portaobjetos utilizando una gota de medio de montaje
Vectashield conteniendo DAPI y se sellaron con barniz. Las laminillas fueron

examinadas con un microscopio confocal Zeiss LSM 780 (Zeiss, Alemania)

4.4 RT-PCR

El aislamiento de ARN se realizé con un Mini Kit (QIAGEN, cat. 74104) de acuerdo a
las instrucciones. A cada pozo de una placa de cultivo de 6 pozos se le aspird
completamente el medio y se adicionaron 350uL de Buffer RTL, se rasparon las
células con una espatula y se recolectaron en el buffer en un microtubo y se
congelaron. EIl dia del aislamiento de ARN, se descongelaron los tubos con las
muestras, se vortexearon para promover el rompimiento de las células y a cada
muestra se le adiciond un volumen igual de etanol al 70% y se mezcl6 pipeteando.
Posteriormente se transfirié la mezcla a una mini columna para separar el ARN, se
centrifugd y se eliminé el sobrenadante, luego se realizaron una serie de lavados del
ARN atrapado en el filtro de la columna y finalmente se adicionaron 40uL de agua
libre de ARNsas y se centrifugd para recuperar el ARN.

Para la sintesis de ADN se utilizaron 3 pg de ARN y se incubaron con la enzima
Reverse Transcriptase (RT) y oligonucleotidos. Adicionalmente, se prepardé una
reaccion blanco (negativo) sin enzima y un negativo sin sustrato. La reaccién se llevo
a cabo en el termociclador (Eppendorf #22331, Hamburg, Alemania) con el siguiente
programa: 1 ciclo a 25°C durante 10 minutos, 1 ciclo a 37°C durante 2 horas, 1 ciclo
a 85°C durante 5 minutos.
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A cada muestra se le adicionaron 8 yL de una mezcla de reaccion, compuesta de 2
ML de agua libre de ARNsas, 1 yL de primers (#115723, GIBCO, USA) y 5 pyL de la
enzima Taq (#M0O486S, Biolabs, New England), ademas, se adicioné 1 yL de ADN
a cada muestra para obtener un volumen final de 9 uL por muestra. Las muestras se
analizaron en un gel de agarosa (#50070, SEAKEM, USA) al 1.2% con bromuro de
etidio. en 100 mL de buffer TAE 1X. Finalmente, la reaccion se llevo a cabo en el
termociclador (Eppendorf #22331, Hamburg) con el siguiente programa: 1 ciclo a
95°C durante 1 minuto, 1 ciclo a 95°C durante 15 segundos, 1 ciclo a 60.4°C durante
15 segundos, 1 ciclo a 72°C durante 10 segundos, 1 ciclo a 72°C durante 5 segundos,
1 ciclo a 4°C al «. Una vez concluida la reaccion, se corri6 el gel colocando el

marcador de peso molecular, las muestras y un control positivo.

4.5. Tratamientos con prolactina ovina (0PRL) y peroxido de hidrégeno (H202)

Los astrocitos fueron sembrados en placas de 96 pozos a una densidad de 15000
células/cm? y se incubaron durante 40 horas a 37°C. Posteriormente las células
fueron tratadas o no con PRL ovina (L-6520, Sigma-Aldrich, EUA) a dosis de 1 nM,
10 nM y 100nM e incubadas a 37°C durante 24 horas; después se procedi6 a realizar
los tratamientos con peroxido de hidrogeno (H202). Las diluciones de H20:2 se
prepararon a partir de un stock 9.8 M justo antes de ser adicionado a las células. En
todos los casos 12 ul de la dilucion de H202 en DMEM fueron adicionados a cada
pozo correspondiente para obtener una concentracion final de 100 uM, 200 uM, 400
uM, y 800 uM y se incubaron a 37°C durante 3 horas, para posteriormente realizar el

ensayo de MTT.

4.6.Ensayo MTT
La viabilidad metabdlica de los astrocitos después de los tratamientos con H202 se
evalué mediante el ensayo de MTT. A cada pozo se le adicionaron 10 pyL de una
solucion de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a una
concentracion de 5 mg/mL (M5655, Sigma, EUA) en PBS. Posteriormente la placa
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se incubg a 37°C durante 3 horas protegida de la luz y al término se aspir6 el medio
y se agrego6 a cada pozo 100 pL del disolvente constituido por una solucién de SDS
al 10% y 0.01 N de HCI, se dejo en agitacion lenta toda la noche y al dias siguiente
se midié la densidad Optica con un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 540

nm.

