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RESUMEN

El envejecimiento se caracteriza por la acumulacion de dafios en las biomoléculas
durante el transcurso de la vida de un individuo. Una gran cantidad de evidencias
sugieren que existe una relacion fisiolégica entre las enfermedades
neurodegenerativas y el envejecimiento. Entre las enfermedades con mayor
importancia e incidencia estan la enfermedad de Huntington (EH), la de Alzheimer
(EA) y la de Parkinson (EP). Todas ellas se caracterizan por la pérdida gradual y
funcional de las células neuronales y gliales. Se ha establecido una relacién entre
la muerte gradual de las células neuronales en estas enfermedades con eventos
fisiolégicos relacionados con el estrés oxidante o nitrosativo en el que
principalmente se ha observado dafio oxidativo en lipidos, proteinas y DNA. Un
tipo celular del SNC muy relacionado con la respuesta antioxidante son los
astrocitos los cuales pueden jugar un papel relevante en el desarrollo de dichas
enfermedades. Por lo tanto, en este trabajo se estudid la participacion de los
astrocitos en la respuesta a un estado oxidante y se determind si existia una
respuesta diferencial debido a las diferencias de edades de las ratas de donde se
obtuvieron los cultivos primarios de astrocitos. Para inducir el estado oxidante se
utilizaron diferentes compuestos citotoxicos que se han empleado como modelos
en el estudio de enfermedades neurodegenerativas, como lo son el acido
quinolinico (QUIN) para la enfermedad de EH, el péptido beta amiloide (Abeta)
para el EA y el 1-Metil-4- fenilpiridinio (MPP+) para el EP. Se utilizé un modelo in
vitro como lo son los cultivos primarios de astrocitos derivados de la corteza
cerebral de ratas de diferentes edades (neonatos de 3 dias y adultos de 9 meses).

Los cultivos primarios de astrocitos fueron tratados con diferentes concentraciones
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de los toxicos, 250 M para el QUIN, 50 uM para Abeta y 50 uM para MPP+, asi
como un control positivo a estrés oxidativo con una concentracion de 100 yM de
H.O,. Los astrocitos fueron tratados durante 5 y 72 horas, posteriormente se
evalué el dafio oxidativo a proteinas y lipidos, asi como, la viabilidad y
funcionalidad celular.

Nuestros resultados indican que los astrocitos procedentes de ratas adultas
mostraron una menor resistencia a la toxicidad de QUIN, que los astrocitos
provenientes de las ratas neonatas en tiempos prolongados de 72 h y que esta
disminucién se relaciona con un incremento de biomoléculas oxidadas. Por otra
parte los resultados obtenidos con el citotoxico Abeta no muestran diferencias en
ambos cultivos de astrocitos en los dos tiempos de exposicion y por tanto la
concentracion es igualmente letal para ambos cultivos y que la toxicidad del Abeta
es por induccion de estrés oxidativo. Finalmente se observo que los cultivos de
astrocitos primarios provenientes de ratas adultas son mas susceptibles al téxico
MPP+ que los de provenientes de ratas neonatas a tiempos cortos de exposicion y

gue su toxicidad es induciendo estrés oxidativo.
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ABSTRACT

Aging is characterized by the accumulation of damages in biomolecules during the
organism lifespan. A large number of evidences suggest the existence of a
physiological relationship between neurodegenerative diseases and aging.
Huntington’s (HD), Alzheimer’s (AD) and Parkinson’s (PD) diseases are among the
most important ones. All of them are characterizaed by the gradual lost of neuronal
and glial cells. It has been established an important correlation between the
development of this diseases and oxidative and nitrosative stress, principally

related to oxidative damage to DNA, lipids and proteins.

Apparently astrocytes play an important role in this phenomena. In this work
astrocyte participation as a response to an oxidative state was studied in order to

determine if there is a different reply in function of the organism age.

