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RESUMEN

El envejecimiento es uno de los factores de riesgo mas importantes para
desarrollar enfermedades neurodegenerativas, y aungue no se conoce
totalmente la etiologia de éstas, se ha propuesto que una de las causas
primarias es el estrés oxidante. Los astrocitos juegan un papel importante en
la fisiologia del cerebro, respondiendo a estimulos dafiinos y activando la
astrogliosis, que tiene un papel dual, ya que se asocia a eventos de proteccion
y supervivencia o bien incrementa el dafio neurodegenerativo. Como la edad
tiene un papel preponderante en los procesos degenerativos, uno de los
objetivos iniciales de este trabajo fue determinar si la administraciéon de
concentraciones equimolares de dos neurotoxinas: 1-metil-4-fenilpiridino
(MPP+) o el péptido beta-amiloide inducian efectos diferenciales en cultivos
primarios de astrocitos obtenidos de ratas neonatas o adultas, con un énfasis
particular sobre el estrés oxidante como fuente potencial del dafio.

El factor de transcripcion Nrf2 es un regulador central en la respuesta
antioxidante y es por ello que se emplean inductores farmacolégicos para
activarlo e inducir de esta manera proteccion celular. A la fecha alin se
desconoce si los animales viejos son capaces de activar esta respuesta. El
objetivo principal del trabajo fue determinar si astrocitos corticales provenientes
de ratas seniles respondian al pre-tratamiento con el inductor tBHQ para
estimular la via Nrf2-ARE e inducir una respuesta antioxidante que lograra
minimizar el dafo frente al toxico MPP+. Nuestros resultados indican que
aunque los astrocitos provenientes de animales adultos y seniles fueron mas
susceptibles al dafio por MPP+ que los de neonatos, cuando se pre-trataron
con tBHQ lograron activar a Nrf2, aumentar las enzimas antioxidantes y
desarrollar proteccion. Sin embargo, esto fue Unicamente en un cierto rango de
concentraciones, por lo que los resultados se discuten en términos de las dosis

empleadas para obtener el efecto protector.



SUMMARY

Aging is the main risk factor for numerous neurodegenerative disorders, and
even though their accurate etiology is largely unknown, oxidative stress has
been proposed as one of the primary causes that links the aging process with
the establishment of most neuropathies. Astrocytes play an active role in brain
physiology responding to harmful stimuli by activating astrogliosis, which in turn
has been associated either with survival or degenerative events. As age plays a
critical role in degenerative processes, one of the aims of this work was to
determine whether the administration of equimolar concentrations of two
neurotoxins: 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) or beta-amyloid peptide (-
amyloid) can induce differential effects on primary astrocytes obtained from
newborn or adult rats, with particular emphasis in oxidative stress as a potential
source of damage.

Nrf2 is a central regulator of the antioxidant response, and therefore,
pharmacological inducers are often used to activate it in order to induce cellular
protection. To date, it still remains unknown if cells from aged animals are
capable of developing this response. Therefore, the main purpose of this work
was to determine if cortical astrocytes derived from old rats are able to respond
to tBHQ pre-treatment and stimulate the Nrf2-ARE pathway to induce an
antioxidant strategy against MPP+ toxicity. Our results show that, although
astrocytes from adult and old rats were more susceptible to MPP+ toxicity than
astrocytes from newborn rats, when pretreated with tBHQ, they were able to
activate Nrf2, increasing antioxidant enzymes and developing cellular
protection. These results are discussed in terms of the doses used in order to

create protective responses.
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1. INTRODUCCION.

El envejecimiento es un proceso natural e irreversible que se caracteriza por la
acumulacion de dafios y la pérdida en la capacidad reparativa de las células y
los tejidos a lo largo de la vida de un individuo. El envejecimiento es un
fendmeno multifactorial, por lo que resulta importante tratar de entender como
se desarrolla para asi aplicar las medidas necesarias para disminuir el riesgo
de adquirir enfermedades asociadas a la edad y para atenuar los dafios
acumulados durante el transcurso de la vida de un individuo.

Existen diferentes teorias que tratan de explicar el proceso de envejecimiento;
sin embargo, una de las mas aceptadas es la teoria de los Radicales Libres,
postulada por Harman en 1956, la que sugiere que los dafios irreversibles y la
disminucion en las funciones biologicas de los seres vivos son causadas
principalmente por el incremento y la acumulacién del dafio oxidante en las
biomoléculas como el ADN, las proteinas y los lipidos (Harman, 1956).

El envejecimiento se ha relacionado con diferentes patologias; especialmente
se ha considerado que las personas de edad avanzada son mas susceptibles a
desarrollar enfermedades neurolégicas. Se ha propuesto que el estrés oxidante
es la principal causa de estas neuropatias, no solo por el hecho de que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) alteran estructural y funcionalmente a las
biomoléculas, sino que ademds, se ha considerado que los dafios ejercidos por
las ROS son potencialmente inductores de la muerte celular, ya sea por
necrosis o por apoptosis (Friedlander, 2003). También se sabe que el sistema
nervioso central (SNC) es altamente susceptible al dafio por las ROS debido a
gue: i) presenta altas concentraciones de lipidos y estos son mas vulnerables a
la oxidacion (Adibhatla y Hatcher, 2010); ii) tiene un elevado metabolismo
aérobico que presenta debido al consumo de glucosa, de donde se genera un
incremento en la actividad mitocondrial, la cual se ha considerado la principal
fuente generadora de ROS (Fernandez-Checa et al., 2010); iii) y finalmente, el
SNC posee bajos niveles de enzimas antioxidantes, en contraste con la alta
actividad de algunas enzimas pro-oxidantes, asi como, de la constante auto-

oxidacion de catecolaminas y del ascorbato.



1.1 Estrés Oxidante en Enfermedades Neurodegenerativas

Cada vez existen mas evidencias que relacionan los defectos en la funcion
mitocondrial y el estrés oxidante con la patogénesis de las enfermedades
neurodegenerativas. Se sabe que la mitocondria contribuye al envejecimiento
mediante la acumulacion de mutaciones en el ADN mitocondrial y la produccion
de ROS. La generacion de estas moléculas a partir del oxigeno molecular es
un proceso fisiolégico que tiene lugar en las células de todos los organismos
aerobicos. Entre las principales ROS se encuentran el anion superoxido (02--)
y el peréxido de hidrogeno (H:0,), que se presentan en las células en
concentraciones basales del orden nanomolar y micromolar, respectivamente
(Dawson y Dawson, 1996). El anion superdxido se forma in vivo como
consecuencia de la reduccion incompleta del oxigeno en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, aunque también puede generarse por la
accion de enzimas como la xantina oxidasa. Su reaccion con la enzima
superoxido dismutasa (SOD) da lugar a la generacion de H,O,, una molécula
poco reactiva pero con capacidad oxidante. El H,O, puede generarse ademas
por la accion de otras enzimas como la monoamino oxidasa (catabolismo de la
dopamina). El H,O, puede reaccionar en presencia de hierro dando lugar a la
formacion de radicales hidroxilo (-OH) mediante la reaccién de Fenton.
Asimismo, el H,O, y el O2:- pueden reaccionar entre si, en presencia de
cationes metalicos, mediante la reaccion de Haber-Weiss, generando
igualmente radicales hidroxilo, que son especies altamente reactivas y
oxidantes (Halliwell 1992; Peuchen et al. 1997). Cuando se incrementa la
produccion de moléculas oxidantes, o bien se produce una deficiencia en los
mecanismos antioxidantes intracelulares, las ROS producidas resultan dafinas
para la célula. Esta situacion de desequilibrio en la homeostasis redox
intracelular-es decir, entre oxidantes y antioxidantes- es lo que se conoce como
—estrés oxidantell. Los dafios celulares producidos por estas sustancias son de
naturaleza variada y afectan a la estructura del ADN, de los lipidos de
membrana y de muchas proteinas. En el sistema nervioso central, se ha
descrito la implicacion de las ROS en los efectos toxicos y neurodegenerativos
gue tienen lugar en patologias como la isquemia cerebral o las enfermedades
de Parkinson y Alzheimer (Halliwell, 1992; Moro et al., 2005).



1.2 Enfermedad de Alzheimer (EA) y estrés oxidante

En la actualidad, la EA se conoce como la alteraciébn neurodegenerativa mas
importante relacionada con la edad. Esta enfermedad se caracteriza por una
pérdida sustancial y progresiva de la memoria y episodios agudos de
demencia, ambos asociados a una degeneracién y pérdida paulatina de
neuronas, particularmente en la region limbica. En la EA se ha descrito un
incremento importante en la peroxidacion de lipidos de membrana y un severo
dafio al ADN en etapas avanzadas de esta enfermedad (Yankner, 1996).
Dentro de las caracteristicas bioquimicas de la EA se incluyen anomalias en
las transmisiones glutamatérgicas, colinérgicas, adrenérgicas, serotonérgicas y
dopaminérgicas, ademas de la activacion de vias inflamatorias, oxidativas y
hormonales.

El incremento en la lipoperoxidacion y sus derivados (4-hidroxinonenal y MDA)
estan directamente relacionados con la formacion de ndodulos neurofibrilares
(NTF) y de las placas seniles (SP), que son caracteristicas de la EA. Se conoce
también que en esta neuropatia a nivel molecular y celular, la causa primordial
del trastorno se relaciona con una acumulacion aberrante del péptido B-
amiloide (Abeta), la cual es el producto de la ruptura de la proteina precursora
del péptido amiloide (PPA). Se ha propuesto que el péptido B-amiloide es el
responsable de las alteraciones en la homeostasis del Ca** intracelular, asi
como también es un candidato para explicar el origen de las ROS y causar la
muerte celular (Mancuso et al., 2007).

Cabe destacar que para el estudio de la EA existen algunos modelos de
preparaciones bioldgicas y animales, uno de ellos es el que emplea al péptido
Abeta. Como ya se mencion0, el Abeta es el resultado del procesamiento
proteolitico de la PPA por B-amiloide y y-secretasas, mientras que la PPA de
longitud completa parece jugar un papel fisiolégico en el transporte axonal. Se
ha demostrado por medio de estudios experimentales con Abeta tanto in vivo
como in vitro, que el fragmento responsable de la neurotoxicidad y diversas
alteraciones tanto celulares como mitocondriales es el fragmento 25-35. Por
ende, el Abeta esta implicado en el dafio oxidante y la neurotoxicidad (Wilcock
et al., 2008).



1.3 Enfermedad de Parkinson y estrés oxidante

La enfermedad Parkinson (EP) es el segundo padecimiento neurodegenerativo
mas frecuente en las personas de la tercera edad, superado Unicamente por la
enfermedad de Alzheimer, con una incidencia de 1 en 200 (Schapira y Olanow,
2004).

Las estadisticas oficiales sobre enfermos de Parkinson en México tienen un
severo atraso y el dato mas reciente es de hace 13 afios. En 1997 se estimaba
gue habia entre 500 y 600 mil personas que padecian esta enfermedad; sin
embargo, el afio pasado, la Asociacion Mexicana de Parkinson A.C. reportd
gue en nuestro pais existen al menos dos millones de personas afectadas por
este mal.

La EP es una neuropatia que afecta tanto a hombres como a mujeres, y se
desarrolla mas frecuentemente después de los 50 afios de edad. Esta
enfermedad fue descrita originalmente por James Parkinson en 1817 y se
caracteriza por sintomas tales como bradicinesia (movimiento lento), temblor
en reposo y rigidez (Chase et al., 1998; Braak et al., 2004; Jason et al., 2009).

A nivel histopatoldgico y molecular, la EP se relaciona con un deterioro gradual
y progresivo de las neuronas que se localizan en la sustancia nigra pars
compacta (SNPc) del cerebro, las cuales sintetizan dopamina. Otra
caracteristica que se ha encontrado que en cerebros pacientes con EP son
inclusiones intracelulares de agregados proteicos enriquecidos en la proteina
alfa-sinucleina, también llamados cuerpos de Lewy (Lim et al., 2009 ; Bonifati,
2005; Olanow et al., 2004).

La degeneracién de las neuronas dopaminérgicas (NDA) y la consecuente
pérdida de dopamina en las terminaciones nerviosas en el cuerpo estriado son
aparentemente las responsables de la mayoria de los trastornos del
movimiento (Chase et al., 1998; Lee et al., 2010; Simunovic et al., 2010). De
hecho, se cree que una de las causas que conducen a una degeneracion
preferente de las NDA es que precisamente el metabolismo de dicho
neurotransmisor conlleva la generacion de radicales libres y ROS que acentian
el estrés oxidante en esta poblacion (Barzilai y Melamed, 2003; Dauer y
Przedborski, 2003).



Se considera al Parkinson mayoritariamente una enfermedad esporadica
asociada al envejecimiento (Aron et al., 2010; Schapira, 2004), aunque también
se han encontrado mutaciones responsables de un cierto numero de casos de
la EP en los genes que codifican la a -sinucleina, la parkina, el DJ-1 o el Nurr-1,
entre otros, y que propician el desarrollo de la enfermedad (Aron et al., 2010;
Huang et al., 2004). Ademas, se han detectado algunas mutaciones en el ADN
mitocondrial que también podrian estar relacionadas con la aparicion de la
enfermedad en algunos casos (Smigrodzki et al. ,2004).

La etiologia de la EP sigue siendo un misterio, mientras que su patogenia
comienza a ser entendida como una cascada de multiples factores nocivos. La
mayoria de las ideas sobre la patogénesis de la EP provienen de
investigaciones realizadas en modelos experimentales, especialmente los

producidos por diversas toxinas (Bové et al., 2005).

1.4 Neurotéxicos Inductores de Parkinson

Actualmente, para reproducir algunas de las caracteristicas que semejan los
fendbmenos que ocurren en diversas neuropatologias, se emplean modelos
experimentales, tanto in vivo como in vitro, e involucran el uso de agentes
neurotéxicos. El modelo mas estudiado y utilizado es el del MPTP/MPP+, por lo
gue sera el utilizado en este trabajo experimental.

El 1-metil-4-fenil-1, 2, 3,6-tetrahidropiridina (MPTP) es una toxina que genera
un modelo de la EP y que ha sido ampliamente utilizado para poner a prueba
estrategias protectoras. Este agente neurotdxico se descubrié cuando una gran
cantidad de jovenes adictos a la heroina comenzaron a presentar sintomas de
parkinsonismo, lo que se ha denominado como sindrome parkinsoniano, y es
caracterizado por temblor, acinesia, rigidez, postura en flexién, alteraciéon de
reflejos posturales y tendencia al sigilo. Interesantemente, todos estos signos
se revirtieron con la administracion de L-dopa o agonistas dopaminérgicos
(Langston et al., 1983; Przedborski et al.,, 2004). Como resultado de los
estudios que se realizaron a estos pacientes, se encontré que el responsable
de dichos sintomas era el compuesto 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+), un
metabolito toxico proveniente del MPTP (Choi et al., 2009).



Ahora se sabe que el MPTP es un compuesto que féacilmente atraviesa la
barrera hematoencefalica y es oxidado en las células de la glia, principalmente
astrocitos. La enzima responsable de este proceso es la monoamino-oxidasa-B
(MAO-B), misma que convierte al MPTP en 1-metil-4-fenil-2, 3-dihidropiridinio
(MPDP+), y que a su vez por oxidacion espontanea se transforma en 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP+). EI MPP+ entonces abandona los atrocitos y es
selectivamente incorporado a las neuronas dopaminérgicas a través del
transportador de dopamina (DAT), ejerciendo alli su principal accién
neurotéxica a través de la inhibicion del complejo | mitocondrial (Przedborski y
Vila, 2003; Bohlen y Halbach, 2005). Es por eso que el MPTP se ha utilizado
para inducir degeneracion selectiva de neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra, generando asi modelos de la EP en murinos y primates (Tatton
et al., 1992; Forno et al., 1993; Muthane et al.,1994; Fornai et al., 2005). Sin
embargo, una limitacion inicial para el empleo de este y otros modelosfue que
estos carecian de los caracteristicos cuerpos de Lewy (Forno et al., 1993),
aunque recientemente se ha visto que la infusién continua de dosis mas bajas
de MPTP durante un largo periodo si logra reproducir de una manera integra

las marcas histopatolégicas de la EP (Fornai et al., 2005).

1.5 Modelos animales con MPTP

La neurotoxicidad inducida por el MPTP ha sido demostrada en diversas
especies animales, incluyendo macacos, ratones negros (C57) y gatos (Blesa
et al., 2010; Subramanian et al., 2010; Haleagrahara et al., 2010). No existe
aun una explicacion para la diferente vulnerabilidad de las distintas especies
animales al MPTP; sin embargo se ha postulado que este hecho puede estar
relacionado a diferencias en el metabolismo del MPTP y en la distribucion y
retencidon cerebral de su metabolito, el MPP+ (Riachi et al., 1998). A este
respecto, para algunos autores la neurotoxicidad del MPTP es dependiente del
contenido de neuromelanina, ya que la afinidad del MPP+ por la neuromelanina
es muy alta y dicho pigmento esta presente en las neuronas dopaminérgicas,
mientras que para otros, esta susceptibilidad diferencial esté relacionada con la
actividad MAO-B a nivel de los capilares cerebrales (Malagelada et al.,2006).

Aunque especies animales como la rata son resistentes a la administracion
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sistémica de MPTP, su metabolito, el MPP+, es una potente neurotoxina que
produce la destruccion de las neuronas dopaminérgicas de la SNPc cuando se
administra directamente en el estriado (Kidd et al., 2000). Por lo tanto, es
posible que la vulnerabilidad diferencial que presentan las especies animales al
MPTP sea dependiente de factores relacionados a la distribucion vy
metabolizacion cerebral de dicho toxico (Schildknecht et al., 2009).

En cuanto a las alteraciones conductuales inducidas en este modelo, se ha
reportado que una gran variedad de primates no humanos desarrollan también
un sindrome parkinsoniano cuando se les administra MPTP. Estos animales
muestran una reduccion importante de la actividad espontanea, rigidez,
bradicinesia y temblor, aunque muy pocos desarrollan el temblor de reposo
caracteristico de la EP. Los sintomas parkinsonianos son inicialmente
transitorios, pero se hacen permanentes con la administracién repetida de la
toxina. Los mecanismos implicados en la recuperacibn espontanea que
experimentan estos animales no se conocen, pero pueden estar relacionados
con una alteracion transitoria de otros sistemas de neurotransmision diferentes

al del nigroestriado (Schulz y Falkenburger, 2004).

1.6 Caracteristicas histolégicas y neuroquimicas del modelo MPTP

Un estudio histopatolégico de uno de los individuos que desarrollaron sindrome
parkinsoniano tras inyectarse una droga que contenia MPTP, mostré una lesion
selectiva de las células dopaminérgicas de la SNPc. Sin embargo, los estudios
realizados en primates han demostrado que la lesion inducida por MPTP no
afecta de forma exclusiva a esta poblacion neuronal. Diversos autores han
demostrado que en macacos adultos, la administracion de MPTP induce
ademas una degeneracion de las NDA del area tegmental-ventral (ATV) y del
locus coeruleus, donde se han descrito cuerpos de inclusién eosinofilicos que
se asemejan a los cuerpos de Lewy. La degeneracién del ATV, aunque en
menor grado, es evidente también en los primates jévenes. Sin embargo, la
pérdida neuronal es siempre de mayor intensidad en las NDA de la SNPc
(Bezard et al., 2001; Ding et al., 2008).

Desde un punto de vista neuroquimico, también existe una gran similitud entre

el parkinsonismo inducido por MPTP y la EP. La accion neurotoxica del MPTP
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se caracteriza por una reduccién de la concentracién de dopamina (DA) y de
sus metabolitos, el acido 3,4-dihidroxifenilacético y el acido homovanilico, asi
como una disminucién de la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa y una
alteracion en la densidad de receptores DA. A diferencia de lo que sucede en la
EP, donde la disminucion de DA es mas intensa en el putamen que en el
nucleo caudado, los primates expuestos de forma cronica a la accion del MPTP
muestran una disminucion homogénea y no selectiva del contenido de DA
estriatal, siendo de igual intensidad en ambas estructuras estriatales. Otras
areas cerebrales con inervaciéon GABAérgicas, como el nucleus accumbens, el
hipocampo, la amigdala y la corteza cerebral, también son afectadas por
MPTP, y la reduccion en el contenido de DA es similar a la descrita en estriado
(Betarbet et al., 2002; Molinuevo et al., 1999; Wichmann et al., 2003). Por el
contrario, los niveles de DA no se alteran en estructuras como el globo palido
lateral y medial, que recibe proyecciones directas de la SN. Las
concentraciones de noradrenalina y serotonina en estriado no se modifican con
la administracion aguda de MPTP. Sin embargo, estos neurotransmisores se
reducen de forma significativa en estriado y corteza en los animales tratados de
forma crénica con esta neurotoxina. No existe evidencia de que el MPTP
induzca alteraciones en los sistemas colinérgico, GABAérgico o glutamatérgico
en primates, aungue los niveles de diferentes neuropéptidos y encefalina en el
estriado, sustancia nigra y palido estdan reducidos en animales tratados
cronicamente con MPTP. Estas mismas alteraciones han sido descritas en
pacientes con EP. Sin embargo, no se conoce si son consecuencia de la
degeneracion de neuronas que contienen estos peéptidos o0 representan
cambios adaptativos a la denervacion nigroestriatal (Kliem et al., 2010; Grondin
et al., 2008; Leblois et al., 2007; Kuwajima et al. ,2007).

1.7 Mecanismo de accion del MPTP/MPP+

Una de las hipétesis propuestas para explicar la muerte neuronal inducida por
MPTP sugiere que el dafio celular se origina por la produccién intraneuronal de
radicales superoxido y otros radicales libres citotoxicos que se originan durante
la oxidacion intracelular del MPP+ en cantidades que exceden la capacidad

celular para neutralizarlos.



Se ha reportado que en homogenados de cerebro de roedores, el MPTP induce
la produccidén de radicales hidroxilo y acelera la acumulacion de lipofucsina,
especialmente si el medio carece de vitamina E. Por otro lado, el MPTP y
MPP+ incrementan la auto-oxidacion de la DA, que a su vez genera ROS y
disminuye los niveles intracelulares de glutation (GSH) en roedores, efecto que
es bloqueado por antioxidantes como la vitamina E (Ren et al., 2006; Adams et
al., 1994, Hadjiconstantinou et al., 1987; Zhang et al., 2010).

Por otro lado, recientemente se ha demostrado en roedores y primates, que
inhibidores del 6xido nitrico sintasa (NOS) protegen de forma eficaz a la lesion
de NDA inducida por el MPTP. La NOS es un enzima dependiente de calcio
cuya activacion se produce por estimulacion de receptores glutamatérgicos
para N-metil-D-aspartato (NMDA). De su activacion depende la sintesis de
oxido nitrico, la cual a su vez puede producir una inhibicion directa de la
cadena respiratoria mitocondrial, o dar lugar a la formacion de peroxinitritos, de
manera que el debate sobre la participacion del estrés oxidante en este
fendmeno sigue vigente (Kurosaki et al., 2002; Schulz et al., 1997).