4.7.Analisis estadistico

Los datos se presentan como promedio * error estandar de la media. La significancia
estadistica se determind por el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba
de Turkey. El andlisis estadistico se llevd a cabo usando el programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Los valores de p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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5. Resultados y discusion
5.1. Establecimiento de cultivo primario de astrocitos

En este trabajo se logro aislar y estandarizar un cultivo primario de astrocitos
corticales. Los astrocitos han sido aislados de diversas especies de roedores, en
este caso se utilizaron ratas neonatas (P0-P1) albinas de la cepa Wistar (Figura 8).
Se extrajo el cerebro completo, se removieron los bulbos olfatorios, el cerebelo y la
materia blanca para dejar Unicamente las cortezas cerebrales a las que les fueron
retiradas las meninges para evitar la contaminacién del cultivo con fibroblastos
procedentes de este tejido (Figura 9 A-D). Las cortezas fueron sometidas a una
digestiébn enzimatica con tripsina, la cual es una enzima proteolitica del pancreas,
que degrada proteinas de la matriz extracelular dividiendo los enlaces peptidicos
internos de las cadenas polipeptidicas (Fox, 2011). El homogenado fue sembrado en
botellas para cultivo celular recubiertas con poli-D-lisina, para favorecer la adhesion
de los astrocitos ya que la poli-D-lisina es un compuesto policationico que mejora la
adherencia celular y la absorcion de proteinas a través de la interaccién entre las
superficies polianidnicas de las células (Mazia y col., 1975). Se realiz6 un
seguimiento diario del cultivo para observar la eficiencia en la adhesion y la
proliferacion de los astrocitos. A los 5 dias después del aislamiento de los astrocitos,
se pueden observar algunos astrocitos ya adheridos, sin embargo es hasta 10 dias
después del aislamiento que se observa un incremento significativo en la
proliferaciéon y el nimero de astrocitos en el cultivo; posteriormente, a los 15 dias se
observa una confluencia celular de alrededor del 70% (Figura 10 A-D).

Los astrocitos han sido reconocidos por ser células versatiles que participan en
procesos bioldgicos esenciales para el desarrollo y funcionamiento normal del
cerebro, asi como para la reparacion del sistema nervioso central. Los cultivos
primarios de células gliales aislados de la corteza cerebral de roedores son utilizados
ampliamente para el estudio de las funciones de los astrocitos y los factores que los
regulan en el cerebro en un ambiente controlado. Los cultivos primarios de astrocitos
son faciles de preparar, son reproducibles y se pueden obtener de cualquier region

del SNC, ademas, a diferencia de las neuronas, los astrocitos son capaces de
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reingresar al ciclo celular (Manfredi y Kawamata, 2011), es por esto que se establecio

un cultivo primario de astrocitos corticales.

Figura 8. Ratas Wistar neonatas (PO).

Figura 9. Pasos de la diseccion de la corteza de un cerebro de rata neonata.
(A) Cerebro completo. (B) Cerebro sin bulbos olfatorios ni cerebelo. (C)
Cortezas cerebrales con meninges. (D) Cortezas cerebrales sin meninges.

Magnificacion 5X.
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Figura 10. Microfotografias en campo claro del cultivo de astrocitos a diferentes
tiempos. (A) Inmediatamente después de haber sido sembradas las células y (B) 5,
(C) 10y (D) 15 dias después de haber sido sembrados los astrocitos. Magnificacion
10X.

5.2. Caracterizacion del cultivo primario de astrocitos

La pureza del cultivo primario de astrocitos fue evaluada mediante
inmunocitoquimica utilizando como marcador celular anticuerpos especificos para la
proteina glial fibrilar &cida (GFAP) (MAB360, Millipore, EUA). En la Figura 11 se
puede observar un control negativo carente del anticuerpo primario contra GFAP, lo
cual permite demostrar que la sefial detectada es especifica del GFAP proveniente
de las células en cuestion. Por otro lado, se puede observar que el cultivo es de alta
pureza para astrocitos dado que todas las células evidenciadas por la tincion de sus

nacleos con DAPI muestran una sefal positiva para la presencia de GFAP en el
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citoesqueleto de los astrocitos. Esta técnica se basa en la gran especificidad y alta
afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer moléculas y unirse a ellas; en este
caso la proteina GFAP se encuentra en el citoesqueleto de las células gliales y
constituye los filamentos intermedios en los astrocitos protoplasmicos y fibrilares del
sistema nervioso central (Eng y col., 2000). Ademas, se utiliz6 DAPI, un marcador
fluorescente del nucleo celular, el cual se une en el surco menor de la doble cadena
de ADN con una preferencia por los grupos de adenina-timina (Chazotte, 2011). Es
importante tener cultivos puros de un linaje celular para asegurar que los resultados
de los diversos estudios, ya sean de division celular, actividad celular, evaluacion de
la respuesta celular hacia sustancias activas, entre otros, provienen de las células en

cuestion y no de contaminaciones con otras células.