To induce the oxidative insult different citotoxics that have been employed to mimic
neuropathies were used. Kinolonic acid (QUIN) for AD, beta-amiloyde (Abeta) for
AD and 1-Metil-4- fenilpiridinio (MPP+) for PD. Primary astrocytes derived from
cortex of rats from two different ages (3 days and 9 months) were used. Astrocytes
were treated with different concentrations of the toxics 250 uM QUIN, 50 uM Abeta
and 50 yM MPP+; 100 uM H,O, was used as a positive control. Astrocytes were
treated for 5 or 72 h, viability and functionality, as web as oxidativa damage to

lipids and proteins were evaluated.
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Our results indicated the astrocytes derives from adult rats showed a major
susceptibility to QUIN toxic effect after long treatments (72 h). Our results related to
Abeta did not show significant differences between the two ages groups, while the
only difference observe in relation to age was when functionality as assessed in
response to MPP+ treatment, where the astrocytes isolated from adult rats were

more susceptible, probably due to oxidative stress.
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1. INTRODUCCION

Existe una caracteristica que la mayoria de los seres vivos tenemos en comun y
es que todos envejecemos. Cada especie tiene un ritmo y unas caracteristicas de
envejecimiento particulares, y aun dentro de una misma especie, diferentes tipos
de organismos viven méas que otros. La comprension de los mecanismos precisos
por los cuales ocurre el envejecimiento es uno de los grandes problemas ain no
resueltos por la ciencia. Durante el desarrollo de las sociedades, el envejecimiento
se ha entendido como un proceso normal, lento e irreversible, el cual se ha
retrasado con el tiempo, ya que al aumentar la esperanza de vida en una
comunidad se incrementa la poblacion de edad avanzada. Una desventaja de
aumentar el envejecimiento poblacional, es que también incrementan los niveles
de riesgo de contraer alguna enfermedad neurodegenerativa (Harman y col.,
2001).

Uno de los eventos que asocian el envejecimiento con las enfermedades
neurodegenerativas es la presencia de radicales libres (RL), ya que el estrés
oxidativo generado por un aumento en los RL y el dafio que éstos ocasionan se ha
relacionado a su vez con el establecimiento del envejecimiento y con la etiologia
de diferentes enfermedades neurodegenerativas asociadas con la edad.

La teoria del envejecimiento por RL sugiere que los dafios irreversibles y la
disminucién en las funciones bioloégicas de los seres vivos son causadas
principalmente por la acumulacion del dafio oxidativo en las biomoléculas como

DNA, proteinas y lipidos (Harman y col., 1956).
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1.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y DE NITROGENO (ERO Y ERN)

Los RL se pueden definir como atomos o moléculas que poseen uno o mas
electrones no apareados. Esta condicion es quimicamente muy inestable, o que
hace que los RL sean sumamente activos puesto que el electrén impar "busca
desesperadamente otro electron” para salir del desequilibrio atdmico. Para ello,
sustrae un electrén de cualquier molécula vecina; es decir, que oxida a la
molécula, alterando su estructura y convirtiéndola a su vez en otro RL, y
generando asi una reaccion en cadena (Leeuwenburgh y Heinecke, 2001).

A nivel fisiolégico, los RL mas importantes son los que surgen a partir del
oxigeno. Este elemento es esencial para la vida, ya que desempefia una funcién
importante como aceptor terminal de electrones durante la respiracion celular en
los organismos aerobios. Sin embargo, constituye el punto de partida para un tipo
de dafo celular generado por RL.

Como un ejemplo de un sistema metabdlico que constantemente produce RL se
puede nombrar a la cadena respiratoria mitocondrial, ya que las mitocondrias
consumen el 90% del oxigeno celular, y de éste entre el 0.1 y el 0.5 % se
transforma en lo que se conoce como especies reactivas de oxigeno (ERO).

Las ERO incluyen al oxigeno en singulete (*O,), al superéxido (O2e-), al peréxido
de hidrégeno (H202), y radical hidroxilo (OH¢), siendo este ultimo el mas reactivo y
puede reaccionar con la mayoria de las biomoléculas inactivando su funcion.

La toxicidad de H202 y O2+- es menor que la del OHe. En el caso del H202 ésto
se debe a la estabilidad de su enlace oxigeno-oxigeno, y en el caso del O2-- a que
la carga negativa le impide atravesar las membranas, asi como oxidar moléculas

ricas en electrones (Imlay, 2003). El O2+- también puede reaccionar con radicales
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como el 6xido nitrico (NOe-), generando peroxinitrito (OONO-), que es precursor de
otros potentes oxidantes que reciben el nombre de especies reactivas del
nitrégeno (ERN) (Beckman, 1996). Por este motivo, la generaciéon de ERO va
inevitablemente unida a la produccién de ERN (Halliwell, 1992). Un concepto muy
importante es el de estrés oxidativo u oxidante, mismo que se da cuando existe un
desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de ERO y ERN que
no pueden ser controladas por los sistemas antioxidantes, por lo que inducen dafio
a biomoléculas. Al estrés se le ha relacionado con una gran cantidad de

enfermedades.
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Figura 1. Esquema que representa la formacion de especies reactivas