Otra de las hipétesis de toxicidad del MPTP se ha centrado en los hallazgos de
que el MPP+ es un potente inhibidor de la respiracion mitocondrial. Nicklas y
colaboradores fueron los primeros en describir que en condiciones in vitro, el
MPP+, a altas concentraciones (1 mM), produce una inhibicion completa de la
oxidacion de los sustratos piruvato/malato y glutamato/malato, ambos ligados a
NAD+, mientras que in vivo, en condiciones que requieren concentraciones
mucho mayores del agente toxico (10 mM) para que tenga lugar la inhibicién de
la cadena transportadora de electrones, se ha comprobado que el MPP+ es
transportado desde el citoplasma al interior de la mitocondria en contra de un
gradiente dependiente de ATP. Los efectos del MPP+ sobre las mitocondrias
han sido bien caracterizados. A altas concentraciones, la toxina bloquea la
oxidacion de la NADH, existiendo una perfecta correlacién entre la acumulacion
de MPP+ y la disminucion de ATP. Por otro lado, la inhibicion del transporte de
electrones mitocondrial induce una disminucion en la produccion de ATP
celular, que a su vez da lugar a una alteracion en la organizacion de los
microfilamentos celulares y mas importante, provoca una alteracion de los
potenciales transmembranales y una disminucion de glutation reducido (GSH)

extracelular, principal defensa de la célula frente al estrés oxidante. Asi mismo,
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la inhibiciébn del complejo | mitocondrial genera ROS, por lo que no puede
excluirse la posibilidad de que ambas hipoétesis estén relacionadas (Nicklas et
al., 1985, 1987, 1992; Petit-Paitel et al., 2009; Anantharam et al., 2007; Miyako
et al., 1999; Fukae et al., 2007).

1.8 Antioxidantes

Por su parte, las células poseen mecanismos de defensa antioxidante que les
permiten inactivar a los radicales libres y quitarles su capacidad oxidante. Uno
de los mecanismos mas eficaces de inactivacion corresponde a la enzima
Superdxido dismutasa (SOD), la cual transforma al superéxido en H,O..
Ademas acopladas a este sistema de inactivacion de las ROS, las catalasas
(CAT) convierten el H,O, en H,O y O,; estas enzimas se encuentran en
grandes cantidades en organelos sub-celulares como los peroxisomas; sin
embargo, las mitocondrias y el reticulo endoplasmico contienen CAT en
cantidades muy bajas. Por otra parte, el H,O, intracelular no puede ser
eliminado a menos que pueda difundir a los peroxisomas (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Para deshacerse del H,O, que no logra ser eliminado por las
catalasas, las células utilizan otro grupo de enzimas, entre las que destaca la
glutation peroxidasa (GPx) que se encarga de remover al H,O; utilizando al
GSH en una reaccién oxido-reduccién acoplada. La GPx también puede reducir
otros perdxidos, como los hidroperéxidos de acidos grasos. Estas enzimas
estan presentes en el citoplasma en concentraciones milimolares, y también
estdn presentes en la matriz mitocondrial. La mayoria de los tejidos han
mostrado actividad de las enzimas CAT y GPx. Las SOD son enzimas que
remueven al radical superoxido, produciendo H,O, como producto final de la
dismutacion, como se menciond anteriormente, y han sido identificadas tres
isoformas, mismas que estan presentes en las células eucariéticas. La isoforma
Cu/Zn de la SOD-1 esta presente en el citoplasma celular, nucleo y plasma,
mientras que la isoforma de SOD-2 que tiene Mn se encuentra localizada
principalmente en la mitocondria. En cuanto a los micronutrientes de la dieta,
estos también contribuyen en la defensa antioxidante. En particular destacan el

B-caroteno o vitamina A, el acido ascoérbico o vitamina C y el a-tocoferal o
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vitamina E. Las moléculas solubles en agua como la vitamina C, son conocidos
como potentes atrapadores de radicales libres y actdan principalmente en el
citoplasma, mientras que las que son solubles en lipidos, como la vitamina E y
los carotenos, actdan principalmente en los ambientes hidrofébicos como las
membranas. Elementos como el selenio, el cobre, el zinc y el manganeso son
también importantes ya que actian como co-factores de las enzimas
antioxidantes. En particular, el selenio es considerado importante en la
proteccion de las membranas en contra del estrés oxidante, ya que sirve como
cofactor de la GPx (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lauterburg et al., 1984;
Deneke et al., 1989).

El antioxidante celular mas abundante es el tripéptido glutation: GSH (y-
glutamil-cistein-glicina). EI GSH es sintetizado en dos pasos principales:
durante el primero, la enzima y-glutamil-cisteina sintetasa (y-GCS) forma el
enlace y-peptidico entre el &cido glutamico y la cisteina. El segundo paso esta
catalizado por la GSH-sintetasa (GS), la cual adiciona el aminoéacido glicina. El
GSH previene la oxidacion de los grupos tioles de las proteinas, reaccionando
directamente con las ROS, o indirectamente a través de las glutation
transferasas (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lauterburg et al., 1984; Deneke et
al., 1989). El GSH es importante ya que es muy versatil; existen diferentes
sistemas que lo utilizan para contrarrestar los efectos producidos por el estrés
oxidante. En la fase | de destoxificacion destaca la GPx, la cual se encarga de
transformar el H,O,, mientras que en la fase Il de destoxificacion destacan
principalmente las enzimas que se encargan de transferir grupos tioles a una
gran cantidad de moléculas oxidadas, y con ello disminuir la toxicidad de estas,
destacando entre estas la glutation sulfhidrilo transferasa (GST), de la cual
existen 5 isoformas descritas. Se trata de una familia de isoenzimas implicadas
en fenomenos de destoxificacion. De hecho, existe un gran nuamero de
evidencias experimentales que indican que estas isoenzimas confieren
resistencia ante compuestos carcinogénicos, drogas antitumorales, agentes
toxicos ambientales y estrés oxidante. En este ultimo caso, las GSTs actuan a
través de la inactivacion de metabolitos que contienen grupos carbonilos,
peréxido y epoéxido, generados como consecuencia de los impactos oxidantes
producidos por los radicales libres (Hayes et al., 2005). Otro importante grupo

de enzimas antioxidantes incluye a las tioredoxinas (Trx), que producen en su
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reaccion final GSH a partir del reciclamiento del GSSG, o moléculas como
lipidos y proteinas que han sido glutationalizados. Otra de las ventajas que
tiene el sistema antioxidante del GSH es que las moléculas que ya han sido
oxidadas a GSSG pueden ser recicladas por sistemas altamente eficientes
como la enzima glutation reductasa (GR), la cual, utilizando NADPH como co-
factor, puede convertir al GSSG en 2 moléculas de GSH. Todas estas razones
hacen que el sistema del GSH sea el méas eficientemente utilizado por las
células para contrarrestar el estrés oxidante.

El efecto protector conferido por las altas concentraciones de GSH lo involucra
en una gran cantidad de investigaciones en modelos tanto in vitro como in vivo,
en donde se ha investigado la participacion de los astrocitos en la proteccion
neuronal, cuando se induce un estado de estrés oxidante. En estos estudios se
han analizado los mecanismos de regulaciéon de las enzimas involucradas en la
sintesis, reciclamiento y destoxificacion antioxidante en las que participa el
GSH. La regulaciéon de la expresion de algunas enzimas antioxidantes
relacionadas con el sistema del GSH, como lo son la y-GCS y la GST, también
ha sido estudiada. Estas enzimas contienen en su promotor un elemento en
—CISIl conocido como elemento de respuesta antioxidante (ARE), que es
activado por el factor de transcripcion nuclear eritroide-2 (NF-E2), conocido
como Nrf2, el cual incrementa los niveles de expresion de estas enzimas y con
ello favorece la respuesta antioxidante mediada por GSH (Kraft et al., 2004,
Lee et al., 2003; Dringen et al., 2000; Johnson et al., 2002)

1.9 Factor de Transcripcion Eritroide tipo 2 (Nrf2)

El Nrf2 es un factor de transcripcibn que se activa en respuesta al estrés
oxidante (fig.1). En condiciones de estrés ausente o —no-estrésll, el Nrf2 es
mantenido en niveles bajos debido a la interaccion con su regulador negativo
Keap 1 (Proteina 1 asociada al elemento Kelch), lo cual permite la formacion de
un complejo en donde participan proteinas como la E3 ubiquitina ligasa, la
Culina 3 (Cul3) y el Ring-Box 1 (Rbx1), lo que facilita la ubiquitinizacion de Nrf2
(Kobayashi et al., 2004; Zhang et al.,, 2004). Subsecuentemente, el Nrf2 es
degradado por el proteosoma 26S. Cuando las células son expuestas a estrés

oxidante o a compuestos electrofilicos, los residuos de cisteinas en las
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posiciones C273, C288 y C151 en el represor Keap 1, se S-alquilizan y actuan
como sensores de un estado de estrés (Dinkova et al., 2002; Zhang y Hannink,
2003; He y Ma, 2009). Por lo anterior, se ha propuesto que un cambio
conformacional en residuos especificos de Keap 1 interfiere en la formacion del
complejo Keap 1/Cul3-Rbx1/E3 ubiquitina ligasa, impidiendo la ubiquitinizacion
de Nrf2 (Wakabayashi et al., 2004). Consecuentemente, el Nrf2 se fosforila y se
transloca al nucleo, formando un dimero con la proteina Maf, lo que le permite
unirse a su elemento de respuesta antioxidante (ARE) en la region promotora
de genes citoprotectores que son responsables de la destoxificacion y
eliminacion de diferentes sustancias citotoxicas. Estos genes incluyen a
proteinas que participan en el balance del estado redox basal como la hemo
oxigenasa 1 (OH-1) y la tioredoxina reductasa 1(Trx1), enzimas de fase | y Il de
destoxificacion, tan importantes como la NADPH quinona oxidoreductasa
(NQO1), la GSTy la y-GCS, transportadores de xendbioticos, proteinas
asociadas a la resistencia a multidrogas (MRP), y otras proteinas de respuesta
al estrés (Kensler et al., 2007; Lau etal., 2008; Liy Kong, 2009).

Inductores de Estrés
Electréfilos

citosol

Enzimas Antioxidantes
Detoxificacion de Electréfilos
Metabolismo del GSH
Anti-inflamacién

Actividad de Proteosoma

Figura 1. Efectos transcripcionales de Nrf2. Cuando Nrf2 se disocia de Keapl y se transloca al nicleo
forma heterodimeros con las pequefias proteinas Maf (Maf), lo cual facilita su interaccién con las regiones
ARE del ADN vy la consecuente transcripcion de genes antioxidantes y enzimas de fase Il.
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1.10 Inductores de Nrf2: Terbutil hidroguinona (tBHQ)

Los polifenoles se producen en plantas comestibles y forman parte de la dieta
substancial de los humanos. La ingesta total de estos compuestos podria ser
superior a los 1000 mg/dia, lo que resulta ser una mayor cantidad que la
ingesta de otros compuestos como los fitoquimicos o las vitaminas
antioxidantes (Kuhnau, 1976). Es comunmente aceptado que las dietas ricas
en polifenoles tienen beneficios para la salud, pero la absorcion de los
polifenoles en los humanos es limitada y el mecanismo de accion de estas
moléculas en el cuerpo aun no se comprende totalmente (Manach et al., 2005;
Tang y Halliwell, 2010). Algunos de los reportes sobre los efectos biolégicos de
los polifenoles incluyen la actividad antioxidante (Bors y Saran, 1987; Kanner et
al., 1987), la disminucion de las enfermedades cardiovasculares (Manach et al.,
2005), la prevenciéon de diferentes enfermedades degenerativas relacionadas a
la edad (Stevenson y Hurst, 2007), y la prevenciéon de diferentes tipos de
cancer (Roginsky, 2005).

Los polifenoles son una familia muy grande y diversa de compuestos
sintetizados por las plantas como parte de su metabolismo secundario. El anillo
benzoico, el cual contiene tres dobles enlaces, facilita su reaccion con un grupo
hidroxilo, lo que le proporciona una capacidad antioxidante (Kanner et al., 1994;
Lapidot et al.,, 2005). La FDA ha aprobado el consumo de antioxidantes
sintéticos como los polifenoles, entre los que se encuentran los galatos, el
BHT2 (Butil-hidroxitolueno), o el tBHQ (tertbutil hidroquinona)-un metabolito del
butil hidroxianisol-. Se ha probado en sistemas de cultivo de células vy tejidos,
gque los compuestos fendlicos provenientes de plantas acttan como
antioxidantes y poseen propiedades protectoras (Ramassamy, 2006), pero en
algunas circunstancias, los polifenoles pueden también actuar como pro-
oxidantes y citotoxicos (Tang y Halliwell, 2010; Lapidot et al., 2002a y 2002b).
Aunque los polifenoles son agentes reductores fuertes, en condiciones in vitro,
y en la presencia de oxigeno y iones metalicos, estos pueden actuar como pro-
oxidantes de manera muy semejante al acido ascorbico (Kanner et al., 1977).
Se ha reportado que los polifenoles pueden auto-oxidarse y el oxigeno
consumido puede producir radical superéxido, peroxido de hidrogeno,

semiquinonas y quinonas (Lapidot et al., 2002a; Canada et al., 1990; Long et
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al., 2000). Por otra parte, se ha demostrado la capacidad de extractos de
manzana para inhibir la proliferacion de células tumorales in vitro, y esta
propiedad fue atribuida a los antioxidantes fendlicos (Eberhardt et al., 2000).
Una gran variedad de fitoquimicos han mostrado efectos quimiopreventivos
debido a su capacidad de proteccion, o a través de la activacion de procesos
enzimaticos antioxidantes mediados por la via de sefalizacion del Nrf2. En
particular el tBHQ (Lee et al., 2001; Ben-Dor et al., 2005), el resveratrol (Hsieh
et al., 2006) y la curcumina (Dickinson et al., 2003) son conocidos por inducir
una respuesta antioxidante y de expresion de enzimas de destoxificacion
mediados por la via de sefializacion Nrf2/ARE, por lo que diferentes estudios
han propuesto al tBHQ como un control positivo de la activacion de la
sefializacién de Nrf2 en células (Lee et al., 2001; Ben-Dor et al., 2005). Asi, se
ha reportado que el tBHQ induce la sintesis de NQO1 y GST en el higado y la
mucosa intestinal de ratones (Prochaska et al., 1985). Recientemente, ademas
se demostré que la activacion de Nrf2 mediada por tBHQ, previene la
formacion de depdésitos del péptido B-amiloide después de la induccion de un
estrés oxidante en cultivo de neuronas NT2N-un conocido modelo de linea
celular para la enfermedad de Alzheimer (Eftekharzadeh et al., 2010)-, ademas
de proteger contra el dafio inducido por la isquemia cerebral inducida en un
modelo in vivo (Shih et al., 2005).

1.11 Astrocitos

Los astrocitos representan la poblacién de células gliales mas abundante del
cerebro, constituyendo mas del 50 % del total celular de la corteza cerebral.
Los astrocitos tienen papeles activos en la fisiologia cerebral, respondiendo a
los neurotransmisores y modulando la excitabilidad neuronal y la funcién
sinaptica. Estas células contienen mayores concentraciones de GSH y de
enzimas involucradas en el metabolismo del glutation que las neuronas.
Ademas, las células gliales son capaces de producir SOD y secretarla al
espacio extracelular. Cuando las neuronas son cultivadas en presencia de
astrocitos, se vuelven mas resistentes a las lesiones inducidas por NO, O,-. y
H,O.que cuando estan solas. Existen evidencias que sugieren que los efectos

neuroprotectores de los astrocitos son mediados por la transferencia del GSH o
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sus precursores a las neuronas (Kahlert y Reiser, 2004; Takuma et al., 2004,
Chen y Swanson, 2003).

Ante cualquier deterioro del tejido nervioso-ya sea en situaciones de lesion
neuronal, enfermedad y envejecimiento-, la glia posee la capacidad de
responder experimentando cambios morfologicos y funcionales de manera
gradual y estereotipica, acompafiados por la produccién de citocinas pro-
inflamatorias, lo que se denomina como "gliosis reactivall o0 —glia activada". Se
trata de una respuesta inflamatoria multifactorial que proporciona mecanismos
de defensa frente a una diversidad de agresiones y que va dirigida a eliminar
los agentes nocivos y a inhibir sus efectos perjudiciales. Al activarse, los
astrocitos son capaces de migrar a los sitios de la lesion, donde proliferan y
expresan moléculas co-estimuladoras que les permiten actuar como células
presentadoras de antigeno y ademas pueden adquirir un fenotipo fagocitico.
Asi, estas células astrogliales activadas producen una gran variedad de
factores neurotdxicos y pro-inflamatorios que incluyen a las citocinas,
metabolitos de los &cidos grasos y formacion de ROS, que a su vez son
capaces de amplificar la respuesta inflamatoria (Hanisch, 2002; Van Rossum y
Hanisch, 2004; Ladeby et al., 2005; Kim y Vellis, 2005).En forma resumida, se
puede decir que la glia astrocitaria desempefia funciones de apoyo estructural,
metabdlico, tréfico y de proteccidn para las neuronas.
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2. ANTECEDENTES

A lo largo de la evolucion, los organismos vivos han tenido que adaptarse a
condiciones y agentes adversos para lograr sobrevivir, por lo que han
desarrollado diversos y complejos mecanismos para lidiar con ellos. Por
muchos afios, varias ramas dentro de las ciencias bioldgicas y de la salud, han
identificado una serie de procesos conservados, durante los cuales una dosis
baja o subletal de un agente o estimulo estresante es capaz de activar una
respuesta adaptativa que incrementa la resistencia de una célula u organismo
frente a un estrés mucho mas severo y muchas veces letal. Al proceso en el
cual los organismos tratan de mantener la homeostasis y adaptarse a un
agente toxico o dafino, se le conoce como —hormesisll (Calabrese et al., 2007).
La hormesis puede definirse como el proceso por el cual la exposicién a una
dosis baja de un agente quimico, o bien un factor ambiental que es dafiino a
dosis altas, inducen una respuesta adaptativa y/o un efecto benéfico en la
célula o el organismo (Calabrese et al., 2007; Calabrese, 2008; Mattson, 2008;
Hoffman, 2009; Rattan et al., 2009).

Los agentes horméticos mas importantes que se han identificado a la fecha son
la radiacion, el calor, los metales pesados, los antibiéticos, el etanol, los
agentes pro-oxidantes, el ejercicio y la restriccion alimentaria (Calabrese y
Baldwin, 2003; Rattan, 2008). La respuesta hormética involucra la expresion de
una gran cantidad de genes que codifican para proteinas citoprotectoras como
las chaperonas del tipo de las que responden a estrés térmico (heat-shock
proteinso HSP), enzimas antioxidantes, factores de crecimiento,
metalotioneinas, etc. (Mathers et al., 2004; Sen et al., 2009; Calabrese et al.,
2011).

Los compuestos mas estudiados en la respuesta hormética son los
fitoquimicos, ademas de una gran cantidad de moléculas capaces de inducir
una respuesta celular adaptativa o pre-condicionante para contrarrestar el
estrés oxidante, entre los que destacan los licopenos, la curcumina, el
resveratrol, la tert-butil hidroquinona (tBHQ), el dialil trisulfuro, y el sulfurofano
(Dillin y Cohen, 2011; Mathers et al., 2004; DiSilvestro et al., 2012), ya que

estos se encuentran en bajas concentraciones en diferentes productos de
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consumo humano, y por ello son candidatos interesantes (Radak et al., 2011,
Calabrese et al., 2010). Diversos trabajos han demostrado que estos
compuestos inducen la respuesta celular antioxidante mediante la activacion de
la via Keapl/Nrf2/ARE, en particular aumentando la expresion de proteinas
como la GST, la NQO1, la OH-1, la GST y la y-GCS (Erlank et al., 2011). El uso
de estos fitoquimicos en diferentes modelos resulta ser alentador para el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, el tBHQ ha
sido utilizado para contrarrestar los dafios inducidos en modelos de
excitotoxicidad, isquemia, reperfusion, y en un cocultivo de neuronas, mientras
gue astrocitos de la zona nigroestratial tratados con tBHQ son protegidos del
dafio neurotdxico inducido por la 6-hidroxidopamina (Kraft et al., 2004; Jakel et
al., 2007; Imhoff y Hansen, 2010). Otro ejemplo del uso de fitoquimicos en la
respuesta hormética es el uso de la curcumina, la cual se ha reportado que
induce la expresion de la GST, la NQO1 y la OH-1 para contrarrestar el dafio
inducido por altas concentraciones de glucosa; ademas, se ha reportado que el
tratamiento con curcumina disminuye la formacion de la placa amiloide en
ratones envejecidos de la cepa Tg2576, un modelo de la enfermedad de
Alzheimer (Pérez de la Cruz et al., 2011). Por otra parte, se ha demostrado que
el &cido ferdlico protege al sistema de membranas sinaptosomales del dafio
inducido con los radicales hidroxilo y peroxilo mediante el incremento en la
expresion de la y-GCS, NQO1 y OH-1.Ademas, se ha observado que el
tratamiento con el acido ferdlico disminuye la activacion de la microglia en
ratones expuestos al AR (Mohammad y Butterfield, 2005).

Adicionalmente, hay evidencias de que la induccidn de las respuestas
horméticas en los tratamientos contra las enfermedades neurodegenerativas
involucran cambios en el estado redox celular; estas modificaciones a su vez,
reclutan vias de sefalizacién celular que regulan procesos de proliferacion,
supervivencia y reparacion. Las vias de sefalizacion mas importantes son
aquellas que contienen elementos susceptibles de ser activados por la
modificacion del estado redox celular. Entre ellas destaca la de PI3K/Akt/NF-
kB/Bcl-2 en el proceso de supervivencia celular (Luna Lopez at al.,, 2010 y
2013), HSF1/HSP en la regulacion de proteinas mal plegadas, Nrf2/ARE
(NQO1, GST, OH-1, y-GCS) en la respuesta antioxidante, y JNK/p38/PKC y/o
PI3K en la activacion de Nrf2. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se
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han llevado a cabo en animales neonatos o jévenes y en cultivos celulares, por
lo que no se sabe si este tipo de respuesta hormética aun sea posible de
inducir en los animales viejos, particularmente la activacion de la via de
proteccion antioxidante Nrf2/ARE.