A

Figura 11. Inmunocitoquimica para GFAP. (A) Control negativo sin anticuerpo
primario. (B-C) Tincién positiva para GFAP. Magnificacion 25X

5.3. Andlisis de la expresion de GFAP y del receptor de prolactina

El analisis mediante RT-PCR de la expresion de GFAP en los cultivos primarios de
astrocitos demostré la expresion de dicha proteina en el cultivo primario corroborando
el resultado de la inmunocitoquimica (Cuadro 1). Ademas se encontré6 que los
astrocitos expresan la isoforma larga del RPRL y se puede observar la cantidad de
gen expresada por los valores de Ct en el Cuadro 2. Lo cual sugiere que la PRL
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mediante la activacion de la isoforma larga de su receptor puede estar transmitiendo
sus sefiales en los astrocitos en cultivo.

Para realizar los calculos del analisis de RT-PCR cuantitativa se utiliza un gen de
carga, en este caso Hprt, debido a que se expresa en niveles relativamente altos y
de manera constitutiva en todas las células, generando controles de referencia
ideales para el calculo de la expresion relativa del gen en estudio (Huggett y col.,
2005). Para el célculo de la expresion relativa del gen del RPRL en cuestion se utilizé

la siguiente ecuacion:

Expresién relativa = 2(CtHpre=Ctmuestra)

En una reaccion de una eficiencia del 100%, un ciclo corresponde a 2 y Ct es el punto
de inflexion, es decir, es el punto en el cual se empieza la sintesis del gen estudiado
(Dheda y col., 2004). La expresion de la isoforma larga del RPRL es practicamente

tan abundante como la del gen de referencia como lo mostraron sus niveles de Ct.

Cuadro 1. Expresion relativa de GFAP.

Muestra Ct Hprt Ct GFAP Expresion relativa
de GFAP (UA)
Astrocitos corticales 21.22 15.73 44.32
Astrocitos corticales 22.86 16.37 90.20
Astrocitos corticales 23.32 17.96 40.93

Cuadro 1. Expresion relativa de RPRL.

Muestra Ct Hprt Ct RPRL largo  Expresion relativa

de RPRL largo (UA)
Astrocitos corticales 21.22 26.13 0.03
Astrocitos corticales 22.86 23.7 0.56
Astrocitos corticales 23.32 23.87 0.68
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La isoforma larga del RPRL activa vias de sefializacion involucradas en sus acciones

protectoras y de supervivencia

Los resultados muestran que la expresion de la isoforma larga del RPRL en los
astrocitos es menos en comparacion con la expresién de una proteina constitutiva
como la GFAP. Sin embargo, la presencia del mensajero del RPRL sugiere que estas
células estan expresando esta proteina y que puede ser a través de la cual la PRL
esté ejerciendo su efecto protector en los astrocitos. En este sentido, estudios previos
han demostrado que la isoforma larga del RPRL activa vias de sefializacion
involucradas en sus acciones protectoras y de supervivencia (Ben-Jonathan y col.,
2008). Asimismo, se sabe que la PRL, a través de la activacion de la isoforma larga
de su receptor, protege a las neuronas hipocampales, en cultuvos primarios, contra
el dafio inducido por excitotoxicidad (Vergara-Castafieda y col, 2016), de igual
manera, se ha demostrado que la prolactina es una molécula protectora de la
supervivencia y funcion retiniana a través de la activacion de su receptor (Arnold y
col, 2014). Por lo tanto, es posible que en los astrocitos corticales la PRL este
protegiendolos del estrés oxidativo mediante la activacion de su receptor.

5.4. Tratamientos con peroxido de hidrégeno (H202) y ensayo de viabilidad

celular.

Primero se realizd una curva de dosis respuesta con H202, para determinar la dosis
letal (LD50), es decir, la concentracion de H20:2 a la cual disminuye el 50% de las
células viables (Figura 12). La viabilidad celular se midié mediante el ensayo de MTT
y se determiné que la LD50 del H20:2 es de 400 uM, y a concentracion de 800 uyM se
mueren mas del 90% de los astrocitos. El ensayo de MTT se utiliza para determinar
el efecto citotoxico de un agente, en este caso el peréxido de hidrégeno (H202). Este
ensayo se basa en la reduccion metabolica del bromuro del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
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deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazén), lo cual permite
determinar la viabilidad metabdlica de las células de tal manera que la cantidad de

células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.
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Figura 12. Medicioén de la viabilidad celular de los astrocitos en respuesta al
tratamiento con dosis crecientes de H202. *p<0.05, **p<0.001 vs. 0 yM H202

Yiabilidad celular
(Normalizado al control U.A.)