Es por ello que en este trabajo se analizara la susceptibilidad diferencial de
cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas de diferentes edades
frente a diversos agentes toxicos cuyo mecanismo de accion se ha relacionado
con la participacion del estrés oxidante, para posteriormente evaluar si los
atrocitos de ratas viejas pre-tratados con tBHQ logran activar una respuesta
hormética, aumentando la actividad de enzimas antioxidantes y del GSH, para

asi protegerse con el dafio inducido por el téxico.
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3. JUSTIFICACION

La poblacion mexicana atraviesa por una fase de plena y acelerada transicion
demografica. Este proceso se inicié en la década de los treinta con el descenso
paulatino de la mortalidad, y posteriormente se acentud, a mediados de los
sesenta, con la disminucion de la fecundidad. En la actualidad, el numero de
nifos y adolescentes es significativamente mayor al de los —adultos mayoresll (>
65 afos); uno de cada tres mexicanos tiene menos de 15 afios, en tanto que
s6lo uno de cada veinte tiene mas de 65. Sin embargo, en el afio 2050, esta
composicion se vera profundamente alterada: se calcula que uno de cada siete
mexicanos estard en edad escolar, mientras que los adultos mayores
representaran a uno de cada cuatro habitantes del pais (Tuiran, 2002).Sin
embargo, aunado a los beneficios que puede traer la longevidad, se encuentran
ciertas desventajas, como la aparicion de una gran cantidad de enfermedades
asociadas a la tercera edad, entra las que destacan las enfermedades
neurodegenerativas. Es por ello que resulta importante el tratar de entender
como se lleva a cabo el proceso del envejecimiento para tratar de aplicar las
medidas sanitarias necesarias, y asi disminuir el riesgo de adquirir dichas
enfermedades; ademds, para atenuar el deterioro adquirido durante el
transcurso de la vida de un individuo.

Las enfermedades neurodegenerativas mas comunes asociadas a la edad
avanzada son la EA, la EP y la enfermedad de Huntington (EH). En el caso de
la EA, se ha propuesto que la inflamacion y el estrés oxidante asociados al
envejecimiento son factores clave en el desarrollo de esta patologia, a través
de la disfuncion glial (Von Bernhardi et al., 2007). Por otra parte, la EP es una
de las que mas frecuentemente se asocian al envejecimiento. Esta patologia no
es adquirida de manera convencional por factores genéticos, sino que su
aparicion ha sido relacionada con factores ambientales, como plaguicidas y
metales pesados, en donde se encuentran involucrados los radicales libres
(Nakaso et al., 2007). Finalmente, la EH es una enfermedad autosomica
dominante en la cual se han involucrado componentes oxidantes y nitrosantes
gue participan en la degeneracion neuronal. La enfermedad comienza sus

manifestaciones en la edad media adulta del individuo (35-40 afios) y su

20



progresion puede durar de 15 a 20 afios (Phillips et al., 2005; Martin et al.,
1986).

La relacion que existe entre las enfermedades neurodegenerativas y el
envejecimiento se ha estudiado en modelos de animales, principalmente en los
roedores. Otro modelo muy interesante pero poco estudiado es el de los
cultivos primarios de astrocitos; se ha comprobado que los astrocitos
desempefian un papel importante en muchos de los aspectos de la funcion del
sistema nervioso, de modo que es muy importante entender la manera en la
que participan los astrocitos durante las diferentes enfermedades

neurodegenerativas.

En los ultimos afios se han desarrollado diferentes modelos de dafio oxidante
gue se han correlacionado con las enfermedades neuroldgicas relacionadas al
envejecimiento. En nuestro grupo de trabajo hemos establecido un modelo de
cultivo de astrocitos primarios provenientes de organismos de diferentes
edades, mismo que nos ha ayudado a entender cdmo se lleva a cabo la
respuesta al estrés oxidante en relacion a la edad de los organismos. Lo que
sin duda alguna es un hallazgo en el montaje de modelos celulares que
serviran para establecer las condiciones metodologicas para desarrollar
modelos de co-cultivos celulares y modelos animales. Nuestro grupo de trabajo
también ha establecido modelos celulares de respuesta hormética antioxidante,
por lo que el entender si los organismos de edades avanzadas logran activar
una respuesta hormética antioxidante ayudard a desarrollar estrategias
enfocadas al mejoramiento de la calidad de vida de los individuos afectados por
alguna enfermedad neurodegenerativa, asi como para la prevencion de las

mismas, y lograr asi una mejor calidad de vida en la poblacion mexicana.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
Con base en lo mencionado hasta aqui nos planteamos la siguiente pregunta

de investigacion:

¢Seran los astrocitos provenientes de animales adultos y seniles capaces de
activar la respuesta antioxidante via Nrf2 cuando son pre-tratados con un
inductor de la respuesta antioxidante de la misma manera como lo hacen los
astrocitos de neonatos y de esta manera reducir los efectos de agentes

toxicos?

5. HIPOTESIS

Puesto que los astrocitos participan activamente en la respuesta antioxidante
en el SNC, y dado que la capacidad antioxidante disminuye con la edad, los
astrocitos de animales viejos generaran una menor respuesta hormética
antioxidante via Nrf2 después del pre-tratamiento con tBHQ, y manifestaran
una susceptibilidad mayor frente al estrés oxidante generado por el agente
neurotoxico MPP+.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la susceptibilidad de los cultivos primarios de astrocitos de corteza
cerebral de ratas de diferentes edades frente al MPP+ y determinar si son
capaces de activar una respuesta hormética antioxidante via Nrf2 después del

pre-tratamiento con tBHQ que los proteja del dafio inducido por el toxico.
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7. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto del péptido p-amiloide y del MPP+en cultivos primarios de
astrocitos primarios provenientes de individuos de diferentes edades (neonatos,
adultos y seniles) para determinar el agente téxico a emplear como generador

de dafo oxidante en modelos posteriores.

2. Determinar la viabilidad y funcionalidad celular en cultivos primarios de
astrocitos obtenidos de corteza de ratas de diferentes edades, ante diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion al MPP+.

3. Determinar el dafio oxidante producido por las diferentes concentraciones de
MPP+ en cultivos primarios de astrocitos obtenidos de corteza cerebral de ratas

de diferentes edades y diferentes tiempos.

3. Determinar la participacion de Nrf2 en la respuesta antioxidante inducida con
tBHQ en cultivos primarios de astrocitos obtenidos de corteza cerebral

provenientes de ratas de diferentes edades.

4. Determinar la participacion de Nrf2 en la respuesta antioxidante inducida con
tBHQ en cultivos primarios de astrocitos obtenidos de corteza cerebral
provenientes de ratas de diferentes edades ante el dafio oxidante inducido con
MPP+
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8. MATERIALES Y METODO

8.1 Animales

Para realizar todos los experimentos que se presentan en esta tesis se
utilizaron 40 ratas neonatas de 3 dias de nacidas, 80 ratas adultas de 9 meses
de edad y 80 ratas seniles de 24 meses de edad, todas de la cepa Wistar. Las
ratas fueron obtenidas del bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana-
Iztapalapa (UAM-I). Los animales se mantuvieron en condiciones estandar
(temperatura ambiente, con un ciclo de luz normal y con libre acceso de comida
y agua) y se manejaron de acuerdo a los criterios establecidos por la —Guia
para el Cuidado de los Animales del Laboratorioll (Edicion Mexicana auspiciada
por la Academia Nacional de Medicina) y a la Norma Oficial Mexicana 062-
Z00-1999.

8.2 Aislamiento y caracterizacion de astrocitos

El cultivo primario de astrocitos se obtuvo de la corteza cerebral de los
animales. Para ello, se sacrificaron las ratas por decapitacion, se removio la
piel y se extrajo el cerebro por la parte dorsal. El cerebro se colocé en 1 mL de
solucion 1 que contenia 5 mL de solucion de Krebs, 45 mL de agua destilada,
0.3 % de albumina sérica bovina, y 400 pL de MgSQO, al 3.8 %. Se realiz6 una
disecciéon fina del cerebro dejando solo la corteza cerebral en donde se
removieron los vasos de la corteza. El tejido se disgregd finamente con un
bisturi, se transfirio a 10 mL de la misma solucién 1 y se centrifugo a 1,000 x g
por un min a temperatura ambiente (TA). Se retird el sobrenadante y se
adicionaron 6 mL de la solucién 2 que contenia 6.25 mL de la solucién 0.026%
de tripsina SIGMA T-4665 sobre el tejido, y se incubo6 a 37° C durante 8 min. Se
adicionaron 6 mL de solucion 4 para detener la reaccion, la cual contenia 5 mL
de solucién 1, 1 mL de soluciéon 3y 10 % de suero fetal bovino. Se centrifugd a
1,000 x g por un min a TA y se retird0 el sobrenadante. A continuacion, se

filtraron 2 mL de solucidon 3 que contenia 4.7 mL de la solucion 1, 0.008% de
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DNAasa SIGMA D- S025, 40 uL de MgSO4 al 3.8 %, y 20 % de suero fetal
bovino. Se disocié el tejido hasta que se obtuvo una suspension homogénea
que se filtré en una jeringa con malla. Se recupero el filtrado y se deposito en la
solucion 5 que contenia 5 mL de la solucion 1, 30 pL de MgSO, al 3.8 %, 6 pL
de CaCly al 1.2 %, y se centrifug6 a 1,000 x g durante 6 min a 25°C. Se retir0 el
sobrenadante y se disolvio el pellet en medio de cultivo. Se contaron las células
y se sembraron en pozos de 1 cm. Al quinto dia de sembrados, se les cambi6
el medio. Se cultivaron en medio MEM suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (BSA) al 0.11 %, glutamina, 0.15% de glucosa y 0.1 % de penicilina
estreptomicina, para luego incubarse a 37° Cy 5 % de CO..

Posteriormente se caracterizaron los cultivos celulares de astrocitos; para ello,
se determind la presencia de un marcador especifico como lo es la proteina
acida fibrilar de la Glia (GFAP), mediante inmunocitoquimica. Se sembraron
1X10* células en un cubreobjetos; 24h después se les retird el medio de cultivo
y se lavaron con PBS; posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4%
durante 30 min. Inmediatamente después se lavaron con PBS dos veces, y se
incubaron con solucién de bloqueo (2% de BSA, 0.2% de leche descremada,
0.4% de Triton X 100 en PBS) durante 1 h; una vez transcurrido el tiempo se
incubaron durante otra hora con el anticuerpo primario anti-GFAP (Santa Cruz
Biotechnology) en una dilucién 1:50 en PBS-Tween al 0.1%. Posteriormente, se
lavaron las células con PBS-Tween al 0.1% durante 5 min en agitacion por 3
veces, y después se les incubd durante 1 h a TA con el anticuerpo secundario
marcado con el fluorégeno ALEXA 594 con una dilucién 1:200 en PBS-Tween
al 0.1% protegido de la luz. Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavo
4veces con PBS Tween 0.1%, y posteriormente se incub6 con HOECHST
(1pg/mL) durante 10 min, se lavé con PBS 3 veces y posteriormente se
adicion6é solucion de montaje fluorescente (Dako Cytomation, Glostrup
Denmark). Se obtuvieron las imagenes con una microscopio confocal
OLIMPUS BX-51W1 con un aumento de 30X usando una lampara de mercurio,
y dos filtros: U-MWU2 330-385nm para la excitacion y 420nm para emision
para el HOECHST, y U-MRFPHQ535-555 nm para la excitacion y 570-625 nm
de emisién para el fluorégeno ALEXA 594.
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8.3 Tratamientos con los agentes toxicos

Para determinar si existia una diferencia en cuanto a la sensibilidad por
distintos toxicos que generan estrés oxidante, se emplearon los agentes toxicos
B-amiloide (fragmento 25-35) y MPP+, y se us6 al H,O, como control positivo
de dafio oxidante, para lo cual previamente se realiz6 una curva dosis
respuesta (100,200 y 400uM) por 1 h en astrocitos provenientes de neonatos.
Los experimentos de la primera parte de la tesis, donde se evaluaron los
toxicos, se realizaron con dos grupos de estudio: neonatos y adultos. Sin
embargo, una vez determinado que el téxico a emplear seria el MPP+, asi
como su concentracion y tiempo, los experimentos se realizaron en los tres
grupos de animales: neonatos, adultos y seniles.

Para las determinaciones se sembraron 3x10° células en placas multipozos de
1 cm de didmetro, 24 h después se adicionaron 50mM del téxico p-amiloide
(Croce et al., 2011; Ren et al., 2011) o 50uM de MPP+ (Hazell et al., 1997)
durante 5 0 72 horas. De aqui en adelante, a estos tratamientos se les llamara
tiempos de exposicion cortos o largos, respectivamente. Las concentraciones

empleadas en esta parte del estudio se basaron en los reportes de la literatura.

8.4 viabilidad celular

Posteriormente a los tratamientos antes mencionados, las células se lavaron
con PBS y se despegaron con tripsina-verseno al 0.1 %. Se tomé una alicuota
de 20 pL de suspension y se re-suspendieron en un volumen igual de solucion
fisiologica de azul tripano al 0.4%, se contaron las células vivas utilizando un
hemocitdmetro y un microscopio de contraste de fase; los resultados
presentados por cada determinacién representan el promedio del conteo de 4

campos en el microscopio
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8.5 determinacion de la funcionalidad mitocondrial (ensayo MTT)

La actividad mitocondrial se evalud indirectamente mediante la técnica de
Mosmann (1983), cuyo fundamento se basa en la reduccion del compuesto
MTT (3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2, 5, difenil bromuro de tetrazolio) por medio de
la transferencia de electrones a través del complejo 1l (succinato
deshidrogenasa) de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Para
realizar el ensayo se sembraron 3x10° astrocitos en pozos de 1cm, se aplicaron
los tratamientos para cada uno de los experimentos como se describid
anteriormente, se les retird el medio y se lavaron con PBS. Se adicionaron 100
pML de MTT (0.5 mg/mL) a pH 7.5. Las células se incubaron durante 3 h a 37°C.
Se retird el MTT y se agregaron 80 pL de solucion de extraccion (HCI 0.04 M
en isopropanol) a cada pozo. Las placas de cultivo se colocaron sobre un plato
de agitacion (Thermolyne AROS 160) durante 15 min a TA para disolver el
formazan. El contenido de cada pozo se determiné midiendo la absorbancia a
una longitud de onda de 560 nm en un lector multimodal de placas (Beckman
DSX-880). El valor del fondo se cuantific6 a 630 nm, y se restd6 a la
determinacion anterior. La funcionalidad mitocondrial se determind como
densidad optica (D.O.) por numero de células, y los resultados se presentaron

normalizados.
8.6 Lipoperoxidacion (TBARS)

Se evalu6é el dafio oxidante a lipidos determinando los compuestos que
reaccionan con el &cido tiobarbitarico (TBA), los cuales principalmente son
productos de la lipoperoxidacion. Para ello se sembraron 5x10° de células, se
aplicé cada tratamiento, se lavaron con PBS y se despegaron las células con
un gendarme; posteriormente, se adicionaron 500 pL del reactivo TBA (acido
tiobarbitarico, acido tricloroacético y 2.54 mL de &cido clorhidrico), y se incubo
la muestra durante 20 min a 94°C. Posteriormente, se incubaron sobre hielo
durante 5 min y se centrifugaron a 3,000 x g durante 5 min. Se recupero el
sobrenadante y se cuantific6 en un espectrofotometro el producto de la
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reaccion con TBA a 532 nm. El precipitado se lavé con PBS hasta eliminar la
acidez, y se cuantificé la concentracion de proteinas por medio de la técnica de
Bradford. Los resultados se expresaron en nmol de TBARS/mg de proteina.
Las concentraciones fueron calculadas con una curva de malondialdehido

(MDA), la cual llevo el mismo procesamiento que la muestra.

8.7 Determinacion de proteinas oxidadas

Para evaluar el dafio oxidante a proteinas, se sembraron 5x10° células y se les
aplicaron los mismos tratamientos; posteriormente, se lavaron las células con
PBS y se despegaron con gendarme. Se recuperaron las células y se re-
suspendieron en 200 pL del buffer de lisis M-per, el cual estaba suplementado
con un inhibidor de proteasas (Complete, ROCHE), 0.1mM de DTT y 0.1mM de
PMSF. Se incubaron por 15 min en hielo, y posteriormente se centrifugaron a
14,000 x g durante 5 min; se recuperd el sobrenadante y se cuantificaron las
proteinas por medio de la técnica de Bradford. Usando 50 ug de proteina, se
determinaron los niveles de proteina oxidada con el kit oxy-blot, siguiendo las

especificaciones del proveedor.

8.8 Andlisis de proteinas por Western blot

La presencia de las proteinas GFAP, Nrf2, GST y yGCS (Neomarker, Fremont
CA, USA) en los cultivos primarios de astrocitos fue determinada por medio de
la técnica de Western blot. Las células se despegaron con gendarme y se re-
suspendieron en el amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 120 mM
NaCl, 0.5% NP40, 100 mM NaF, 0.2 mM NaVOs, 1 pug/mL aprotinina, 1 mM
PMSF, v 1 pg/mL leupeptina (complete de Roche)). Los homogenados
celulares se incubaron a 4 °C durante 10 min y posteriormente se centrifugaron
a 14000 rpm a 4°C durante 20 min. La concentracion de proteinas fue
determinada en el sobrenadante utilizando el reactivo comercial de Bradford
(BioRad, Hercules CA, USA) (Bradford, 1976). Las proteinas en los lisados

celulares se separaron en un gel SDS-PAGE al 12 % y posteriormente se
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transfirieron a una membrana de PVDF (BioRad, Hercules CA, USA). Las
membranas se bloguearon con TBS-Tween 0.1 %, 5 % de leche libre de grasa
durante 1 h, y posteriormente se incubaron con el anticuerpo monoclonal
respectivo durante 2 h. Del anticuerpo primario se utilizé una dilucion 1:500.
Las membranas fueron lavadas tres veces con TBS-Tween e incubadas con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Pierce, Rockford
IL, USA) durante 1 h, con una dilucion de 1:5000. Después, se lavo la
membrana tres veces, los blots se revelaron utlizando un reactivo
quimioluminiscente comercial (Supersignal® Pierce, Rockford IL, USA)en un
fotodocumentador Kodak 1200.

8.9 Inmunolocalizacion de Nrf2

Después de que se realizaron los Western blots para establecer las
concentraciones en las cuales se incrementaban los niveles de expresion de
Nrf2 con el tratamiento con tBHQ en cada uno de los grupos de estudio, se
realiz6 un experimento a diferentes tiempos de exposicion (0, 0.5, 1, 2, 3, 6, 9
12 y 24 h) exponiendo a los astrocitos a las concentraciones seleccionadas.
Posteriormente, se lavaron los cultivos con PBS y después se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 30 min; inmediatamente después se incubaron
con solucion de bloqueo (2% de BSA, 0.2 de leche descremada y 0.4% de
Triton X100 en PBS) durante 1 h a TA. Después, se incubaron con el
anticuerpo primario anti-Nrf2 (SC-722, Santa Cruz Biotechnology) con una
dilucion 1:50 y se lavaron 3 veces con PBS-TWEEN al 0.1% para
posteriormente incubarlos con el anticuerpo secundario (ALEXA 488 dilucion
1:200 en PBS) durante 1 h. Posteriormente, se lavaron 4 veces con PBS-
TWEEN 0.1% y se tifieron los nucleos con DAPI (10ug/mL) durante 10 min. Las
células se lavaron 2 veces mas con PBS y se montaron con medio fluorescente
de montaje (Dako Cytomation, Glostrup Denmark). Se adquirieron imagenes en
un solo plano y se sobrepusieron para determinar la localizacion de Nrf2 en un
microscopio confocal LSM-META-Zeiss Axioplan 2 con un aumento de 30X;se
utilizé el Diodo Laser 405nm para el croméforo DAPI y el Ar/ML 458/488/514nm
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para el ALEXA 488. El andlisis de co-localizacion se realiz6 utilizando el

programa ZEN 2010 version 6.0 de Carl Zeiss.

8.10 Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)

Para determinar si el factor de transcripcién Nrf2 que estaba en el nucleo se
encontraba activo (unido a su secuencia consenso en el DNA), se determind su
activacion mediante la técnica de EMSA. Se aislaron los extractos nucleares
utilizando Igepal CA-630, de acuerdo a la técnica de Gbémez-Quiroz y
colaboradores (2008). La concentracion de proteina fue determinada mediante
el reactivo comercial de Bradford (BioRad, Hercules CA, USA)(Bradford, 1976).
La unidén de Nrf2 a su secuencia consenso de DNA fue determinada utilizando
la siguiente secuencia de oligonucledtidos:
5TTTTCTGCTGACTCAAGGTCCG3" (Promega, Madison, WI) (Kweon et al.,
2006). La sonda se marcé con la cinasa de polinucle6tidos T4 (USB, Cleveland,
OH) y el ATP se marcé radioactivamente en el fosfato gama con *P
(3000Ci/mmol, MP Biomedical, Irving, CA). La mezcla de reaccién contenia
20ug de extracto de proteina nuclear en 5uL de buffer de incubacién (50mM de
Tris-HCI, pH 7.5, 200mM de NaCl, 5mM EDTA, 5mM de B-mercaptoetanol,
20% de Glicerol, 1ug de poli dI-dC, y la sonda marcada con *P). El
experimento de competencia se prepar6 adicionando 100 veces mas del
oligonucledtido no marcado radioactivamente y fue incluido en la mezcla de
reaccion durante 5 min. Posteriormente, se corrieron las reacciones
electroforéticamente en un gel de poliacrilamida al 6% en condiciones nativas.
Los geles fueron expuestos en una pantalla sensible a las emisiones (B del
fésforo denominada Storage Phosphor Screen (Amersham Bioscience,
Arlington IL, USA) y fueron analizadas 24 h después en un analizador de
imagenes multimodal (Typhon 9400; Amersham Bioscience), utilizando el
software Image Quant TL (Amersham Bioscience).
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8.11 Determinacion del estado redox mediante el cociente GSH/GSSG

8.11.1 Determinacién del GSH

Para realizar el ensayo se sembraron 5410° astrocitos, los cuales se
despegaron con gendarme y se centrifugaron a 14000 rpm a 4°C durante 20
min. El boton se resuspendio en 3.75mL de fosfatos/EDTA, del cual se tomaron
500uL para proteina y al resto del homogenado se le agregé 1mL de H3POs3, el
cual se centrifugd a 4°C a 1500rpm por 10min; a continuacion se tomaron
0.5mL de sobrenadante mas 4.5mL de buffer de fosfatos-EDTA, del cual se
tomaron 100pLde la dilucion y se les agregaron 1.8mL de buffer de fosfatos-
EDTA mas 100uL de OPA. Estos se mezclaron y se incubaron a TA por 15min.
Finalmente, se leyeron con su respectiva curva con 1ug/mL de buffer de
solucion stock de GSH en un fluorémetro a una emision de 420nm y excitacion
de 350nm, con SLIT de 5.

8.11.2 Determinacion de GSSG

Para determinar el GSSG, se realiz6 el mismo procedimiento que para el GSH,
pero después de centrifugar, se tomaron 0.5mL de sobrenadante a los cuales
se les agregaron 200uL de N-etilmaleimida (0.04M) y se dejaron incubar a TA
por 30 min para permitir la interaccibn con el GSH. A continuacion, se les
agregaron 4.3 mL de NaOH (0.01N) mas 100uLde la mezcla y 1.8mL de buffer
de fosfatos/EDTA, ademas delOOuL de OPA, y se procedio a incubar por
15min a TA. Finalmente, se leyeron las muestras junto con su curva de 20ug/mi
de buffer de solucion stock de GSSH en un fluorbmetro a una emision de

420nm y excitacion de 350nm, con SLIT de 5.
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8.12 Analisis estadistico

Todos los datos representan al menos tres experimentos independientes por
grupo experimental, realizados por triplicado. Los datos reportados son la
media de los valores +D.S., y los resultados fueron analizados usando la
prueba paramétrica de ANOVA de una sola via, seguida de una prueba de

Tukey-Kramer. Se consideraron multiples intervalos de significancia (P<0.05,
P<0.01, P<0.001).
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9. RESULTADOS.

9.1 Cultivos primarios de astrocitos

Se aislaron e identificaron astrocitos de la corteza cerebral de ratas de la cepa
Wistar provenientes de individuos recién nacidos (3 dias), adultos (9 meses) y
seniles (24 meses). Los astrocitos fueron identificados utilizando técnicas
inmunoldgicas, determinando la presencia de la Proteina Acida Fibrilar de la
Glia (GFAP), una proteina de los filamentos intermedios del citoesqueleto, la
cual se utiliza como un marcador caracteristico de los astrocitos del Sistema
Nervioso Central. En la Figura la se muestra una imagen representativa de
microscopia confocal de los cultivos primarios de astrocitos, en la cual se
observa la presencia de la proteina GFAP en rojo (anticuerpo secundario
ALEXA 594), asi como los nucleos celulares en azul (Hoechst).Se determind el
porcentaje de astrocitos en el cultivo cuantificando el nimero de células totales
entre el numero de células positivas a GFAP x 100. Los resultados mostraron
gue los cultivos obtenidos estaban conformados en mas del 90% de astrocitos.
Asi mismo, se determinaron los niveles de expresion de la proteina GFAP en
los cultivos de astrocitos provenientes de animales de diferentes edades y no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Figura
1b), confirmando que una vez estandarizado el aislamiento de los astrocitos, el

namero de estas células era equivalente en los tres grupos estudiados.
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Figura la :Caracterizacién inmunocitoquimica de astrocitos provenientes de la corteza de cerebro de ratas de diferentes edades, neonatas (3
dias), adultas (9 meses), seniles (24 meses). Los astrocitos fueron identificados por ser positivos a la proteina GFAP e identificados en color
rojo (ALEX A 594), los nicleos fueron tefiidos en azul (Hoechst). El porcentaje de células positivas se detemmino contando el nimero total de
células entre el nimero de célulasposticasa GFAPx 100.
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Figura 1b: Anélisisde los nivelesde expresién de la proteina GFAP de extractosde proteinasprovenientesde cultivosprimariosde
astrocitosde diferentesedades,neonatas(3 dias, barraabierta),adultas(9 meses,barraasurada)y seniles(24 meses, barranegra)fueron
evaluadosmediante la técnica de Western blot. Los valores representan la media de 3 experimentosindependientes D.S.; Las
diferenciasestadisticasfueron determinadasmedianteuna pruebade ANOVA, con una pruebade comparacionesnultiples de Tukey-
Kramer con unasignificaciade p=0.05.



9.2 H,O, como control positivo de dafio oxidante

Puesto que los dos agentes neurotoxicos que se evaluaron en este trabajo, se
basan en una parte importante de su mecanismo de accion en la generacion de
dafio celular oxidante, se utilizé al H,O, como control positivo. Para determinar
la concentracion adecuada de H,O; necesaria para generar el dafio oxidante,

se realiz6 una curva dosis respuesta.

Los resultados de la Figura 2 muestran que la viabilidad y funcionalidad celular
disminuyen de manera dosis dependiente a la concentracién. Como se puede
observar en la Figura 2, el tratamiento con una concentracion de 100uM
disminuye en un 50% la viabilidad y funcionalidad celular, mientras que las
concentraciones de 200 y 400uM lo hacen en mas del 75%, por lo que la dosis

gue se empled para evaluar el dafio oxidante fue la de 100uM.
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Figura 2: Viabilidad y funcionalidad celular de astrocitos provenientes de ratas neonatas tratadas con diferentes concentraciones
de H,0, durante 1 hora de exposicion. La viabilidad celular fue determinada mediante la técnica de exclusion de azul tripano
(Barras azuradas). La funcionalidad celular fue determinada mediante la técnica de MTT (Barras abiertas). Todos los
experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes. Los valores representan la media D.S. Para
determinar las diferencias entre los tratamientos, se aplicé una prueba estadistica de ANOVA y posteriormente una prueba de
comparaciones mdltiples de Tukey -Kramer. (*) p?0.05, (**) p?0.01, (***) p?0.001
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9.3 Efectos citotoxicos a tiempos largos de exposiciéon al MPP+ y B-

amiloide

Para determinar cual agente neurotoxico presenta un mayor efecto diferencial
entre los cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas neonatas y
adultas, se traté a los cultivos con dichos toxicos por 72 h. Los resultados
muestran que ambas toxinas son capaces de disminuir la viabilidad y
funcionalidad celular de una manera significativa (Figuras 3A y 3B). La
viabilidad celular disminuyé aproximadamente en un 60% en respuesta al
tratamiento con el B-amiloide (p<0.01), 80% en el tratamiento con MPP+
(p=<0.01) y 95% en el tratamiento con H,O; (p<0.001); todos con respecto al
control (Figura 3A). La funcionalidad mitocondrial fue severamente afectada
(Figura 3B) y disminuy6 aproximadamente entre el 60 y 70% cuando los
astrocitos fueron expuestos al B-amiloide (p<0.05), o totalmente abatida en los
tratamientos con MPP+ o H,0O, (p<0.01). Sin embargo, aunque que los
resultados muestran un efecto méas evidente en la funcionalidad mitocondrial en
comparacion a la evaluacion de la viabilidad celular, no se observaron
diferencias entre los grupos de astrocitos de neonatos y adultos.

Al evaluar el dafio oxidante inducido con las dos toxinas, se pudo observar que
a tiempos largos (72h) ambas pueden inducir un incremento en la
lipoperoxidacién (Figura 3C), asi como en la oxidaciéon de proteinas (Figuras 4A
y 4B), sin embargo, nuevamente no se observaron diferencias significativas
entre los dos grupos de edad analizados, por lo que se decidi6 evaluar los

efectos de los toxicos a tiempos mas cortos.
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Figura 3. Efectos citotéxicosde la exposicion prolongada al ?-amiloide y a 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) en
cultivos de astrocitos de rata. Viabilidad Celular (A), Funcionalidad mitocondrial (B) y lipido peroxidaciéon (C)
Fueron determinadas en cultivos de astrocitos de ratas provenientes de animales, neonatos y adultos

después de 72 horas de tratamiento con cada una de las toxinas, como fue descrito en materiales y métodos.
Cada punto representa la media D.S de nueve determinaciones en tres experimentos independientes . Los
valores de significaancia con respecto al control fueron: *(P<0.05),**(P<0.01), ***(P<0.001).
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Figura 4: Determinacion de los niveles de proteinas oxidadas después de la exposicién por tiempo prolongado al -amiloide y al 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+) en cultivos de astrocitos de ratas. Oxiblots representativos obtenidos de cultivos primarios de astrocitos de ratas
neonatas (A) y adultas (B) Después de 72 horas de exposicion a las toxinas p-Amiloide ,MPP+y H202 (como control positivo de toxicidad
oxidante). El control negativo (NC) y el control positivo (PC) son estandares internos provistos en el kit comercial. Los oxiblots fueron
realizados 2 vecesen tres experimentos independientes, como se describi6 en Materiales y Métodos.

9.4 Efectos citotéxicos a tiempos cortos de exposicion

Para evidenciar la posible respuesta diferencial de las células al efecto de los
agentes toxicos en los diferentes grupos de astrocitos evaluados, se realizaron
los mismos experimentos a tiempos cortos de exposicion. La Figura 5 muestra
los datos obtenidos después de 5 h de exposicion a las toxinas. En lo que se
refiere al tratamiento con B-Amiloide, se observé una disminucion en la
viabilidad celular en un 40% y en la funcionalidad mitocondrial de
aproximadamente el 60-70% cuando se compararon con respecto a las células
control no tratadas (Figura 5A, 5B); no obstante, cuando la células provenientes
de adultos fueron comparadas con las provenientes de neonatos, no
presentaron diferencias significativas. En lo que se refiere al tratamiento con el
MPP+ se observd una disminucién significativa en la viabilidad celular en los
dos grupos analizados al compararlas con sus controles (50 y 55%
respectivamente), pero cuando se compararon uno con el otro, no se
observaron diferencias (Figura 5A). De manera interesante, cuando se analizd
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la funcionalidad mitocondrial, se observo una disminucion significativa en los
astrocitos tratados con MPP+ en comparacion con sus respectivos controles, y
de igual manera se observaron diferencias significativas al comparar ambos
grupos experimentales. Los astrocitos provenientes de neonatos disminuyeron
su funcionalidad mitocondrial en un 50%, mientras que los provenientes de
adultos disminuyeron su funcionalidad mitocondrial aproximadamente en un
88%(Figura 5B). Un resultado similar fue observado en las células tratadas con
H,O,, en las cuales se presentd una disminucion en la funcionalidad
mitocondrial mucho mas evidente en las células provenientes de animales
adultos. La Figura 5C muestra los resultados de los experimentos de
lipoperoxidacion después de la exposicion de los astrocitos a los dos diferentes
toxicos. Se puede observar que ambas toxinas incrementaron el dafio oxidante
en lipidos cuando se compararon con respecto a las células control:3-amiloide
(P<0.05), MPP+ (P<0.01) y H,0, (P<0.001).

Para apreciar mejor las diferencias en cuanto a los agentes toxicos utilizados,
los extractos proteicos obtenidos después 5 h del tratamiento con las toxinas se
corrieron en un gel para astrocitos provenientes de neonatos (Figura 6A) y otro
de adultos (Figura 6B). Los resultados muestran que los astrocitos tratados con
MPP+ y con H,O, presentan niveles altos de dafio oxidante, mientras que las

tratadas con 3-Amiloide muestran un dafio oxidante moderado.
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Figura 5. Efectos citotoxicos de exposicion a tiempos cortos del B-Amiloide y del 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) sobre cultivos de
astrocitos de rata. Viabilidad Celular (A), Funcionalidad mitocondrial (B) y Lipidoperoxidaciéon (C) Fueron determinadas en cultivos
primarios de astrocitos de la corteza cerebral provenintes de animales neonatos y adultos después de 5 horas de exposicioncon
cad una de las toxinas, como fue descrito en materiales y Métodos. Cada punto representa la media + S.D. de 9 determinaciones
realizadas en tres experimentos independientes. La significancia estadistica con respecto al control de células no tratadas fue
considerada de la siguiente manera: *(P<0.05), **(P<0.01), ***(P<0.001). Las diferencias estadisticas entre adultos y neonatos
fueron designadas con el simbolo # (P<0.05).
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Figura 6: Determinacion de los niveles de proteinas oxidadas después de la exposicion por tiempos cortos al B-amiloide y al 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+) en cultivos de astrocitos de ratas. Oxiblots representativos obtenidos de cultivos primarios de astrocitos de ratas
neonatas (A) y adultas (B) Después de 5 horas de exposicion a las toxinas B-Amiloide ,MPP+ y H202 (como control positivo de toxicidad
oxidante). El control negativo (NC) y el control positivo (PC) son estandares internos provistos en el kit comercial. Los oxiblots fueron
realizados 2 veces en tres experimentos independientes, como se describi6 en Materiales y Métodos.

9.5 Experimentos dosis-respuesta con téxico MMP+ incluyendo astrocitos

provenientes de ratas seniles

Los resultados presentados hasta este momento muestran que el MPP+
reduce la viabilidad y funcionalidad celular de manera mas evidente que el B-
amiloide, asi mismo, se observaron diferencias entre los dos grupos analizados
Unicamente en los tiempos cortos de exposicion (5 h), sugiriendo que a una
exposicién prolongada (72 h), las células presentan dafios tan severos que es
imposible observar diferencias entre los tratamientos analizados. Es por esto
gue en el afan de estudiar si existe una mayor susceptibilidad al toxico MPP+
en los astrocitos en funcion de la edad, se aislaron astrocitos de ratas seniles
(24 meses) para compararlos con astrocitos provenientes de ratas adultas y
neonatas, pero empelando dosis bajas del toxico (10, 25, 50 y 100uM) y

reduciendo los tiempos de exposicion (5, 3y 1 h).

A partir de este momento, todos los experimentos que se realizaron en este
trabajo fueron con tres grupos de edad y se identificaran en las figuras
empelando la nomenclatura en inglés, que es la que se usé en el articulo:

1. OA a los provenientes de animales seniles (old astrocytes)

2. AA a los de ratas adultas (adult astrocytes) y

3. NA a los de neonatos (newborn astrocytes)
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9.5.1 abilidad

Nuestros resultados muestran que las concentraciones altas de MPP+ (50 y
100 uM) por 5y 3 h, siguen siendo tratamientos letales para los astrocitos OA y
AA (95% de muertes) (Figura 7A, 7B). Asi mismo, a las 5 h (Figura 7A), se
puede observar que aun en la concentracion mas baja analizada (10uM), 63%
de los OA, y 57% de los AA y NA mueren, lo que indica que aunque se usen
concentraciones mas bajas, 5h de tratamiento siguen siendo letales.. Los
experimentos realizados a las 3h tampoco muestran diferencias entre los
grupos de edad, ademas de que se observa una elevada taza de muerte (mas
del 50%) aun en los tratamientos con concentraciones bajas del téxico.
Finalmente, sélo durante el tratamiento con MPP+ a 1h fueron apreciables las
diferencias entre los tres grupos analizados. Se observd que los OA muestran
una elevada sensibilidad a la toxina incluso a bajas concentraciones (10 y
25uM), mientras que una diferencia significativa entre los AA y NA solo se
observd en el tratamiento con 50uM de MPP+. Especificamente, a 25uM de
MPP+, disminuy6 la viabilidad en un 22% para NA, 35% para AA y 45% para
OA (p<0.05); mientras que en el tratamiento con 50uM la viabilidad celular
disminuyd 22% para NA, 35% para AA y 45% para OA (p<0.05), y al00uM
disminuy6 en 30% para NA, 40% para AA 'y 60% para OA (p<0.05) (Figura 7C).
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Figura 7. Viabilidad Celular de astrocitos tratados con 1-metil-4—fenil piridinio (MPP+): Curva dosis respuesta.
Cultivo de astrocitos primario provenientes de ratas neonatas, adultas y seniles fueron tratadas con diferentes
concentraciones de MPP+ (10, 25, 50 and 100 uM) for 5 (A), 3 (B) and 1 hora (C). La viabilidad celular fue determinada
como se describié en material y métodos, y fue normalizada con respecto al cultivo de neonatos sin tratamiento como
control, el cual fue considerado el 100%. El tratamiento con 100 uM de H,O, durante 1 hora fue considerado como
control positivo del dafio oxidante. Cada punto representa la media = la desviacion Estandar de nueve
determinaciones realizadas en tres experimentos independientes. La significancia estadistica con respecto a las
células no tratadas fue la siguiente: *(P<0.05),**(P<0.01),**(P<0.001) . La diferencia estadistica entre AA y OA vs. NA
tratadas con la misma concentracién de MPP+ fue sefializada con: & (P<0.05); La diferencia estadistica entre AA vs.
OA tratadas con la misma concentracion de MPP + fue sefialada con: # (P<0.05).
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9.5.2 ionalidad Celular

En concordancia con estos resultados, tampoco se observaron diferencias
entre los grupos, en la funcionalidad celular en los tratamientos de 3 y 5 h
(Figura 8A y 8B). Después de 5h de tratamiento con 10uM de MPP+, los OA
muestran una disminucion del 43% en la funcionalidad celular, mientras que en
los AA y los NA soOlo se observdo una disminucién del 17 y 10%,
respectivamente. A concentraciones elevadas (100uM), los OA y AA
disminuyeron su funcionalidad en 75% y los NA en un 60%. En contraste,
después de 1 h de exposicion a la concentracién de 25uM, se observd una
disminucion en la funcionalidad celular de 10% en los NA, 20% en AA 'y 24% en
los OA (p<0.001) (Figura 8C).

© 1] Neonatas
E 100 | Adultas
8 B seniles
©
2 80
o
o
3
= 60 |
8 waw BRE
8 Stk
.-9 40 I
E kkk hkk
c
(@]
o 207+
5
L.
[J]
S CTR  H,0, 25 50 100
MPP+ [pM]
8A

45



1%

o8

%de Funcionalidad conrespectoal control

—h

()] =N (=2} o o
o o o o o o
]

d190

T

(W] +ddin

001

solues [
SelNpY kRSN

sereuosN ]

00]
(99)

% de Funcionalidad conrespectoal control

—h

[y = =2 o o
(= (= (= o o o
1

d19

“0°H

£

oL
1-%1-

G¢
g wex

!ﬁ_#
*Ex

Fres

[nA] +ddIN

yxx ¥FEF

rEy

ool

sa1ees
selnpy m
SeljeuosN D




Figura 8. Funcionalidad Celular en astrocitos tratados con 1-Metil-4-fenil piridinio (MPP+): Curva
dosis respuesta. Cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas neonatas, adultas y seniles
fueron tratadas con diferentes concentraciones de MPP+ (10, 25,50 y 100 puM), durante 5 (A), 3
(B) y 1 hora (C). La funcionalidad celular fue determinada mediante el ensayo de MTT como se
describié en materiales y métodos, y fue normalizada con respecto a los NA como control, el cual
fue considerado como el 100%. El tratamiento con 100uM de H,O, durante 1 hora fue
considerado como control positivo de dafio oxidante. Cada punto representa la media + la
desviaciéon estandar (DS) de nueve determinaciones en tres experimentos independientes. La
significancia estadistica con respecto a las células no tratadas fue sefializado como: *(P<0.05),
**(P<0.01), **(P<0.001). La diferencia estadistica entre AA y OA vs. NA tratadas con la misma
concentracién de MPP + fue marcada como: & (P<0.05); Las diferencias estadisticas entre AA vs.
OA tratadas con la misma concentracion de MPP+ fue sefialada con: # (P<0.05).

9.5.3 fio oxidante a lipidos

Posteriormente se realizaron experimentos de lipoperoxidacion para determinar
el dafio oxidante a las concentraciones y tiempo de exposicion del experimento
anterior. Nuestros resultados muestran un incremento significativo en la
lipoperoxidacion, el cual se puede observar desde la menor concentracion
analizada (Figura 9). De acuerdo con los datos previos obtenidos, se observan
diferencias entre los grupos de edades, a partir del tratamiento de 1 hora con
las concentraciones de 25 y 50uM de MPP+. Particularmente, la
lipoperoxidacion incrementa 0.5 veces en NA, 2.7 veces en AA 'y 3 veces en
OA (p<0.001). Los astrocitos expuestos a 50uM de MPP+ incrementaron el
dafio oxidante en lipidos 3 veces en NA, 3.6 veces en AA y 3.9 veces en OA
(p<0.001) (Figura 9C).
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Figura 9. Lipoperoxidacion en astrocitos tratados con 1-Metil-4-fenil piridinio (MPP+): Curva
dosis respuesta. Cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas neonatas, adultas y seniles
fueron tratadas con diferentes concentraciones de MPP+ (10, 25,50 y 100 pM), durante 5 (A), 3
(B) y 1 hora (C). La lipoperoxidacion fue determinada como se describié en materiales y métodos,
y fue normalizada con respecto a los NA como control, el cual fue considerado como el 100%. El
tratamiento con 100uM de H,O, durante 1 hora fue considerado como control positivo de dafio
oxidante. Cada punto representa la media * la desviacion estandar (DS) de nueve
determinaciones en tres experimentos independientes. La significancia estadistica con respecto a
las células no tratadas fue sefializado como: *(P<0.05), **(P<0.01), ***(P<0.001). La diferencia
estadistica entre AA y OA vs. NA tratadas con la misma concentracion de MPP + fue marcada
como: & (P<0.05); Las diferencias estadisticas entre AA vs. OA tratadas con la misma
concentracion de MPP+ fue sefialada con: # (P<0.05).