Posteriormente, con el fin de evaluar el efecto protector de la PRL, los astrocitos
fueron tratados con dosis crecientes de PRL entre 1 y 100nM durante 24 horas, al
cabo de las cuales se sometieron al dafio oxidativo con H20x2.

Los cristales de formazan poseen un intenso color morado y se acumulan dentro de
células metabdlicamente activas una vez que éstas han sido incubadas con el MTT,
estos cristales pueden ser observados facilmente por microscopia de campo claro.
El efecto citotdxico del tratamiento con H202 se observa claramente en la disminucion
de la cantidad de células con cristales de formazan y corroboramos que a una dosis
de 800 pM de H202 no se observan células viables, denotado por la completa
ausencia de cristales de formazan (Figura 13, D). De manera cualitativa se determiné
gue el tratamiento con PRL a dosis de 10nM y 100nM tiene un efecto citoprotector
en respuesta al dafio inducido con una dosis de 400 uM de H202, ya que se observa

un mayor namero de células adheridas y con cristales de formazan en su interior en
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comparacion con las células que no recibieron los tratamientos con PRL (Figura 13,
C, G, K).

H,0;

Control 200 uM 400 uM 800 uM

Figura 13. Efecto protector de la PRL sobre los astrocitos sometidos a distintas
concentraciones de H202. Microfotografias de campo claro de astrocitos control (A-
D) y tratados con una dosis de PRL 10 nM (E-H) o de PRL 100 nM (I-L) y sometidos
a dosis crecientes de H202. Magnificacion 10X.

Después, los cristales de formazan fueron disueltos y se realiz6 una medicién de la
densidad 6ptica con un espectrometo, en donde se obtuvieron valores cuantitativos.
Los resultados muestran que la PRL a una concentracion de 1, 10, 50 y 100 nM
previene de manera significativa la disminucién de la viabilidad de los astrocitos ante
el dafio oxidativo inducido con una dosis de 400 uM de H20:2 (Figura 14). A una dosis
de 200 uM de H202 no se indujo un dafio significativo a los astrocitos por lo que no
hubo diferencias en presencia del tratamiento con PRL. Estos resultados muestran
por primera vez los efectos protectores de la PRL en los astrocitos corticales ante un
dafio oxidativo. Sibien se conocia el efecto de la PRL en la supervivencia de distintos

tipos celulares tales como células inmunes (Kochendoerfer y col., 2003; Leff y col.,
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1996), células epiteliales de préstata (Ahonen y col., 2002), células de la decidua
(Tessier y col., 2001), células B-pancreaticas (Fujinaka y col., 2007), células de la
granulosa (Perks y col., 2003), entre otras; no se conocian sus efectos antioxidantes
sobre las células gliales. Nuestros resultados sugieren que el efecto protector de la
PRL en los astrocitos corticales puede estar mediado por el RPRL expresado en
estas células; sin embargo se desconoce la via de sefializacion a través de la cual la

PRL inhibiria la muerte de los astrocitos inducida por el estrés oxidativo.

B 0nMPRL

13 - s B 1nMPRL
" Py — 10 nM PRL
el 3 50nMPRL
10 1 £}{ f{.l[ = _:E{—_:E 3 100 nM PRL

0.8 o

0.4 A
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Viabilidad celular
(normalizado al control, UA)
=
@

0 200 400

Concentracion de H;0; (uM)

Figura 14. Efecto protector de la PRL sobre los astrocitos sometidos a un dafio
oxidativo con H202 y medido mediante el ensayo de MTT. **p<0.01, ***p<0.001 vs.
0 nM PRL
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6. Conclusiones

En este trabajo se obtuvo y caracterizé un cultivo primario de astrocitos corticales y
se mostré que es un buen modelo in vitro para el estudio de los efectos de la PRL
sobre este tipo celular, ya que el cultivo de astrocitos es lo suficientemente puro y se
encontro que expresan la isoforma larga del receptor de la PRL.

Los hallazgos obtenidos demuestran el efecto protector de la PRL sobre los
astrocitos sometidos a un estrés oxidativo. Este trabajo mostro que desde dosis bajas
de 1y 10 nM la PRL media la protecciéon y aumento de la viabilidad celular de los
astrocitos. Esto es relevante porque los astrocitos han demostrado ser criticos para
la funcion normal del SNC y su degeneracion podria contribuir a las alteraciones
relacionadas con enfermedades pro-oxidantes como la diabetes y el Alzheimer. Los
resultados sugieren que la PRL ejerce su efecto protector a través de la activacion
de la isoforma larga de su receptor, la cual es responsable de la proliferacién y
supervivencia celular inducida por la PRL. Los resultados que obtuvimos en este
trabajo permiten concluir que la PRL protege a los astrocitos corticales ante un dafio

oxidativo.
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