9.5.4 Ao oxidante a proteinas

El dafio oxidante a proteinas evaluado por el aumento en la concentracion de
grupos carbonilos aumento6 1.4 veces (p<0.01), 2.1 veces (p<0.01) y 2.5 veces
(p<0.01) con respecto a los controles en los tratamientos con 25, 50 y 100uM
de MPP+ respectivamente para los neonatos; para los adultos el incremento en
carbonilos fue de 2.75 veces (p<0.01), 3 veces (p<0.01) , 7 veces (p<0.001)y 9
veces (p<0.001) con respecto al cultivo no tratado, para los tratamientos de 10,
25, 50 y 100uM de MPP+ respectivamente y para los seniles la diferencia en
el incremento de proteinas oxidadas fue de 2.7 veces (p<0.01), 3.2 veces
(p<0.01), 6 veces (p<0.001) y 13 veces (p<0.01) con respecto a los grupos no
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tratados con las concentraciones de 10, 25, 50 y 100uMde MPP+ durante 1
hora (Figura 10).
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Figura 10. Determinacion de carbonilos en astrocitos tratados con 1-Metil-4-fenil piridinio
(MPP+): Curva dosis respuesta. Cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas neonatas,
adultas y seniles fueron tratadas con diferentes concentraciones de MPP+ (10, 25,50 y 100 puM),
durante 1 hora. La determinacién de proteinas oxidadas fue determinada mediante el ensayo
Oxiblot como se describié en materiales y métodos, y fue normalizada con respecto a la expresion
relativa de actina y se normaliz6 con respecto a los cultivos de NA como control, el cual fue
considerado como el 100%. Cada punto representa la media + la desviacion estandar (DS) de
nueve determinaciones en tres experimentos independientes. La significancia estadistica con
respecto a las células no tratadas fue sefializado como: *(P<0.05), **(P<0.01), ***(P<0.001). La
diferencia estadistica entre AA y OA vs. NA tratadas con la misma concentracion de MPP + fue
marcada como: & (P<0.05); Las diferencias estadisticas entre AA vs. OA tratadas con la misma
concentracion de MPP+ fue sefialada con: # (P<0.05).
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9.6 Incremento en la expresion de Nrf2

9.6.1 abilidad celular durante el tratamiento con tBHQ

Para tratar de contrarrestar el dafio oxidante inducido por el MPP+, se emple6
el antioxidante tBHQ que activa a Nrf2 e induce su expresion. Sin embargo,
para determinar la dosis a emplear en los cultivos de astrocitos, se realizé una
curva dosis-respuesta de tBHQ (10, 25, 50 y 100uM) durante 24 h. Los
resultados muestran que un hubieron cambios significativos en la viabilidad
celular de los NA durante los tratamientos con 10, 25 y 50uM de tBHQ, y las
diferencias significativas se presentan Unicamente en los tratamientos con 75 y
100uM, donde se observa una disminucién de la viabilidad del 40 y 80%
respectivamente. Por otra parte, se observo que los cultivos de AA y OA fueron
méas susceptibles al tratamiento con tBHQ, ya que los AA disminuyen su
viabilidad en un 45, 65 y 85% en los tratamientos con 50,75 y 100uM
respectivamente; mientras que los OA disminuyen 45, 88 y 92% durante esos

mismos tratamientos. (Figura 11).
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Figura 11: Viabilidad de astrocitos con tratamiento de tBHQ. Los astrocitos provenientes de Neonatas (NA), Adultos (AA) y
Seniles (OA), fueron tratados con tBHQ durante 24 horas y posteriormente se evalud la viabilidad celular mediante la técnica de
exclusion de azul tripano como se describié en materiales y métodos. Los datos se normalizaron con respecto al cultivo de NA no
tratados el cual fue considerado el 100%. %. Cada punto representa la media * la desviacibn estandar (DS) de nueve
determinaciones en tres experimentos independientes. La significancia estadistica con respecto a las células no tratadas fue
sefializado como: *(P<0.05), **(P<0.01), ***(P<0.001). La diferencia estadistica entre AA y OA vs. NA tratadas con la misma
concentracion de MPP + fue marcadacomo: & (P<0.05);
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9.6.2 xpresion de Nrf2 total

Posteriormente, se evaluaron los niveles de expresion de Nrf2total en los
astrocitos tratados so6lo con aquellas concentraciones en las que no se modifico
la viabilidad celular. Los cultivos primarios de NA tratados tBHQ presentaron un
incremento en la expresion relativa Nrf2 de 7 veces en la concentracion de
10pM (p<0.01), 13 veces con 25uM (p<0.01) y 23 veces con 50uM (p<0.001)
con respecto de su control no tratado. Los cultivos de AA incrementaron sus
niveles de Nrf2 significativamente9 veces (p<0.01) y 19 veces (p<0.001) con 10
y 25uM de tBHQ respectivamente. Finalmente los astrocitos OA presentan un
incremento de 9 veces en los tratamientos con 10uM (p<0.01) y de 24 veces
(p<0.001) con 25uM tBHQ (Figura 12A 'y 12B).
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Figura 12. Expresion de Nrf2 en astrocitos tratados con tBHQ. Los NA, AAy OA fueron expuestos a diferentes
concentraciones de tBHQ (10, 25 y 50uM para NA y 10 y 25uM para los AA y OA) durante 24 horas.
Posteriormente se determind la expresion relativa de Nrf2 mediante Western blot, como se describié en Materiales
y Métodos. A)Western Blot representativo de la expresion de Nrf2. B) Andlisis densitométrico de la expresion
relativa de Nrf2. Los resultados presentados son la media + la DS de tres experimentos independientes. La
significancia estadistica fue sefialada con respecto a las células no tratadas con: (P<0.05), **(P<0.01),
***(P<0.001). Ladiferencia estadistica entre los tratamientos con tBHQ fue marcada como: & (P<0.05);

9.7 tBHQ induce la translocacion nuclear de Nrf2

La translocacion nuclear fue determinada mediante inmunofluorescencia a
diferentes tiempos posteriores a la exposiciébn de tBHQ, iniciando desde los
primeros 30 min hasta 24 h, (0.5, 1, 2, 3, 6, 12, y 24 horas). Aunque se evalué
la translocacion a los tiempos mencionados, en la Figura 13 Unicamente se
muestran algunas imagenes representativas de diferentes tiempos
seleccionados en orden creciente, para los diferentes grupos estudiados: NA
(Fig. 13A), AA (Fig.13B) y OA (Fig.13C). Se puede observar que en general,
los niveles de Nrf2 estan incrementados desde los primeros tiempos evaluados
y se mantienen altos hasta las 24 h. Asi mismo se observa la presencia de Nrf2
en el ndcleo en las primeras 4 horas posteriores al tratamiento con tBHQ, esta
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presencia de Nrf2 en el nicleo se mantiene durante todo el tratamiento,
especialmente en los NA 'y AA.

Para analizarla translocacion nuclear de Nrf2, se marcé el DNA con DAPI y se
determinaron la co-localizacion de este factor en el nucleo utilizando el
programa ZEN 2010 con la versién 6.0.La Figura 13D muestra los resultados
de la co-localizacion de Nrf2 en una gréfica representativa de un analisis en un
plano, empleando los datos de todos los tiempos analizados. Como se habia
mencionado, se observa un incremento en la expresion de Nrf2 en todos los
puntos evaluados, cuando se les compara con los no tratados. Las imagenes
muestran un evento dinamico en cuanto a la presencia de Nrf2 en el nucelo, ya
gue pareciera que en momentos tiende a salir, no obstante es sorprendente
que este factor de transcripcion se encuentre localizado por tiempos tan
prolongados en el nucleo. El hecho de encontrar niveles tan elevados de Nrf2
en el citosol sugieren un probable proceso de sintesis de novo, por lo que estos
resultados concuerdan con Western blot de los niveles de expresion de Nrf2
presentado en la figura 12B.
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Figura 13: Translocacion Nuclear de Nrf2 después del tratamiento con tBHQ. Los astrocitos primarios fueron tratados con
tBHQ durante 24 horas y Se realiz6 un ensayo inmunohistoquimico a diferentes intervalos de tiempo (0, 0.5, 1, 2, 3,6 ,9 ,12y 24 ).
La figura muestra tres puntos representativos de la translocacion nuclear de Nrf2 mediante la técnica de microscopia confocal y
analizada con el software ZEN 2010 de Carl Zeiss .

A: La microscopia confocal muestra imagenes representativas de la translocacion nuclear de Nrf2 en cultivos primarios de astrocitos
de recién nacidos (NA) a los 30 minutos, 1y 24 horas.

B: Las micrografias confocales muestran tiempos representativos de la translocacion nuclear de Nrf2 en cultivos primarios de
astrocitos de adultos (AA) alos 30 minutos y a las 3y 24 horas.

C: Las imagenes muestran tres tiempos representativos de la translocacion nuclear de Nrf2 en cultivos de astrocitos séniles
después del tratamiento con tBHQ a los 30 minutos y a las 3 y 24 horas.

D. La figura muestra el andlisis de la co-inmunolocalizaciéon nuclear de Nrf2 (Verde) con el marcador de DNA DAPI (Azul) , la gréafica
muestra el andlisis de todos los tiempos evaluados (0.5, 1, 2, 3, 6, 9 12 and 24 h) después del tratamiento con tBHQ. El andlisis se
realiz6 en un sélo plano mediante el software Zen 2010 versién 6.0. Cada punto representa la media D.S. de tres determinaciones
realizadas en experimentos independientes. NA (Barra s en blanco), AA (Barras asuradas), OA (Barras en negro). La significancia
estadistica fue determinada con respecto a cada uno de los cultivos no tratados (NT): *(P<0.05), ** (P<0.01) y *** (P<0.001).

9.8 Nrf2 se encuentra unido a su elemento de respuesta en el DNA (ARE)

Unicamente en tiempos cortos

Puesto que se encontr6 que Nrf2 permanecia en el nucleo por tiempos
prolongados, se decidié determinar si durante su presencia en el nucleo, Nrf2
se encontraba unido a su secuencia consenso en el DNA, el elemento ARE,
mediante un ensayo de EMSA, durante los todos los tiempos evaluados
anteriormente. Los resultados de la figura 14 muestran que Nrf2 solo encuentra
unido a su secuencia de DNA a tiempos cortos. En particular en NA, Nrf2 se
encuentra unido a su secuencia ARE desde los 30 min y hasta las 2 h, con un
punto maximo a la hora (Figura 14A), mientras que en los AA se observa una

activacion mas prolongada de Nrf2, que va desde los 30 min y hasta las 3 h
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(Figura 14B). En OA, Nrf2 sélo se observa activa por un corto periodo de
tiempo a los 30 min (Figura 14C). De modo que, aunque Nrf2 permanece en el
nacleo durante 24 h, la respuesta antioxidante mediada por Nrf2 sélo se
presenta durante periodos cortos posteriores a la exposicién con tBHQ.
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Figure 14. Nrf2unido a su elemento de respuesta en el DNA.

La unién de Nrf2 a su elemento de respuesta antioxidante (ARE) en el DNA fue determinada mediante un ensayo de
retardo de la movilidad electroforética (EMSA).

A. La figura representa la unién de Nrf2 a ARE en cultivos de astrocitos NA tratados con tBHQ (50 pM) y evaluad a
diferentestiempos 05,1, 2,3,6,912y 24 h.

B. Un EMSA representativo de cultivos primarios de AA tratados con tBHQ (25 uM) durante 0.5, 1, 2, 3,6, 9 12 and 24 h.

C. Imagen representaiva de un EMSA de cultivos primarios OA tratados con tBHQ (25 uM) durante 0.5, 1, 2, 3, 6, 9 12
and 24 h.

NT representa la células no tratadas. El ensayo de unién a la sonda no marcada (CP) fue realizada utilizando 90 % de la
sonda no marcaday 10% de la sonda marcada. Las figuras representan los geles de tres experimentos independientes.

9.9 Incremento en la expresion de y-GCS y GST

Nrf2 es un factor de transcripcion que regula la expresion de diferentes
proteinas involucradas en la respuesta celular antioxidante, entre las que
destacan la gamma glutamil cisteinasintetasa (y-GCS) una enzima clave en la
regulaciéon de la sintesis de novo de GSH y la glutationsulfidril transferasa
(GST) una enzima muy importante en la respuesta antioxidante de la fase 2 de
destoxificacion. Al evaluar los niveles de expresion de dichas enzimas se
encontré un incremento de la enzima GST en los cultivos de NA con respecto a
su control no tratado en 2, 1.8 y 2.5 veces en los tratamientos con 10, 25 y
50uM de tBHQ respectivamente; mientras que los niveles la y-GCS se
incrementaron solo en una vez, durante en el tratamiento con 50uM de tBHQ
(Figura 15B). Los cultivos de AA, presentaron un incremento del 2.4 y 2.7veces
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en la expresion de la GST (p<0.001) y del 1.2 y 1.8 veces en la expresion de la
y-GCS (p<0.01) en los tratamientos con 10 y 25uM de tBHQ respectivamente
(Figura 15B). En OA, GST aument6é 1.6 y 1.4 veces (p<0.01) en los
tratamientos con 10 y 25uM respectivamente, y no se observé una diferencia
significativa entre ambos tratamientos. Finalmente el tratamiento con 25uM
incrementd los niveles de y-GCS de manera significativa en un 1.60 veces

(p<0.01) con respecto a su control (Figura 15B).
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Figura15. Respuesta antioxidante en astrocitos pre-tratados con tBHQ.

A. Los astrocitos primarios obtenidos de organismos de diferentes edades fueron pre-tratados con diferentes
concentraciones de tBHQ durante 24 horas y posteriormente se determind los niveles de expresion de las enzimas
reguladas por Nrf2 comolo son GSTy y-GCS mediante western blot.

B. La gréfica representa el analisis densitométrico normalizado con la expresion relativa de Actina como control de carga,
ademas para la normalizacién se consider6 a la células no tratadas como control y fueron consideradas el 100% en cada
uno de los cultivos analizados. Cada punto representa la media D.S. de tres determinaciones realizadas en
experimentos independientes. NA (Barras blancas) AA (Barras asuradas) y OA (Barras negras). La significancia
estadistica fue considerada con respecto a las células NT: *(P<0.05), **(P<0.01); la diferencia entre grupos fue
determinada con respecto a las células NT de los cultivos de NA y marcada con & (P<0.05).

9.10 El pre-acondicionamiento con tBHQ incrementa los niveles de GSH y
protege a los astrocitos de animales viejos de la toxicidad del MPP+

Aln y cuando los resultados mostraron que la induccion de Nrf2 mediante el
tratamiento con tBHQ logré incrementar los niveles de expresion de algunas
proteinas relacionadas a la respuesta antioxidante en los OA, era necesario
determinar si dicho pre-acondicionamiento era capaz de proteger a los OA de
la toxicidad del MPP+.
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Para determinar el estado redox en los astrocitos pre-tratados con tBHQ se
evaluo el cociente GSH/GSSG (Figuras 16A, 16B y 16C). Los niveles de GSH
incrementaron 2.5 veces en OA y 3.5 veces en AA, después del pre-tratamiento
con 25 uM de tBHQ, mientras que un aumento de solo 10% fue observado en
NA (Figura 16A); no obstante cuando se trataron esas mismas células con 50
MM, el aumento fue de 2.5 veces (Inserto en la figura 16A).

Ahora bien, cuando las células se expusieron al toxico MPP+ (25uM por 1 h),
todos los tipos celulares evaluados mostraron un estado redox mas oxidado
(Figura 16C), principalmente por un incremento en los niveles de GSSG (Figura
16B). De manera interesante, se encontrd un incremento de mas de 2 veces de
GSSG en OA (Figura 16B barras negras).

Para determinar los cambios en el estado redox inducidos por el tBHQ, las
células fueron pre-tratadas por 24 h con tBHQ y posteriormente se les agregé
el MPP+ por 1 h. Los resultados mostraron una proteccion en las células que
fueron pre-tratadas con tBHQ. Notablemente, los AA incrementaron los niveles
de GSH (barras rayadas Figura 16A) manteniendo el estado redox en un
estado reducido, ain mas reducido que los astrocitos control (barras rayadas
en la figura 16C) (P<0.001). Finalmente, como se menciond antes,, aunque el
MPP+ incrementd drasticamente los niveles de GSSG en los OA (Barras
negras en la figura 16B), también hay un incremento en los niveles de GSH
debido a la estimulacion con tBHQ (Barra negra en la figura 16A), lo cual logré
mantenerlos niveles redox normales. En el caso de los cultivos de NA tratados
con 50uM de tBHQ, el indice GSH/GSSG permanecié de una manera similar a
los controles no tratados de astrocitos (Figura 16C).

Para verificar el estado fisiologico y la participaciéon de la via tBHQ/Nrf2/ARE en
la proteccion contra los dafios oxidantes, se determind la viabilidad celular en
astrocitos pre-tratados con 25uM de tBHQ y posteriormente expuestos a 25uM
de MPP+ durante 1h. La figura 17 muestra el porcentaje de células viables
después del tratamiento a estas condiciones. Los AA presentaron un
incremento significativo de sobrevivencia del 45% cuando se les compara con
los astrocitos no pre-tratados, mientras que la proteccion contra la muerte
celular en OA fue de alrededor del 60% (p<0.05). Consistentemente con los
datos previos presentados, los NA pre-tratados con 25uM de tBHQ no
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mostraron un efecto protector, pero cuando se trataron con 50uM de tBHQ, se
observ630% de proteccion (Inserto figura 17).

Estos resultados muestran que aun y cuando los OA fueron mas susceptibles a
la toxina (mayor muerte celular observada a 25uM de MPP+: 30% NA, 38% AA
y 52% OA), el pre-tratamiento con tBHQ fue capaz de activar la via Nrf2 y

proteger a las células de una manera moderada contra el dafio oxidante.
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Figura16.indice GSH/GSSG

Los cultivos primarios de astrocitos fueron pre-tratados con 25uM tBHQ durante 24 h y posteriormente se les administré un
tratamientode 1 h del téxico MPP+ con una concentracién de 25 pM.

A . La concentracion de GSH fue determinada por fluorometria como se describié previamente y normalizada por pg de proteina.

B. La concentraciénde GSSG fue determinada por fluorometria como se describié previamente y normalizada por pg de proteina.

C. La gréficarepresenta el cociente entre la concentracionde GSH/GSSG

El inserto en las figuras representa el tratamiento de cultivo primario de NA pre-tratados con 50 uM de tBHQ durante 24 h, seguido
por el tratamiento con MPP+ 25 uM durante 1 hora. NT (No tratadas), NA (Barras blancas), AA (barras asuradas) y OA (Barras
negras). Cada barra representa la media D.S. de 6 determinaciones realizadas en tres experimentos independientes. La
significancia estadistica fue determinada con respecto a las células no tratadas (NT) y sefialadas con: *(P<0.05),
**(P<0.01),***(P<0.001), ademas fueron consideradas las diferencias significativas entre los grupos tratados y los no tratados con
tBHQ y sefialados con: # (P<0.05).
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Figura17. Supervivencia celular después del tratamiento con el tdxico MPP+ en astrocitos pre-tratados con tBHQ
Los astrocitos primarios fueron pre-tratados con 25 yM tBHQ durante 24 horas y posteriormente se les administr6 MPP+
25 puM durante 1 hora. El inserto en la figura representa astrocitos NA pre-tratados con 50 uM tBHQ durante 24 horas,
seguidos de un tratamiento con MPP+ 25 pyM durante 1 hora. NT (No tratados), NA (Barras blancas), AA (Barras
asuradas) y OA (Barras Negras). La viabilidad celular fue determinada mediante la técnica de exclusion de azul tripano
como se describié anteriormente. Cada barra representa la media D.S. de 6 determinaciones realizadas en tres
experimentos independientes. La significancia estadistica fue determinada con respecto a las células no tratadas (NT) y
sefialadas con: *(P<0.05), **(P<0.01),**(P<0.001), ademas fueron consideradas las diferencias significativas entre los
grupos tratados y los no tratados con tBHQ y sefialados con: # (P<0.05).

10. DISCUSION.

No es casualidad que el cerebro sea un érgano sumamente susceptible al dafio
oxidante, considerando que este oOrgano depende totalmente de glucosa y
requiere elevadas concentraciones de oxigeno, ademas de que esta
conformado por grandes cantidades de lipidos insaturados y posee bajos
niveles de enzimas antioxidantes. Es por ello que la etiologia de una gran
cantidad de enfermedades neuroldgicas se han relacionado con el estrés
oxidante (Balillet et al., 2010; Fernandez-Checa et al., 2010).
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En los ultimos afios ha surgido un renovado interés por estudiar a los
astrocitos, ya que se han descrito nuevas caracteristicas de su fisiologia y
funciébn. Recientemente, se ha reportado que los astrocitos regulan la
transmision sinaptica como parte de una sinapsis tripartita (Halassa et al.,
2009), que mantienen la integridad de la barrera hematoenceféalica (Sofroniew y
Vinters, 2010), asi como los niveles de colesterol en el cerebro (Chen et al.,
2012), y la homeostasis del cobre (Scheiber and Dringen, 2012), ademas que
producen antioxidantes que ayudan a proteger a las neuronas. Sin embargo, se
sabe que estas células disminuyen su capacidad neuroprotectora durante el
envejecimiento (Pertusa et al., 2007), lo cual ha evidenciado su importante
participacion en enfermedades neurodegenerativas (Bhat et al., 2012; Molofsky
et al., 2012). Por ello, comprender su fisiologia, la susceptibilidad que tienen a
distintos agentes toxicos en funcion de la edad, y su capacidad de orquestar
una respuesta antioxidante, es esencial para comprender el desarrollo de

dichas enfermedades.

En el presente estudio, comparamos los efectos de concentraciones
equimolares de dos diferentes neurotoxinas (p-amilode y MPP+), que han sido
utilizadas para mimetizar algunas caracteristicas especificas observadas en
algunas enfermedades neurodegenerativas en las cuales se ha observado que
se incrementa la produccion de radicales libres y el estrés oxidante. Para
validar los experimentos, se utilizé6 un control positivo de dafio oxidante a nivel
celular empleando al H,O,,por lo que fue incluido en los demas experimentos
con el propésito de generar comparaciones con los otros agentes toxicos. El
uso de este importante control positivo de dafio oxidante permitié considerar a
nuestros experimentos como satisfactoriamente confiables y reproducibles.

Con respecto a los efectos del p-amiloide, se ha reportado que durante la
progresion de la enfermedad de Alzheimer (AD), la disfuncion neuroldgica es
precedida por el desarrollo de depésitos fibrilares de este péptido (Arnold et al.,
1998). Como se mencion0 previamente, la induccion de astrocitos reactivos, 0
astrogliosis, es necesaria para proteger a las células en el CNS; no obstante,
esta respuesta involucra la liberacion de citocinas pro-inflamatorias, ROS, RNS,
y factores del complemento, entre otros, y todos ellos en conjunto son capaces

de promover el dafio celular (Reale et al., 2012). Se ha observado en estudios
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previos, en condiciones tanto in vivo como in vitro, que el B-amiloide tiene un
efecto toxico sobre las neuronas mientras se activa la astroglia (Malchiodi-
Albedi et al., 2001; Rogers et al., 2002). Es de suma relevancia mencionar que
algunos reportes destacan la capacidad que tienen los astrocitos para proteger
a las neuronas contra los efectos téxicos inducidos por el B-amiloide (Giulian et
al., 1993; Wilson, 1997); mientras que otros autores mencionan que los
astrocitos incrementan la toxicidad del B-amiloide (Hu et al., 1998; Johnstone et
al., 1999; Malchiodi-Albediet al., 2001). Nuestros resultados sugieren que la
disminucion en la viabilidad celular durante los tratamientos a tiempos cortos (5
h) y largos (72 h) de exposicion al B-amiloide se encuentran relacionados con
un mecanismo que involucra la generacion de un estado de estrés oxidante, lo
cual fue confirmado por un incremento en el dafio oxidante a lipidos y
proteinas. No obstante, es importante tomar en cuenta otros factores para
determinar y comprender la toxicidad del B-amiloide. En primer lugar, la
incapacidad celular en el manejo de los niveles de calcio y la disminucion en
las concentraciones de GHS, son probablemente los primeros efectos que se
han reportado como asociados al dafio en astrocitos en un cultivo mixto de
astrocitos/neuronas (Abramov et al., 2005). La disfuncién mitocondrial y el
estrés oxidante también se han implicado como parte del efecto téxico
provocado por el B-amiloide (Bisaglia et al., 2004), lo cual concuerda con los
resultados de este estudio. Por otra parte, estos dos eventos podrian estar
relacionados con la activacién de la NADPH oxidasa, una enzima pro-oxidante,
la cual ha sido propuesta por Abravom et al. 2004 como la principal
generadora del cambio en el estado redox. Aunque se ha reportado que el -
amiloide tiene efectos directos sobre los receptores NMDA y la excitotoxicidad
(Peiia et al., 2006), es poco probable que este mecanismo pudiera ser
responsable de la toxicidad del péptido sobre los astrocitos en nuestro estudio,
ya que no se ha reportado la presencia de receptores NMDA funcionales en
cultivos celulares de astrocitos (Matyash y Kettenmann, 2010).

Asi mismo, nuestros resultados muestran que los astrocitos expuestos al [3-
amiloide (fragmento 25-35) presentaron una ligera resistencia ala toxina, siendo
el modelo menos agresivo de entre las dos toxinas probadas para inducir dafio
oxidante en este tipo celular. Este resultado podria formar parte de un efecto

bifasico del B-amiloide, que ya se ha reportado para los astrocitos en cultivo,
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puesto que se encontrd una resistencia a tiempos cortos de exposicion frente a
diferentes fragmentos de la toxina (Pentreath y Mead, 2004). Aunque en
nuestro estudio, los astrocitos mostraron moderada resistencia, en su mayoria
sufrieron diferentes alteraciones, haciéndolos vulnerables a la toxina por los
mecanismos ya descritos anteriormente. Una consideracion adicional se debe
de establecer de acuerdo a los resultados obtenidos por Paradisi y
colaboradores (2004), quienes encontraron que los astrocitos no expuestos al
B-amiloide podrian estar protegiendo a las neuronas en cultivo, pero cuando
son expuestos al B-amiloide, los astrocitos no sélo son vulnerables ala toxina,
sino que también contribuyen al dafio neuronal.

Todo lo anterior apunta a que los astrocitos desarrollan una resistencia
asociada al tratamiento con B-amiloide, para que después puedan proteger a
otros tipos celulares. No obstante, aun no se sabe con certeza cual podria ser
el mecanismo por el cual logren resistir a la toxicidad inducida por el B-amiloide
u otras toxinas. Al parecer, este mecanismo podria estar relacionado con la
activacion de enzimas antioxidantes (Jeong et al., 2005; Valles et al., 2010).
Por lo tanto, la capacidad antioxidante podria ser la caracteristica fisioldgica
mas importante que tienen los astrocitos para contrarrestar la toxicidad del -

amiloide.

Para analizar los resultados obtenidos con el téxico MPP+, hay que considerar
algunas de sus caracteristicas. Mientras que las neuronas dopaminérgicas son
vulnerables a las acciones toxicas del MPTP debido a su capacidad de retener
y acumular al MPP+, s6lo algunos reportes sugieren que el MPP+ puede
ejercer directamente dafios sobre los cultivos primarios de astrocitos de rata.
Por ejemplo, se ha reportado que el MPP+ puede causar fallas en el
metabolismo energético de los astrocitos por interrupcion de la funcidon
mitocondrial, ademas de alterar sus niveles de glutamato (Di Monte et al.,
1999). Ademas, se ha sugerido que la toxicidad del MPP+ en cultivos de
astrocitos depende del estrés oxidativo y nitrosativo (Tsai and Lee, 1998). Esta
evidencia fue precedida por estudios comparativos en donde se demostro una
capacidad diferencial para acumular MPP+ y expresar la toxicidad entre ratas y
ratones, sugiriendo que los cultivos de astrocitos de la primera especie

acumulan menos MPP+ mientras expresan mayor toxicidad a altas
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concentraciones de este toxico (Tsai and Lee, 1994). Esto es relevante porque,
en contraste con los astrocitos de ratdbn que acumulan mas MPP+ y son mas
vulnerables (Wu et al., 1992), pareceria que la toxina podria estar actuando por
diferentes mecanismos en los astrocitos de ratas. En conjunto, esta evidencia
demuestra que los astrocitos podrian ser vulnerables al MPP+ debido a su
limitada capacidad para contrarrestar las acciones toxicas de este compuesto
una vez que esta disponible en el medio. La relevancia de este estudio es que
proporciona evidencia, por primera vez, sobre la vulnerabilidad de los astrocitos
obtenidos de ratas de diferentes edades. Nuestros resultados obtenidos en los
astrocitos de recién nacidos (NA) concuerdan con los resultados obtenidos por
otros grupos, donde los efectos toxicos se observan en los mismos rangos de
concentraciones (10-100mM) (Chen et al., 2008; Chuang y Chen, 2004; Hu et
al., 2005). De manera similar al efecto observado con el p-amiloide, el MPP+
fue capaz de inducir dafio oxidante a lipidos y proteinas, confirmando que los
patrones ejercidos por estos dos agentes toxicos estan relacionados con
mecanismos pro-oxidantes. Es de destacar que la Unica diferencia significativa
encontrada entre recién nacidos y adultos fue la disfuncién mitocondrial, la cual
se pudo observar en el tratamiento a las 5 h, ya que a tiempos largos (72 h) la
mayoria de las células de ambos cultivos murieron. Este resultado es relevante
ya que el MPP+ es producido en los astrocitos y secretado al espacio
extracelular, donde es selectivamente tomado por las neuronas
dopaminérgicas, causando dafio mitocondrial. Sin embargo, aqui hemos
demostrado que, ademas de los dafios reportados y que se estan llevando a
cabo en las neuronas debido a la transformacion del MPTP en los astrocitos,
también se observa que los mismos astrocitos presentan una susceptibilidad a
ser dafadas por el MPP+.

Después de encontrar una disfuncion mitocondrial significativa en respuesta al
tratamiento con MPP+, decidimos realizar un estudio dosis-respuesta a bajas
concentraciones y tiempos cortos de exposicion, debido a que durante los
tratamientos a tiempos largos de exposicion, el dafio celular fue severo, lo que
no permiti6 observar diferencias significativas entre los grupos de edad
analizados, incluyendo, a partir de este momento, astrocitos provenientes de
ratas seniles (OA). Nuestros datos muestran que las diferencias entre las

grupos de edades fueron mas evidentes después del tratamiento durante 1 h a
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25 y 50uM; en este punto, fue notable la generacion de un estado oxidante
inducido con el MPP+ .Asi, la viabilidad y funcionalidad de los astrocitos
disminuyé de manera significativa en relacion directamente proporcional a la
edad del animal del cual provinieron los astrocitos, mientas que el dafio
oxidante se incrementé en funcion de la edad. Estos resultados se podrian
explicar de acuerdo a la teoria del envejecimiento por radicales libres propuesta
por Harman (1956), la cual postula que la disminucion en las funciones
bioguimicas vy fisiolégicas asociadas al envejecimiento se deben al incremento
del dafio oxidante, el cual es acumulado a lo largo de la vida de un individuo.
Sin embargo, seria interesante investigar si el mecanismo observado en
astrocitos es el mismo en neuronas, especialmente en consideracion de la
mayor susceptibilidad que se encontré en AA'y OA.

También hay que considerar los datos de Chuang y Chen (2004), quienes
reportaron que la linea celular de astrocitoma U373MG responde al estrés
oxidante mediante la eliminacién de las ROS a través del sistema antioxidante
del GSH, pero este soOlo resulta efectivo cuando se administran
concentraciones bajas de MPP+. En otros estudios (Jia et al.,, 2009) se
menciona que los astrocitos de origen humano son capaces de atenuar el dafio
oxidante producido por esta toxina cuando son tratados con el nutracéutico
cruciferous 3H-1,2-ditiol-3-tiona, el cual es capaz de incrementar la expresion
de enzimas antioxidantes de fase 2 y de las que participan en el reciclamiento
del GSH. Por otra parte, es probable que los astrocitos de rata tuvieran la
capacidad de responder al estrés oxidante mediante mecanismos que aun
deben ser determinados. Al mismo tiempo, debe hacerse notar que los
astrocitos de rata y humano son diferentes, y por ello, podrian realizarse
diferentes estudios comparativos en donde queden de manifiesto las
propiedades fisioldgicas de estas ceélulas y su capacidad de respuesta ante el
estrés oxidante. Por lo tanto, hay que tener cuidado con la interpretacion y
extrapolacion de los resultados obtenidos con astrocitos de estas dos especies.
Esto es particularmente relevante para las funciones generales vy
mitocondriales, las cuales se sabe que son cruciales para desarrollar una
resistencia ante la toxicidad del MPP+ a través de diferentes mecanismos,
entre los que se encuentran la adecuada recaptura del glutamato (Di Monte et

al., 1999) a través de los receptores metabotrépicos 1l y Il (Yao et al., 2005).
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Otra contribucion original de nuestro trabajo fue la demostracion del efecto
toxico ejercido por el MPP+ en astrocitos de rata, ya que existe una gran
cantidad de estudios sobre las diferentes condiciones toxicas evocadas por el
MPTP y el MPP+ ya probadas en astrocitos de raton (Di Monte et al., 1992;
Mallajosyula et al., 2008), pero muy pocos en realidad en astrocitos de rata
(Tsai and Lee, 1994). Por lo tanto, todavia es necesario realizar investigaciones
en astrocitos de ratas utilizando otros agentes para comprender de mejor
manera su capacidad de respuesta y sus propiedades fisioldgicas.

En resumen, en cuanto a los dos agentes neurotdxicos estudiados, el hecho de
que ambos actlen a través de mecanismos diferentes sirvio para establecer la
diferente sensibilidad que presentan los astrocitos A cada modelo, ya que el 3-
amiloide produce auto agregacion, inflamacion y excitoxicidad, mientras que el
principal efecto del MPP+ es una accion directa sobre la funcién mitocondrial.
Alun cuando ambos mecanismos convergen en la generacion de estrés
oxidante, en la primera parte de este trabajo se demostr6 una mayor
sensibilidad al MPP+ en los astrocitos adultos y seniles (AA y OA),asi como un
incremento en la lipoperoxidacion y en la oxidacion de proteinas. Esta
diferencia en la susceptibilidad asociada a la edad nos lleva a preguntarnos si
durante el envejecimiento se presenta un incremento en la produccién de las
especies reactivas de oxigeno, o bien si la susceptibilidad diferencial se asocia
a una disminucion en la respuesta celular antioxidante.

Se ha reportado, en estudios realizados en cultivos de astrocitos de ratones
SAMPS8,que existe un incremento en la produccibn de ROS, en la
lipoperoxidacion y en la oxidacién de proteinas con respecto a los cultivos de
astrocitos de SAMR1 (Garcia-Matas et al., 2008).En cuanto a la disminucion de
las defensas antioxidantes, se ha reportado una disminucion en la expresion y
actividad de la enzima y-glutamil-cisteina sintetasa (y-GCS, una enzima que
regula la sintesis de novo de GSH) en diferentes secciones del cerebro de
ratas Fisher. Esta disminucion fue acompafada por una caida en la
concentracion de GSH total (Liu, 2002). En un trabajo similar, se observo, en
cerebro de ratas envejecidas, una disminucion en los niveles de GSH y un
incremento en el GSSG; ademas, se presenté una disminuciéon en la y-GCS y
un incremento en la lipoperoxidacion, y estos resultados fueron acompafnados

por un incremento en la actividad de enzimas que usan al GSH como sustrato,
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como la glutation peroxidasa (GPx), la glutatién sulfhidril transferasa (GST) y la
y-glutamil transpeptidasa (y-GT) (Zhu et al., 2006). Estos resultados sugieren
que en las células de animales viejos hay un deterioro en la respuesta
antioxidante, la cual contribuye al proceso de envejecimiento celular. En
contraparte, se ha reportado un incremento en la produccion del radical
superoxido, en la lipoperoxidacion, en la oxidacion de proteinas y en el
contenido de fierro libre en cultivo de astrocitos seniles; no obstante, se
observd que las defensas antioxidantes no variaron, o incluso se presentaron
incrementadas, sin modificar el que los astrocitos seniles sean mas vulnerables
al dafio oxidante que los astrocitos de neonatos (Papadopoulos et al. 1998;
Goittfried et al. 2002; Klamt et al. 2002). Similares resultados se obtuvieron en
un trabajo reciente en donde se analizaron cultivos celulares de astrocitos
provenientes de individuos de diferentes edades: 1 dia (neonatos), 12 meses
(maduros), 25 meses (adultos) y 31 meses (senescentes).En dicho trabajo se
observé que la capacidad antioxidante y el metabolismo del glutation de los
astrocitos se presentan sin alteraciones en maduros, adultos y senescentes,
por lo que sugieren que el estrés oxidante presente en los cerebros
envejecidos se debe a factores extrinsecos a los astrocitos (Liddell, et al.,
2010).

En los Ultimos afios, se ha reportado un mecanismo para incrementar la
respuesta celular antioxidante; este mecanismo es inducido mediante la
activacion de una region del promotor de diferentes enzimas que participan en
la respuesta celular antioxidante y que poseen esta secuencia CONnsenso
denominada elemento de respuesta antioxidante (ARE). Diferentes factores de
transcripcién pueden unirse a ARE,y entre los mas importantes se encuentra el
Nrf2 (Itoh et al., 1997; Motohashi y Yamamoto, 2004; Osburn et al., 2006). El
grupo de investigacion de Lee y cols.demostré en el 2003 que la activacion de
Nrf2 inducida por el antioxidante fendlico tBHQ es importante, ya que
incrementa la expresion de enzimas antioxidantes como la GST, la y-GCS, y la
NADPH quinona oxidoreductasa (NQO1),lo que le confiere proteccion a cultivos
primarios de astrocitos ante retos oxidantes inducidos con H,O,, y con el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).Este dato ha sido confirmado por
una gran cantidad de grupos de investigacion (Li et al., 2005; FAO/WHO, Kraft
et al., 2004; Yan et al., 2010).
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El Nrf2 es un proteina que se localiza en el citoplasma y continuamente es
degradada durante la homeostasis celular; no obstante, en respuesta a un
desbalance en el estado redox celular, el Nrf2 es liberado de su proteina
represora Keap-1 (Keap-1/Cul3/Rbx1),y posteriormente es translocado al
ndcleo. Nuestros resultados coinciden con la mayoria de los reportes en que la
translocacion de Nrf2 se presenta en las 2 primeras horas posteriores al
desbalance redox (Niture et al., 2010), aunque nuestros datos muestran
diferentes tiempos de translocacién en los distintos grupos de edades
estudiados. Esto tiene sentido si se considera que el fendémeno de
translocacion de Nrf2 puede obedecer a un patron multimodal. Sin embargo,
nuestros resultados difieren de lo reportado en dos aspectos: En primer lugar,
la translocacion nuclear de Nrf2 se encuentra usualmente acompafiada por una
disminucion citosolica de este factor, la cual no se observa en nuestro modelo,
ya que nuestros resultados muestran un incremento en la expresion de Nrf2
total en las células tratadas con tBHQ. En segundo lugar, se ha propuesto que
después de ejercer su accion, el Nrf2 es translocado fuera del nacleo para ser
degradado via proteosoma (Niture et al., 2010), por lo que nuestros resultados
concuerdan con el hecho de que Nrf2 sdlo se une a su elemento ARE por un
periodo corto de tiempo, aunque no es liberado del nucleo durante las primeras
24 horas. Estos resultados son de gran relevancia y podrian explicarse en parte
debido a que la mayoria de los estudios realizados son en lineas celulares, y
no en cultivos primarios. De esta manera, la transduccion de sefiales en
nuestro modelo podria evidenciar mecanismos diferentes a los reportados, y tal
vez represente mejora lo que sucede en un modelo animal. Algunas posibles
explicaciones, las cuales seria muy importante investigar mas a fondo, estan
relacionadas a los procesos de degradacion de Nrf2. Estos procesos tienen
numerosos mecanismos de regulacion, los cuales todavia se encuentran en
debate. Se ha propuesto que algunos miembros de la sub-familia de Src A
cinasa, como Fyn, Src, Yes y Fgr, regulan negativamente los niveles nucleares
de Nrf2 mediante una fosforilacion en la Tyr568. Esta modificacion es necesaria
para que el Nrf2 sea exportado al citosol para su posterior degradacion (Lee et
al., 2007). Sin embargo, se sabe que GSK3B es una proteina sensible a los
cambios en el estado redox que regula la translocacién nuclear de las Src
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cinasas, asi que las modificaciones en el estado redox a través de tBHQ
podrian estar interfiriendo con este proceso, llevando asi a una acumulacion de
Nrf2 en el ndcleo. Ademas, la Akt (cinasa que fosforila a GSK3p, inactivandolo),
también es activada por cambios en el estado redox (Luna-Lépez et al., 2013;
Niture et al., 2011), lo cual podria contribuir a la acumulacién nuclear de Nrf2.
Como se ha mencionado, el principal proceso de degradacion de Nrf2 es
mediado por Keap-1/Cul3/Rbx1en el citosol (Niture et al., 2009; Niture y Jaiswal
2009); sin embargo, es el mismo factor Nrf2 el que se ha propuesto como
regulador de los niveles de expresion de Keap-1 (Lee et al., 2007) y de
Cul3/Rbx1 (Kaspar y Jaiswal, 2010), por lo que es posible que este sistema
también pudiera estar mal regulado tanto en el citosol como en el nucleo.
Finalmente, incluso aunque hubiera un exceso de Nrf2 en el citosol, ya sea
debido a la sintesis de novo, a la falla en el proceso de degradacion, o ambas
hipotesis, el Nrf2 podria ser incapaz de translocarse al nucleo porque PKCS, la
cual fosforila a Nrf2 en el residuo de Ser40, podria estar comprometida y no
realizar esta funcion (Zhang y Hannink, 2003; Niture et al., 2009).

Otro punto importante a discutir es por qué Nrf2 no se encuentra unido a su
secuencia de ADN (ARE) aun cuando se encuentra en grandes
concentraciones en el ndcleo. Para tratar de dilucidar lo anterior, existen al
menos dos posibles explicaciones. Una esta relacionada con un competidor de
Nrf2, la proteina Bachl, la cual se sabe que se transloca al nlcleo antes que
Nrf2 y compite por el sitio de unién a ARE. Bachl se une al elemento ARE,
regulando de manera negativa la expresibn de diferentes genes
(Dhakshinamoorthy et al., 2005). La otra explicacién tiene que ver con los
nuevos hallazgos sobre los cambios epigenéticos en la cromatina,
especialmente en la acetilacion delos genes blanco de Nrf2; este proceso
podria favorecer o impedir la union de Nrf2 a su secuencia de ADN.
Adicionalmente, recientes estudios han demostrado que niveles incrementados
de las enzimas HDA reducen la capacidad de unién de Nrf2 al DNA (Wang et
al., 2012).

Las alteraciones en las funciones antioxidantes de los astrocitos durante el
envejecimiento pueden estar relacionadas con cambios sutiles en la

homeostasis redox celular, por lo que en el presente trabajo demostramos que
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al incubar a los astrocitos provenientes de animales de distintas edades con
diferentes concentraciones de tBHQ, logramos incrementar la respuesta celular
antioxidante a través de la activacion del factor de transcripcion Nrf2 y el
incremento en la expresion de las enzimas antioxidantes y-GCS y GST,
ademas de incrementar los niveles de GSH. De manera interesante, nuestros
resultados muestran que el incremento en la respuesta antioxidante en los
diferentes cultivos de astrocitos es inducida con diferentes concentraciones de
tBHQ: 50uM para los cultivos de neonatos y 25uM para los cultivos de
astrocitos provenientes de individuos adultos y seniles. El tratamiento con tBHQ
ademas incremento la supervivencia celular de los astrocitos ante retos letales
con el MPP+. M&s aun, demostramos que el tratamiento con concentraciones
de tBHQ superiores a las antes mencionadas resulta ser toxico, disminuyendo
la viabilidad celular, lo cual sugiere una susceptibilidad diferencial ante el
cambio en el estado redox celular generado por el tBHQ, el cual se ha
reportado como una molécula que induce un incremento en las ROS a través
de la mitocondria, mismas que pueden inducir un dafio por estrés oxidante
(Imhoff y Hansen, 2010). Consistente con nuestros resultados, se ha reportado
gue incubar células de la linea N27 con concentraciones superiores a 30uM de
tBHQ durante 24 horas tiene efectos toxicos al disminuir la viabilidad celular
(Jakel et al., 2007). Ademas, se ha reportado que el tBHQ puede ser toxico o
carcinogénico al incrementar la formacion de conjugados de GSH, generando
especies reactivas de oxigeno, asi como por incrementar la actividad del
citocromo p450 1A1 (CYP1A1) (Gharavi et al., 2007).

La informacion recabada por nosotros y por lo reportado por otros grupos de
trabajo sobre la capacidad del tBHQ para incrementar la respuesta
antioxidante, nos sugiere que este mecanismo es dependiente de un umbral de
respuesta del factor de transcripcion Nrf2, y que también es dependiente de la
capacidad de los mecanismos de reparacion del dafio oxidante que en ese
momento posea el tipo celular en estudio. El umbral de respuesta antioxidante
es consistente con un proceso fisioldgico y evolutivo que se presenta en los
seres vivos, la hormesis, el cual ha sido definido como un mecanismo que
describe procesos de pre-acondicionamiento y respuestas adaptativas a
exposiciones de bajas concentraciones de una molécula o condicion ambiental

que generen un desbalance en la homeostasis celular, la respuesta celular
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involucra un incremento en los sistemas de defensa celular que le proporcionan
al individuo la capacidad para contrarrestar procesos de estrés de mayor
intensidad que los que generaron la respuesta (Calabrese, 2008; Mattson,
2008; Mathers et al., 2004, Lépez-Diazguerrero et al., 2013). Un reporte previo
de nuestro grupo de trabajo muestra que el pre-acondicionamiento con una
dosis sub-letal de H,O, incrementa la respuesta celular antioxidante activando
al Nrf2 y aumentando la expresion de las enzimas GST y y-GCS, lo cual le
confiere proteccién a la célula en la respuesta celular ante retos oxidantes
posteriores con dosis letales de H,O;; este mecanismo de proteccion celular se
ha correlacionado con el incremento en la expresion de proteinas que
participan en la supervivencia celular como lo es la proteina Bcl-2 (Luna-Lépez
et al., 2010).

El modelo de pre-acondicionamiento con tBHQ que desarrollamos en cultivos
primarios de astrocitos provenientes de diferentes edades, nos sugiere que el
incremento en la respuesta antioxidante para proteger contra el dafio oxidante
inducido con MPP+ es dependiente del estado redox celular, evaluado por el
cociente GSH/GSSG. Nuestros resultados sobre el balance redox en los
cultivos de adultos y seniles (AA y OA) muestran un incremento en el cociente
GSH/GSSG, lo que sugiere un pre-acondicionamiento exitoso con el tBHQ, el
cual se ve reflejado en el incremento en la viabilidad celular cuando se reta a
los astrocitos con el téxico MPP+. Sin embargo, es importante mencionar que
los cultivos de astrocitos provenientes de neonatos (NA) no presentaron
diferencias en el cociente GSH/GSSG con respecto al control, lo cual sugiere
gue la pre-incubacion con tBHQ no fue lo suficiente para incrementar la
respuesta antioxidante y que la respuesta celular antioxidante que se observa
posterior al reto oxidante con MPP+ es practicamente la que poseen las células
normales, y que es la caracteristica del vigor que se presenta en los individuos
neonatos. En contraparte, el pre-acondicionamiento con 50 pM de tBHQ si fue
capaz de inducir un incremento en los niveles de GSH/GSSG, lo que resulta
favorable para contrarrestar el reto oxidante del téxico MPP+, lo cual se
corroboré por el incremento en la viabilidad celular. De esta manera
demostramos que los astrocitos son capaces de incrementar la respuesta
antioxidante siempre y cuando se traten dentro de su umbral de respuesta

particular.
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Alun quedan muchas cuestiones por resolver, principalmente aquellas que
tienen que ver con el mecanismo transduccional que se presenta durante la
activacion del Nrf2.Por ello, es necesario conocer que condicion durante el
estado redox celular es fundamental para incrementar la respuesta antioxidante
y encontrar los vinculos con algunos otros mecanismos involucrados en la
reparacion celular. Sin duda alguna debe de existir una relacion con aquellas
moléculas que tienen la capacidad para sensar el dafio oxidante en las
biomoléculas, principalmente aquellas que estan involucradas en el proceso de
muerte celular, como los son todas aquellas que participan en la via de muerte
celular via p53. Otro mecanismo que resulta interesante evaluar es el
relacionado con los mecanismos de proteostasis celular asociados al proceso
de envejecimiento, ya que en este trabajo mostramos la susceptibilidad que
tienen los astrocitos provenientes de individuos adultos y seniles a incrementar
el dafio oxidante a proteinas, o que nos sugiere un desbalance en los procesos
de reparacion y sintesis de proteinas.

Finalmente, los resultados de nuestro trabajo sugieren que los pre-
acondicionamientos con alguna molécula capaz de modificar el estado redox
celular de una manera subletal pueden ser el principio del desarrollo de
terapias para contrarrestar los efectos de las patologias relacionadas a la edad,
principalmente aquellas que estan involucradas con el estrés oxidante, entre

las que destacan la EP, la EA y el Huntington.
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11. CONCLUSIONES.

e El téxico MPP+ generd un mayor dafio oxidante que el B-amiloide, en los
cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas de diferentes
edades.

e La concentracion y el tiempo 6ptimos para determinar la susceptibilidad
diferencial al dafio oxidante en cultivos primarios de astrocitos de
diferentes edades inducido por el téxico MPP+ en nuestro modelo fue de
25uM durante 1 hora.

e EIl compuesto tBHQ indujo una respuesta antioxidante via Nrf2 en los
cultivos de astrocitos primarios, tanto de adultos como de animales
seniles, de manera muy similar a la observada en jovenes.

e Los cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas adultas y
seniles incrementaron la respuesta antioxidante via Nrf2 'y
contrarrestaron el dafio oxidante inducido con el toxico MPP+, a
diferencia de lo observado en astrocitos nonatos.

e La respuesta hormética antioxidante inducida por el pre-tratamiento con
tBHQ en los cultivos primarios de astrocitos de rata dependié de la
concentracion de la molécula inductora, y fue inversamente proporcional
a la edad.

e La respuesta al pre-tratamiento con tBHQ manifesté un factor
relacionado a la susceptibilidad frente dafio oxidante dependiente de la
edad de los organismos de donde provinieron los astrocitos.

e La activacion de Nrf2 dependi6 de la concentracion del inductor
empleado, asi como de la susceptibilidad de los astrocitos al dafio,
aunque la permanencia del factor Nrf2 en el nucleo por tiempos
prolongados sugiere que existen otros mecanismos de regulacion

durante la respuesta antioxidante via Nrf2.
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12. PERSPECTIVAS.

e Determinar el mecanismo de transduccion de sefiales que participan en
la respuesta hormética antioxidante via Nrf2.

e Sobre-expresar Nrf2 y determinar si este evento por si solo incrementa
la respuesta celular antioxidante en los astrocitos de los animales de las
diferentes edades.

e Determinar si existen mecanismos epigenéticos que participen en la
regulacion de la respuesta celular antioxidante mediada por Nrf2.

e Establecer un modelo de induccion de Nrf2 en un modelo in vivo
empleando animales de diferentes edades.

e Determinar si en el modelo in vivo, los animales adultos y seniles son
capaces de contrarrestar el dafio oxidante producido por diferentes
téxicos involucrados en las enfermedades neurodegenerativas, como EP
y EA.

e Determinar si en el modelo in vivo, los animales adultos y seniles son
capaces de contrarrestar el dafio oxidante acumulado durante el
envejecimiento, y si este modelo puede incrementar la calidad de vida y

la longevidad.
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Comparing the effects of two neurotoxins
In cortical astrocytes obtained from rats
of different ages: involvement of
oxidative damage

Adriana Alarcén-Aguilar®!, Viridiana Yazmin Gonzéalez-Puertos®',
Armando Luna-Lépez®, Ambar Lépez-Macay?®', Julio Moran®,
Abel Santamaria* and Mina Konigsberg®*

ABSTRACT: Oxidative stress has beenrecognized as apotential mediator of cell death. Astrocytes play an active role in brain
physiology responding to harmful stimuli by activating astrogliosis, which in turn has been associated either with survival or
degenerative events. The characterization of the mechanistic actions exerted by different toxins in astrocytes is essential to
understand the brain function and pathology. As age plays a critical role in degenerative processes, the aim of this study was
to determine whether the administration of equimolar concentrations of two neurotoxins evoking different toxic patterns
can induce differential effects on primary astrocytes obtained either from newborn or adult rats, with particular emphasis
on those events linked to oxidative stress as a potential source of damage. Primary cortical astrocyte cultures derived
from rat brains were exposed to 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) or beta-amyloid peptide (b-amyloid). Mitochondrial
functionality and cell viability were determined as physiological parameters, whereas lipid and protein oxidation were
used as markers of oxidative damage. The results of these experiments pointed towards a higher vulnerability to MPP + over
b-amyloid, on most of the tested markers. Hence, in order to allow a comprehensive evaluation of astrocytic responses
against MPP +intoxication, a third astrocyte group was included for dose-response experiments: astrocytes derived from
aged rats. The present data indicate that the differences associated with age were mainly found in astrocytes exposed to
MPP +(25and 50 mM) at 1-h treatment. Results are discussed in terms of the differential mechanisms involved in each model.
Copyright© 2012 John Wiley & Sons, Ltd.
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Astrocytes are the most abundant glial population in the brain,
representing more than 50% of the total cells in the cerebral
cortex; they are known to play an active role in brain physiology,
responding to neurotransmitters and modulating neuronal
excitability and synaptic function (Volterra and Meldolesi, 2005).
These cells are also essential in maintaining ion fluxes, pH and

Introduction

Several neurodegenerative disorders in humans, including
Alzheimer’s and Parkinson’s diseases (AD and PD, respectively),
share animportantfeature: a particular vulnerability of neuronal
cells to the noxious effects of reactive oxygen species (ROS)
(Baillet et al., 2010; Simonian and Coyle, 1996). It is currently
accepted that oxidative stress plays a critical role in the estab-

lishment of brain damage not only through the structural and
functional alterations that ROS produce to cell biomolecules,
but also because they are potential mediators of cell death by
either necrosis or apoptosis (Friedlander, 2003).

Itisalsoknownthatthe centralnervous system (CNS)ishighly
susceptible to ROS because: (i) neuronal cells possess high
concentrations of lipids that are more vulnerable to oxidation
(Adibhatlaand Hatcher, 2010); (i) the CNS exhibits an elevated
aerobic metabolism relying on glucose oxidation, hence induc-
ing an increased mitochondrial activity, which in turn is known
to be responsible for high ROS production (Fernandez-Checa
etal., 2010); (iii) the CNS also presents low levels of antioxidant
enzymes, in contrast with the high activity of some pro-oxidant
enzymes, as well as a constant auto-oxidation of catecholamines
and ascorbate.
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transmitter homeostasis at the synaptic interstitial fluid. In
addition, they regulate blood flow and contribute to the energy
metabolism (Sofroniew and Vinters, 2010). Noteworthy, it has also
beenreportedthatastrocytes protectnormal functions ofthe CNS
against oxidative stress (Takuma et al., 2004), mainly because they
produce and secrete several antioxidant enzymes (Dringen, 2000).
Moreover, astrocytes are involved in responses to damage and
stress in a multifactorial inflammatory response called reactive
astrogliosis (Ting et al., 2009). This response may be either
harmful or beneficial, as reactive astrocytes can exert both pro-
and anti-inflammatory effects. Of note, severe astrogliosis has
been associated with a considerable number of neurological
disorders (Sofroniew and Vinters, 2010; Zhang et al., 2010).
Therefore, the physiological characterization of astrocytes and
theirrelated responses to damage are essential in understanding
the brain function and pathology. The following toxins were
chosen, upon the rationale that they mimic a variety of patholog-
icaleventsinthe CNS:

(1) Beta-amyloid (b-amyloid), a peptide containing 39-43
amino acid residues generated after amyloid precursor
protein (APP) cleavage through b- and g-secretases activity.
b-Amyloid is known to induce apoptotic cell death as a
result of the unfolded protein response (UPR) (Lee etal., 2010),
and can induce inflammatory responses. Another sug-
gested mechanism for its toxic effects is through a persistent
stimulation of NMDA receptor-mediated transmission,
which in turn might account for the beginning of the
pathological changes associated with Alzheimer’s disease
(Penacetal., 2006).

(2) MPTP, abyproductgenerated during meperidin synthesis, is
recognized as a lipophyliccompound capable of crossing the
blood-brain barrier to be oxidized, mainly in astrocytes,
throughout the action of monoamine oxidase B (MAO-B).
MPTP is readily converted into 1-methyl-4-phenylpyridinium
(MPP+), atoxic ion released from astrocytes, and selectively
incorporated by the dopaminergic neurons through
dopamine transporters, further inhibiting mitochondrial
complex | and favoring ROS generation and cell demise
(Przedborski and Vila, 2003; Zhang et al., 2010). Here, we
decided to employ MPP+instead of MPTP because although
the later can be easily converted into the first to further
abandon cells, part of this newly formed MPP+ could also
exerttoxicity in astrocytes by itself, but little is known about
its effects. As it is difficult to establish the exact quantity of
MPTP converted into MPP+, as well as the amount needed
to induce toxicity, accurate concentrations of MPP+ were
used in primary cultured astrocytes.

Because it is known that an increased glial reactivity is a
common outcome of aging, and antioxidant content in the brain
has been reported to diminish with age (Kanwar and Nehru,
2007), the purpose of this study was to determine in the first
instance if cortical astrocytes derived from adult animals are
more susceptible to the toxic effects of the tested agents than
astrocytes from newborns, with particular emphasis on those
events linked with oxidative damage as a potential source of
injury. In addition, we investigated whether the administration of
neurotoxins with different toxic profiles can induce differential
effects on primary astrocytes obtained either from newborn or
adult rats. Our results indicate that astrocytes exhibited a higher
susceptibility to MPP+ over b-amyloid in long-term experiments.

The only difference associated with age was found in the mito-
chondrial functionality of cells exposed to MPP+. These results
are discussed in terms of the differential mechanisms implicated
in these two toxic models.

Materials and Methods

Chemicals

All chemicals and reagents were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The reagents obtained from
other sources are detailed throughout the text.

Animals

Astrocytes were isolated from the frontal cortex of neonatal
(3 day old), adult (9 months old), and for some experiments,
old (24 months old) albino Wistar rat brains (Rattus norvegicus),
provided by the closed breeding colony of the Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa (UAM-I). Before being
assigned to the experiments, adult and old animals were housed
five per cage in polycarbonate cages and provided with a
standard commercial rat diet (Harlan 2018S; Madison WI, USA)
and water ad libitum. All the procedures carried out on animals
were done strictly according to the National Institutes of Health
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, and the
Principles of the Mexican Official Ethics Standard 062-Z00-1999.

Cortical Astrocytes Isolation and Culture

Astrocyte primary cultures were obtained according to a protocol
established in previous studies (Lin etal., 2007; McCarthy and de
Vellis, 1980). For neonatal astrocytes, pools of three animal tissues
were used, whereas tissues of four animals were pooled tougher
for adult or old cultures. Cells were maintained routinely in
minimum essential medium (MEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum, 0.01% glutamine, 0.15 % glucose and 1% penicil-
lin-streptomycin. The medium was replaced every 3 days. Cells
weregrownupat37°Cin60-mm-diameterplates (Corning, Acton,
MA, USA) in an atmosphere of 95% airand 5% CO,. All described
experiments were performed after 2 weeks under in vitro
conditions.

Toensurethattheisolated cellswereindeed astrocytes, cells
were immunostained using polyclonal antibodies against glial
fibrillary acidic protein (GFAP). Under these conditions, cultures
are known (and were confirmed) to contain more than 90% cells
positive to GFAP. For immunofluorescence experiments, the
cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and
fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min. Immediately
thereafter, the cells were incubated in blocking buffer [2% bovine
serum albumin (BSA), 0.2% non-fat milk, 0.4% Triton X-100 in PBS]
for1Lhatroomtemperature. The cells were thenwashed and incu-
bated for one more hour with the primary antibody anti-GFAP
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). The cells were
washed three times more with PBS-Tween 0.2% and incubated
with the secondary antibody (Alexa Fluor 594 anti-rabbit dilution
1:200). After four more washes, the cells were incubated with
Hoechst stain (1 ug mi™) for 5 min to stain DNA and mark the
nucleus. The cells were washed again twice and mounted with
fluorescent mounting medium (Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark). Images were obtained with a confocal microscope
OLYMPUSBX-51W limagingat30xwiththe Mercury Lamp,and
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two filters: U-MWU2 330-385nm excitation and 420 nm emission
for HOECHST, and U-MRFPHQ 535-555 excitation and 570-625 nm
emission for ALEXA FLUOR 594.

For Western blot analysis, 5x10° cells were seeded, trypsi-
nized and resuspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0,
120mMNacCl, 0.5% NP40, 100mM NaF, 0.2mM NaVO;, 1 mg
ml™ aprotinin, 1mM PMSF and 1 mg ml™ leupeptine). Cell
homogenates were incubated at 4 °C for 5-10 min, and centri-
fuged at 22 000 g at 4 °C for 20 min. The protein concentra-
tion in the supernatants was determined using a commercial
Bradford reagent (Bio-Rad, Hercules CA, USA) (Bradford,
1976). Cell lysates were separated in 13% SDS-PAGE and
transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes
(Invitrogen) for further incubation with anti-GFAP (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Membranes were
washed three times with TBS-Tween and incubated with
a horseradish peroxidase-conjugated a-mouse IgG secondary
antibody (Pierce, Rockford, IL, USA) for 1 h. After three more washes,
blotswere revealed usingacommercial chemiluminescentreagent
(Supersignal™; Pierce).

Cytotoxic Treatments

After being preserved for 2 weeks under in vitro conditions, astro-
cytes were reseeded at a cell density of 3 x 10° cells per well on
a 24-well multichamber plate (Corning, Acton, MA, USA), and
50 mM soluble b-amyloid (25-35 fragment) (Croce et al., 2011,
Ren etal., 2011) or 50 mM MPP* (Hazell et al., 1997) were added
totheculturemediaat37°Cand5% CO,. Theconcentrationsused
forb-amyloid and MPP*were originally established on the basis of
previous observations of other groups (Ferrera et al., 2008). The
experiments were performed in primary astrocytes derived from
newborn or adult animals exposed to the toxins either for 5 or
72 h, with the aim of determining the short- and long-term
responses for each age group. Previous reports have demon-
strated that aged astrocytes are viable and serve for different
experimental purposes (Lin etal., 2007). In addition, H,O, was used
as a positive control for oxidative toxicity. To determine the
optimum concentration of this agent, a series of pilotassays were
carried out in primary astrocytes from newborn animals and
treated with 100, 200, 300 or 400mM H,O, for 1 h.

Cell Viability

To determine cell viability, astrocytes were trypsinized and a
20-ml aliquot was stained with an equal volume of a 0.4% trypan
blue physiological solution (trypan blue exclusion). The number
of living cells in 10 ml of this suspension was scored using five
fields of a hemocytometer under a phase-contrast optical
microscope.

Mitochondrial Functionality

The MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) assay (Mosmann, 1983) has been reported to quantify
mitochondrial succinate dehydrogenase activity. This assay is
commonly used to determine mitochondrial fithess and func-
tionality (Cillero-Pastor et al., 2011; Golomb et al., 2012), and
was therefore chosen as an indicator of cellular energy and
metabolic status, although itis also often accepted as a marker
of cell viability. MTT is a pale yellow substrate that produces a
dark blue formazan product when the tetrazolium ring is

cleaved in active mitochondria, mostly by the succinate dehy-
drogenase. Ithas been shownthatthe amountofformazangen-
erated per cell depends on the level of mitochondrial energetic
metabolism, and that activated cells produce more formazan
than the resting ones, supporting the idea that active mitochon-
dria are required to generate a strong signal (Sanchez and
Konigsberg, 2006). Briefly, cells were incubated with minimal es-
sential medium (MEM)-fetal bovine serum (FBS) containing
0.5mgml™ MTT for 4h at 37°C. The medium was discarded
and 800 ml of extracting solution (HCI 0.04 M in isopropanol)
wasaddedtoeachwelltodissolve thewater-insoluble formazan
salt. After 15 min ofincubation atroom temperature, the colored
formazan salt was determined at 570 nm using a Beckman DU
650 spectrophotometer.

Lipid Peroxidation Assay

Specific concentrations of the toxins were used in order to deter-
mine the oxidative damage to lipids and proteins. For these assays,
cells were seeded at a cell density of 5 x 10° cells per 60-mm-
diameter plate (Corning). After 24 h, cells were treated either with
50mM b-amyloid or 50mM MPP  for5or72h, orwith100mMH,O,
for Lhas a positive control.

Lipid peroxidation (LPX) was assessed in cells treated with
different toxins by the assay of thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) formation, according to a previous report
(Zentella de Pifia et al., 2007). Immediately after being incubated,
cells were scraped and pooled in 500 ml of the TBA reagent
(containing TBA 0.125 g +trichloroacetic acid 375ml+HCI 513
ml, in a 25-ml final volume), and re-incubated in a boiling water
bath (94 °C) for 20 min. Samples were then kept on ice for
5 min and centrifuged at 3000 g for 15 min. The optical density
was estimated in supernatants at a wavelength of 532 nmin a
Beckmann DU 650 Spectrophotometer. The protein concentra-
tion was determined using a commercial Bradford reagent
(Bio-Rad Hercules, CA, USA) (Bradford, 1976). The concentrations
of malondialdehyde (MDA), expressed as nmol of MDA per mg
of protein, were calculated by interpolation on a standard curve,
normalized with protein contentpersample, and expressedasa
percentof MDA formed vs. control.

Production of the DNP Derivative of Oxidized Proteins

After being exposed to toxic treatments, cells were incubated
with a 5 ml SDS (120 g I™*) solution. Five min later, 10 ml of the
DNPH solution (10 mmol I™) in HCI (2 molI") was added and
the reaction was allowed to continue for 25 min, followed by
the addition of 5 ml of a neutralizing solution, according to the
Oxyblot protein oxidation detection kit described below.

Measurement of Protein Carbonyl by Immunoblotting of
DNP Protein

Twenty-five micrograms of the DNP derivative of protein were
separated by SDS-PAGE (12%) followed by Western blotting,
using a polyvinylidene difluoride membrane, according to the
protocol established for the Oxyblot protein oxidation detection
kit (Catalog no. S7150; Millipore, Billerica, MA, USA). Membranes
were then incubated with the primary antibody, specific to the
DNP moiety. This step was followed by incubation with a
secondary antibody conjugated with horseradish peroxidase
(goatanti-rabbitlgG) anddirected againstthe primary antibody.
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Blots were revealed using. Immobilon Western chemiluminiscent
HRP substrate (Millipore, Billerica, MA, USA).

Statistical Analysis

Dataare reported as mean values * standard deviation (SD) of at
least three independent experiments per group performed by
triplicate. A multivariate linear model was used to establish differ-
ences among treatments, markers, ages, times and concentrations
of exposure tested. After running the corresponding hypothesis
tests, comparisons using Bonferroni’s method were applied. Values

of P < 0.05 were considered as statistically significant.
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Results

Immunocytochemistry and Immunoblotting for the
Assessment of Functional Astrocytes in Cell Cultures

The presence of functional cortical astrocytes in cultures from
newborn, adult, and in some experiments, old Wistar rats, was
assessed by immunocytochemical and immunoblotting assays
(Fig. 1). Immunocytochemical images revealed the presence of
active astrocytes for GFAP production, and the proportion of
these cells was more or less similar in cultures from all ages (Fig. 1A).
More than 90% ofthe cultured cellswere indeed astrocytes. These

MERGE

Old

51 kDa

42 kDa

A
Newborn Adults
GFAP
Actin
2~
c
il
0
%]
1<)
S
31
[
=
©
[0}
a4
0
B Newborn Adult

oid

Figure 1. Representative astrocyte staining and immunodetection in cultures from newborn and adult rats. (A) Confocal microscopic images of
astrocyte primary cultures from 3-day-old newborn (a, b, ¢), 9-month-old adult rats (d, e, f) and 24-month-old aged rats (g, h, i). Ina, d and g, Hoescht
staining (blue); in b, e and h, GFAP immunostaining (red); in c, fand i, merge. (B) Immunoblot analysis and densitometry showing the expression of
GFAP proteinin astrocyte primary cultures from newborn (3days old), adult (9months old) and old (24 months old) rats.
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observations were confirmed by Western blot assays, demonstrat-
ing that the proportion of GFAP protein was the same in cultures
fromall ages (Fig. 1B).

H,O, as a Toxic Positive Control

Figure 2 shows the results obtained when astrocytes were treated
for 1h with increasing concentrations of H,O,. Cell viability
and mitochondrial functionality decreased in a dose-dependent
manner; therefore, the lowest H,O, concentration (100 mM) at
which approximately 50% of the cells were viable and functional,
was chosen and used as a positive control for further experiments.

Long-Term Cytotoxic Effects

To discern whether there is a differential effect when astrocytes are
exposedtodiversetoxicinsultsforalongperiodoftime,cellswere
exposed to the toxins for 72h. Both toxins tested were able to
decrease cell viability and functionality in a significant manner
(Fig. 3A, B). As expected, the effect observed in mitochondrial
functionality was more evident than that of viability, but no differ-
ences were found between the two age groups.

Cell viability diminished by approximately 60% in response

to b-amyloid treatment (P < 0.01), 80% in the MPP" treatment
(P<0.01) and 95% in the H,O, treatment (P < 0.001) (Fig. 3A).
Mitochondrial functionality was severely affected (Fig. 3B) by
approximately 60-70% when astrocytes were exposed to
b-amyloid treatment (P < 0.05), or completely lost in the MPP™*
and H,0, treatments (P < 0.01).

Figure 3C shows the results obtained from the LPX assay. All
toxins induced LPX after 72 h of treatment; however, once
again, no differences were found between the two age groups.
Interestingly, LPX levels were lower after 72 h than 5 h of treat-
ment, probably because of a high mortality prevailing at the
long-term condition.

A representative oxyblot is presented in Fig. 4 to contrast
protein oxidation among toxins after 72 h of treatmentin astrocytes
from newborn (Fig. 4A) and adult (Fig. 4B) rats. It seems evident
that proteins are more oxidized in MPP* and H,O, treatments, in
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Figure 2. Cell viability and mitochondrial functionality in H,O,-treated
astrocytes. Cellular viability (shredded bars) and mitochondrial functionality
(white bars) were determined in primary cortical astrocytes from newborn
animals at different H,O, concentrations after 1-h exposure, as described in
Materials and Methods, in order to determine the optimum concentration
to use this agent as a control in further oxidative toxicity assays. Each
point represents the mean + standard deviation (SD) of nine determi-
nations performed inthree independent experiments. Statistical signif-

icance with respect to untreated cells: *(P<0.05), **(P<0.01),
***(P<0.001) were considered.
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Figure 3. Long-term cytotoxic effects of b-amyloid and 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP+) in rat cultured astrocytes. Cellular viability
(A), mitochondrial functionality (B) and lipid peroxidation (C) were
determined in primary astrocytes derived from newborn and adult
animals after 72-h treatment with each toxin, as described in Materials
and Methods. Each point represents the mean + standard deviation
(SD) of nine determinations performed in three independent experi-
ments. Statistical significance with respect to untreated cells: *(P < 0.05),

**(P<0.01), ***(P<0.001) were considered.

concordance to all other results presented here. No differences
were found in protein damage between the two age groups.

Short-Term Cytotoxic Effects

To determine if a more evident effect could be observed
between the age groups, the same experiments were
performed at a shorter time. Figure 5 illustrates the data obtained
after 5 h of exposure to toxic treatments. In regard to the effect of
b-amyloid, this toxin significantly diminished cell viability and
functionality by approximately 40% and 60-70% (respectively),
when compared with untreated control cells (Fig. 5A, B); however,
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Figure 4. Protein oxidation estimated after long-term treatments with
b-amyloid and 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) to rat-cultured
astrocytes. Representative oxyblots obtained of primary astrocytes from
newborn (A) and adult (B) animals after a 72-h exposure to the toxins
b-amyloid, MPP +and H,0O, (as a positive control for oxidative toxicity).
The negative control (NC) and positive control (PC) are internal standards
provided by the commercial kit. The oxyblots were performed two times
inthree independent experiments, as described in Materials and Meth-
ods. Statistical significance with respect to untreated cells: *(P < 0.05),

**(P<0.01), ***(P<0.001) were considered.

when cells derived from adult animals were compared with cells
from newborns, no statistical differences were found.

Asignificantdecrease in cell viability was found in astrocytes
isolated from the two age groups when treated with MPP* and
compared with the control (50-55 ), but when compared with
each other, no differences were observed (Fig. 5A). Interestingly,
when mitochondrial functionality was analyzed, a significant
decrease was found between MPP*-treated and control cells,
as well as among the two age groups. Astrocytes derived from
newborns decreased their functionality by approximately 50%,
whereas cells derived from adults declined this marker by
approximately 88% (Fig. 5B). A similar result was observed for
H,O,-treated cells, where the fall in mitochondrial functionality
was more evident in cells derived from adults.

Figure 5C shows the results of LPX assessed after the exposure of
astrocytes to the different toxicants. All toxins tested produced
significant oxidative damage to lipids when compared with control
cells: b-amyloid (P < 0.05), MPP* (P < 0.01) and H,0, (P < 0.001).

Theimages presented in Fig. 6 illustrate protein oxidation. In
orderto compare the oxidative damage between ages, proteins
obtained from newborn and adult astrocytes were assessed in
parallelandruninthe samegel. Tobetterappreciate differences
owing to the toxic model used, protein extracts were analyzed
and grouped to compare the oxidative effect of the toxins at
5hinastrocytes from newborn (Fig. 6A) and adult (Fig. 6B) rats.
In agreement with those data obtained from LPX assay,

1 Control
B3 B-amyloid
. VPPt
N H,0,

1004 — —

Cell viability
% of Control
(o) ~
o (6]
1 1
*

[N
(62}
1

0
Newborn
A
1 Control
1009 — — E= B-amyloid
m MpPP*
Il H,0,
754
29
- -
g 8 50 *
2%
S
- *%
25 K%k i
*%k
#
0
Newborn Adult
B
3 Control
[ p-amyloid
2500 4 *%% [ MPPT
. H,0,
2000 +
°
€ 1500 -
x 5
59
© 1000
X
500 -
0
Newborn Adult
C

Figure 5. Short-term cytotoxic effects of b-amyloid and 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP+) on rat cultured astrocytes. Cellular viability (A),
mitochondrial functionality (B) and lipid peroxidation (C) were determined
in primary cortical astrocytes derived from newborn and adult animals after
5-htreatmentwith eachtoxin, as describedin Materials and Methods. Each
point represents the mean + standard deviation (SD) of nine determina-

tions performed inthree independent experiments. Statistical significance

with respectto untreated cells: *(P < 0.05), **(P< 0.01), ***(P< 0.001) were
considered. Statistical difference between newborn and adult derived

astrocytes was designated as #.

astrocytes treated with MPP* and H,O, showed the highest
oxidative damage, whereas b-amyloid-treated cells presented
only a moderate effect. Also, in general terms, astrocytes derived
from adult animals were more affected than those from
newbornrats, both during short- and long-term exposures, indi-
cating that there is a higher oxidative damage related to age.

In summary, even although it is clear that alterations in
astrocytes are different when they are exposed to dissimilar
toxic insults, the only variation associated with age found in
response to the toxins used was observed as a higher suscepti-
bility to protein oxidation in astrocytes from adult animals,
accompanied by a decreased mitochondrial functionality in the
MPP* and H,0, conditions (Fig. 6).
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Figure 6. Protein oxidation estimated after short-term treatments with b-amyloid and 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) to rat-cultured astrocytes.
Representative oxyblots obtained of primary astrocytesfrom newborn (A) and adult (B) animals aftera5-h exposure tothe toxinsb-amyloid, MPP +and
H,O, (as apositive control for oxidative toxicity). The negative control (NC) and positive control (PC) are internal standards provided by the commercial
kit. The oxyblots were performed two times in three independent experiments, as described in Materials and Methods. Statistical significance with

respect to untreated cells: *(P < 0.05), **(P < 0.01), ***(P < 0.001) were considered. Statistical difference between newborn and adult derived astrocytes

was designated as #.

MPP+ Dose-response Studies Introducing Astrocytes
Derived from Aged Rats

Sofar, ourresults showed thatMPP+reduced cellular viabilityand
functionality notably more than b-amyloid, and this effect showed
asignificant difference betweenage groups only atthe short-term
exposure (5h), suggesting thatat long-term exposure (72 h), the
cells were so damaged that no difference could be observed
between them. Therefore, in order to determine if a major
susceptibility of older astrocytes could became evident, we
decided to perform dose-response studies atlower concentra-
tions (10, 25,50and 100mM), reducing the exposuretime (5, 3
and 1h).

To further allow a comprehensive evaluation of astrocytic
responses, it was worth introducing a third astrocyte group:
astrocytes derived from aged rats (24 months) (Fig. 1A, B). As
these experiments were performed with three age groups, from
now on, astrocytes derived from old rats will be abbreviated as
OA, whereas astrocytes from adult and newborn rats will be
called as AA and NA, respectively.

Our data show that at 5 and 3 h, most AA and OA died, thus
making it very difficult to observe differences between the ages
(Fig. 7A, B). Specifically, at 5h (Fig. 7A), even with the lower MPP
+concentration (10mM), 63% ofthe OA, and 57% ofthe AAand
NA died. These were more evident at higher concentrations
(50 and 100mM), where more than 95% of OA and AA died,
and only 23% (50mM) and 11% (100mM ) of NA survived. At
3h, the only difference between the groups was observed at
the higher concentrations. At 50mM, 74% of the OA died
whereas AA and NA resisted more (62% of deaths). Finally at

100mM, 88% of OA did notsurvive, and 78% of AAand NAdied.

Interestingly, only at 1 h were the differences detectable, and
cellular viability significantly decreased in all age groups of cul-
tured astrocytes. At 1 h, OA exhibited a higher sensibility to the
toxin, even at the lower concentrations tested (10 and 25mM),
while a significant difference between AA and NA was only
observed at 50mM MPP +treatment. Specifically, the 25mM
MPP + concentration decreased cellular viability by 22% for NA,

35% for AA and 45% for OA (P < 0.05), whereas the 50 mM
concentration decreased by 30% for NA, 40% for AA and 60%

for OA (P<0.05) (Fig. 7C).

In concordance with data about cell viability, not many differ-
ences were foundin functionality among groups after the 3-and
5-h treatments (Fig. 8A, B). After 5 h of 10-mM treatment, OA
showed a 43% decrease in functionality whereas AA and NA
only decreased by 17% and 10%, respectively. While at the
higher concentration (100 mM), OA and AA diminished their
functionality in 75% and NA in 60%. In contrast, after the 1-h
treatment, and with the 25mM MPP +concentration, there was
a significant decrease in cellular functionality among groups:
10% NA, 20% AA and 24% OA (P < 0.001) (Fig. 8C).

LPX was also assessed in order to determine oxidative damage
at these MPP + concentrations and time points. Our results
showed a significant increase in LPX, observed since the lowest
concentration (Fig. 9). In agreement with previous data, differences
among the age groups were found after 1-h treatment at 25 and
50mM MPP+. Particularly, LPXincreased 0.5timesinNA, 2.7 times
in AA and 3 times in OA after 25 mM MPP+, when compared

with untreated cells (P < 0.001). Astrocytes exposed to 50 mM
MPP+increasedlipid oxidativedamageby 3timesinNA, 3.6times

inAAand3.9timesin OA (P<0.001) (Fig.9C).

Discussion

Considering that the brain is highly dependent on a glucose
and oxygen supply, and that it also contains elevated
amounts of unsaturated lipids and low levels of antioxidant
enzymes, it is not surprising for this organ to become suscep-
tible to oxidative damage, and therefore, several neurological
disorders have been related to oxidative stress (Baillet et al.,
2010; Fernandez-Checa et al., 2010).

Astrocytes are now being studied with a renewed interest
as new features of their physiology and function are being
discovered. Astrocytes regulate the synaptic transmissionas part
of the tripartite synapse (Halassa et al., 2009); they maintain the
blood-brain barrier integrity (Sofroniew and Vinters, 2010), as well
as the brain cholesterol levels (Chen et al., 2012) and copper
homeostasis (Scheiber and Dringen, 2012). Another important
facet of these cells is that they decrease their neuroprotective
capacity during aging (Pertusaetal., 2007), thereby playing critical
roles in neurodegenerative and neurodevelopmental diseases
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Figure 7. Cell viability in 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)-treated
astrocytes: dose-response curve. Primary astrocytes derived from
newborn, adult and old rats were treated with different MPP + concentra-
tions (10, 25, 50 and 100 mM) for 5 (A), 3 (B) and 1 h (C). Cell viability was
assessed as described in Materials and Methods, and was normalized
against newborn astrocytes as a control, which was considered 100%.
100 mM H,0, for 1 h H,0, was used as a positive control for oxidative
damage. Each point represents the mean + standard deviation (SD)
of nine determinations performed in three independent experiments.
Statistical significance with respect to untreated cells: *(P<0.05),

**(P<0.01), **(P<0.001) were considered; i.e. treated newborn

(NA), adult (AA) and old astrocytes (OA) vs. untreated NA. Statistical

difference between AA and OA vs. NA treated with the same MPP +

concentration was designated as & (P < 0.05); statistical difference
between AA vs. OA treated with the same MPP + concentration was

designatedas# (P<0.05).

suchas Alzheimer’sdisease (Bhatetal., 2012) and Rettsyndrome
(Molofsky et al., 2012). Therefore, it is of paramount importance
to understand their physiology and susceptibility to toxics.

In this study, we compared the effects of equimolar concen-
trations of two different neurotoxins that have been used to
mimic some specific features observed in neurodegenerative
diseases by enhancing free radical production and oxidative
stress. For this purpose, we first validated our experiments
through a positive control of cell damage, namely H,O,. This
agentaccurately induced damage to cells, whichis traditionally
linked with oxidative damage, as demonstrated throughout the
results of the present study. Therefore, H,O, was included in
further experiments for comparative purposes as another toxic
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Figure 8. Functionality in 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)-treated
astrocytes: dose-response curve. Primary astrocytes derived from newborn,
adult and old rats were treated with different MPP + concentrations (10, 25,
50 and 100mM), for 5 (A), 3 (B) and 1-h (C). Functionality was determined
measuring MTT as described in Materials and Methods and was normalized
against NA as the control, which was considered 100 %. 100 mM H,O, for
1h H,0, was used as a positive control for oxidative damage. Each point
represents the mean + standard devation (SD) of nine determinations
performed in three independent experiments. Statistical significance with
respectto untreated cells: *(P < 0.05), **(P < 0.01), ***(P < 0.001) were consid-
ered; i.e. treated NA, AA and OA vs. untreated NA. Statistical difference
between AA and OA vs. NA treated with the same MPP + concentration
was designated as & (P < 0.05); Statistical difference between AA vs. OA
treatedwiththe same MPP +concentrationwas designated as# (P < 0.05).

paradigm. In light of the consistent effects exhibited by this
pro-oxidant compound, we considered all our experiments as
satisfactorily accurate and reproducible.

Effects of b-Amyloid on Toxic Markers and Oxidative
Damage in Astrocytes

With regard to the effects of b-amyloid, it is known that during
the progressionof AD, the neurological dysfunctionis preceded
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Figure 9. Lipid peroxidation in 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)-
treated astrocytes: dose-response curve. LPX was determined in NA, AA
and OA after MPP + treatment with different concentrations (10, 25, 50
and 100mM), for5 (A), 3(B)and 1h (C)asdescribedin Materialsand Meth-
ods.H,0,(100mMfor1h)wasusedasapositivecontrolfor LPX. Eachpoint
represents the mean + standard deviation (SD) of three independent
experiments performed by triplicate. Statistical significance with respect
to untreated cells: *(P < 0.05), **(P < 0.01), ***(P < 0.001) were considered;
i.e.treated NA, AAand OA vs. untreated NA. Statistical difference between
AA and OA vs. NA treated with the same MPP + concentration was
designated as & (P < 0.05); statistical difference between AA vs. OA treated
with the same MPP + concentration was designated as # (P < 0.05).

by the development of fibrillar depositions of this peptide
(Arnold et al., 1998). As mentioned previously, the induction of
reactive astrocytes, or astrogliosis, is necessary to protect cells
inthe CNS; however, this response involves the release of pro-
inflammatory cytokines, ROS, RNS, complement factors, etc.,
and all together are able to promote cellular damage (Reale et
al., 2012). Previous studies under in vivo and in vitro conditions
have shown that b-amyloid has a toxic effect on neurons,
whereas it activates astroglia (Malchiodi-Albedi et al., 2001;
Rogers et al., 2002). Of note, there are some reports where
astrocytes are supposed to protect neurons against the harmful
effectsinducedbyb-amyloid (Giulianetal., 1993; Wilson, 1997),

whereas others mention that astrocytes enhance b-amyloid
toxicity (Hu etal., 1998; Johnstone et al., 1999; Malchiodi-Albedi
etal.,2001). Ourresults suggestthatthe decreasein cell viability
during the short- and long-terms of b-amyloid treatment is
related to a mechanism that involves generation of oxidative
stress expressed as lipid and protein oxidative damage.

Further considerations are needed for b-amyloid toxicity. For
instance, calcium mishandling and glutathione depletion are
probably mediating astrocytic damage in mixed astrocytes/
neurons cultures (Abramov et al., 2004). Mitochondrial impairment
and oxidative stress have also been implicated in cultured rat
astrocytes as part of the toxic pattern exerted by b-amyloid
(Bisaglia etal., 2004), and this was confirmed in this study. Inturn,
these two events might be related to the activation of NADPH
oxidase, a pro-oxidant enzyme, as further suggested by Abravom
et al. (2004). Moreover, although the direct actions of b-amyloid
on NMDA receptors and further excitotoxicity have been readily
reported (Pefiaetal., 2006), itis unlikely that this toxic mechanism
could account for the peptide toxicity exerted on cultured astro-
cytes in our study as it has been demonstrated that functional
NMDA receptors are not currently expressed by astrocytes in cell
culture (revised by Matyash and Kettenmann, 2010).

We also found that astrocytes exposed to b-amyloid (fragment
25-35) exhibited mild resistance, being the less harmful among
the toxic models tested with regard to the degree of damage
exerted on these cells. This result may be as a result to a biphasic
effect of b-amyloid already reported for astrocytes in culture,
where these cells were shown to be resistant for short times to
different fragments of the toxin (Pentreath and Mead, 2004).
Although in our study astrocytes showed moderate resistance,
they mostly suffered severe alterations, making them vulnerable
to the toxin by mechanisms already described above. An addi-
tional consideration should be made with the findings of Paradisi
et al. (2004), who found that astrocytes unexposed to b-amyloid
might be protective for cultured neurons, but when exposed
tob-amyloid, astrocytes not only suffered toxicity, butalso contrib-
utedtoneuronal celldamage. Thus, itseems crucial for astrocytic-
associated resistance to deal with b-amyloid toxicity before they
can protect other cell types. But, by which mechanism(s) astrocytes
could eventually resist toxicity induced by b-amyloid or other
toxins? It seems that, as long as these cells better preserve their
antioxidant capacities through the activation of antioxidant
enzymes, they could be more resistant (Jeong et al., 2005; Valles
etal., 2010). Therefore, an antioxidant capacity might be the clue
in this and other paradigms to counteract toxicity.

Effects of MPP* on Toxic Markers and Oxidative Damage
in Astrocytes

While dopaminergic neurons are vulnerable to the toxic actions
of MPTP owingtoits ability toaccumulate and retain MPP+, only
afew reports suggest that MPP+ can directly exert damage on
cultured astrocytes from rats. For instance, there is evidence
showing that MPP+ causes impaired energy in astrocytes by
affecting mitochondrial function, further altering glutamate
clearance (Di Monte et al., 1999). In addition, it has been
suggested that MPP+ toxicity in cultured astrocyes depends on
oxidative and nitrergic stress (Tsai and Lee, 1998). This evidence
was preceded by comparative studies demonstrating a differen-
tial ability to accumulate MPP+ and express toxicity between
rats and mice, suggesting that cultured astrocytes from the first
species accumulate less MPP+ while express toxicity at higher
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concentrations (Tsai and Lee, 1994). This is relevant because, in
contrast to mice astrocytes that accumulates more MPP+ and
are more vulnerable (Wuetal., 1992), it seems that the toxicant
could be acting by different mechanisms in rat astrocytes.
Altogether, this evidence demonstrates that astrocytes can be
vulnerable to MPP+ owing to the limited ability of these cells
to counteract the many toxic actions of this metabolite once it
is available in the medium. The relevance of this study is that it
provides evidence, for the first time, on the vulnerability of
astrocytes obtained from rats of different ages. Our results
related to astrocytes from newborns agree with those that have
been reported by other groups, where the concentrations used
are in the same range (10-100mM) (Chen et al., 2008; Chuang
and Chen, 2004; Hu et al., 2005). Similarly to b-amyloid, MPP*
was able to induce oxidative damage to lipids and proteins,
confirming that the patterns exerted by these two toxic agents
are related to pro-oxidant mechanisms. Of note, the only
significant difference found between newborn and adult mito-
chondrial dysfunction was observed for the MPP™ treatment at
5h (at 72 h almost all cells of both culture conditions were
assumed to be dead). This result is relevant as MPP* is produced
in astrocytes and released to the extracellular space, where it
is selectively taken by the dopaminergic neurons, causing mito-
chondrialdamage. However, here we demonstrated that, along
with the often reported damage that is currently in progress in
neuronal cells owing to MPTP transformation by astrocytes,
theseglial cells are also susceptible tobe damaged by MPP+.

As we found a significant failure in mitochondrial function in
response to MPP™ treatment, it was interesting to perform a
dose-response study at lower concentrations and shorter exposure
times, because during the longer treatments, cells were so damage
that no difference could be observed between them. To allow a
comprehensive evaluation of astrocytic responses, astrocytes
derived from aged rats were also used in these experiments. Our
data showthatthe differences among ages were more evident af-
ter 1 h treatment at 25 and 50mM; at this time point, it was clear
that when an oxidant condition is induced with MPP+, astrocytes
viability and functionality diminish significantly in direct proportion
totheage ofthegrouptested. Moreover, oxidative damage, defined
aslipid peroxidation, alsoincreased with age. Theseresultsmaybe
explained according to Harman’s free radicals theory of aging (1956),
which postulates that the decrease in the biochemical and physio-
logical functions associated with aging are because of an increase
inaccumulated oxidative damage. However, it would be interesting
to further explore if the mechanism in astrocytes is the same as in
neurons, especially in consideration of the differential susceptibility
ofadultastrocytesfoundinthis study. Moreover, Chuangand Chen
(2004) reported that the astrocytome cellline U373MG responds to
oxidative stress by eliminating ROS mainly through the GSH antiox-
idantsystem, but thisis just effective atlow MPP™ treatments.

For further consideration in regard to MPP* toxicity is the factthat
ithas been recently demonstrated thatastrocytes fromahumanor-
igin are capable of attenuating oxidative damage produced by this
toxin when treated with the cruciferous nutraceutical 3H-1,2-
dithiole-3-thione, which in turn is responsible for upregulation of
phase 2 antioxidantenzymes and recovery of GSH levels (Jiaetal.,
2009).Whetherratastrocytescould also be able torespondthrough
these protective mechanismsremainto be elucidated. Inthe mean-
time, it should be emphasized that human and rat astrocytes are
different, and so, comparative studies on their properties should
be performed in the near future. Therefore, care must be taken
when interpreting and extrapolating the results obtained with

astrocytes from these two species. This is particularly relevant as
mitochondrial and general functioning of astrocytes is known to
be crucial for resistance against MPP™ toxicity through different
mechanisms, including an adequate reuptake of glutamate
(Di Monte et al., 1999) via Il and Ill metabotropic receptors (Yao
etal.,2005).

Another original contribution of our work was the demonstra-
tion of an early toxic effect exerted by MPP+ in rat astrocytes.
Several toxic conditions evoked by MPTP and MPP* have been
tested in mouse astrocytes (Di Monte et al., 1992; Mallajosyula
etal., 2008), but only a limited number of studies have brought
attention to rat astrocytes, in spite of the fact that it has
been shown that they undergo toxicity induced by these agents
in a similar manner (Tsai and Lee, 1994). Therefore, intensive
research in rat astrocytes challenged by these agents is still required
in orderto learn more abouttheir responses and properties.

In summary, here we described for the first time an age-, time-,
and treatment-dependent differential susceptibility of rat cultured
astrocytes to toxic insults. The effects of two neurotoxic agents act-
ing through different mechanisms served to establish these differ-
ential patterns. While astrocytes were consistently sensitive to a
toxin that is known to produce various toxic effects (b-amyloid), in-
cluding auto-aggregation, inflammation and excitotoxicity, a direct
action of MPP+ on mitochondrial function was more intense in re-
gard to its toxic potency. Therefore, it is likely that exerting a toxic
action on mitochondria results in much more potent and sooner
toxicity in astrocytes than moderately stimulating oxidative damage
and activating the inflammatory processes. Nonetheless all of these
modelsrecruited oxidative damage as partoftheirtoxic events, sug-
gesting that this process is actively regulating astrocytic responses
to toxic insults. By which precise means these differences are
expressed betweenmodels? Thisisa questionneedingfurtherclar-
ification. In the meantime, and for further consideration, it can be
considered that cultured astrocytes represent an interesting and
promising biological tool for these comparative studies, although
their main limitation lies in the fact that it does not involve the intri-
cate relationships between neurons and glial cells, and so, the way
astrocytes behave under these controlled experimental conditions
might not completely represent a situation of a given human
pathology. Inthis regard, mixed cultures will bring us more accurate
information on these processes inthe near future. In addition, it has
been demonstrated that there are a number of regional morpholog-
ical and functional differences between astrocytes under ‘normal’
and pathological conditions (including functional gap junctional
coupling, expression of transmitter receptors, membrane currents
and glutamate transporters), as well as among astrocytes from
humans and rats (Matyash and Kettenmann, 2010), and together,
these differences could limitthe representativeness and usefulness
of primary cultures of rat astrocytes to accurately mimic models of
neurodegenerative disorders. Therefore, astrocytes remain to be
fully explored in the near future.
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