16



1.2 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (EH) Y MODELO

La enfermedad de Huntington (EH), llamada también corea de Huntington, recibe
su nombre del griego choreia, o danza, que hace referencia al sintoma que
originalmente servia para denominar la enfermedad: los movimientos “tipo danza”
exagerados de las extremidades. También fue conocida antiguamente como baile
de San Vito o mal de San Vito (Claire y col., 2008). Esta enfermedad hereditaria
fue descrita por George Huntington en 1872, y hasta 1933 se descubrié que era
una mutacion genética la desencadenante de la patologia. Ahora se sabe que la
EH se produce mediante un Unico factor hereditario; es decir, es autosomica
dominante y el gen responsable se localiza en el brazo corto del cromosoma 4, el
cual contiene repeticiones expandidas del trinucleétido CAG (Schilling y col., 2004;
Cepeda y col., 2010).

En la patogénesis de la EH se ha visto que existe una acumulaciéon de una
proteina conocida como huntingtina, la cual en condiciones basales se encuentra
presente en bajas concentraciones en las células, aunque su funcién es
desconocida hasta ahora. La patologia se debe a una expansion de tripletes de
CAG que codifican para la sintesis de una poliglutamina. La secuencia normal
posee 34 repeticiones, y en la EH se han reportado mas de 40. Aunque todavia no
estan establecidas completamente las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad, se
cree que esas acumulaciones de glutamina hacen que las proteinas interaccionen
entre si de manera hidrofobica y se facilite la formacion de precipitados y
acumulos protéicos, especialmente en el cerebro (Kumar y col., 2010). La
enfermedad de EH involucra el dafio selectivo a neuronas espinosas estriatales en

los ganglios basales; éstas son acumulaciones de cuerpos de células nerviosas
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que se hallan cerca de la base del cerebro, dentro del telencéfalo, como parte del
cuerpo estriado (Zuccato y Cattaneo, 2007).

Durante el desarrollo de esta neuropatia, ocurren episodios de demencia y
movimientos involuntarios agudos relacionados al dafio neuronal. Las
manifestaciones de la EH comienzan en la edad media adulta del individuo (35 a
40 afos) y su progreso es de casi 15 a 20 afos, inhabilitando al paciente
gradualmente hasta que los cuadros de disfagia (incapacidad para deglutir
alimentos) son tan severos que la mayoria de los pacientes muere por inanicion.
Aunque la EH no se asocia directamente al envejecimiento, la edad es relevante
puesto que no se sabe que es lo que hace que los sintomas aparezcan en un
momento particular de la vida (Kent, 2004). Hasta ahora se sabe que el estrés
oxidativo y nitrosativo estan involucrados en la degeneracion neuronal dado que
diferentes sistemas antioxidantes enddgenos se ven afectados desde etapas
tempranas de la EH, de los cuales destaca la disminucion de los niveles
cerebrales de glutation reducido (GSH) y el marcado déficit energético celular a
través de la alteracion de los complejos mitocondriales | y Il. Lo anterior sugiere la
formacion de ERO y ERN, dando como resultado una alteracion devastadora para
las neuronas, aunque aun se desconoce la relacién entre los eventos de dafio
oxidativo y la forma de seleccion de la muerte neuronal (Tunezy col, 2006).

Actualmente no existe un tratamiento efectivo para la EH, por lo que para su
estudio se utilizan diferentes modelos experimentales, los cuales tratan de
reproducir las caracteristicas neuroquimicas e histopatoldgicas y en ellos se
prueban nuevos tratamientos moleculares y farmacoldgicos. Entre los modelos

farmacoldgicos mas conocidos de esta enfermedad predominan los producidos
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por la infusion intraestriatal a roedores y primates no humanos de diversos
anélogos de glutamato, entre los cuales se encuentra el acido quinolinico (acido
2,3-piridin-dicarboxilico o QUIN). EI QUIN es un &cido dicarboxilico que se
sintetiza de manera enddgena, ya que es un metabolito derivado del triptofano que
se forma en la via de la kinurenina. EI QUIN actia como agonista glutamatérgico
sobre los receptores para N-metil-D-aspartato (NMDA), y que en exceso es una
excitotoxina conocida que produce dafio oxidativo en el Sistema Nervioso. Una
desventaja del uso del QUIN como modelo es que su administracion no puede ser
sistémica, teniendo que ser tépica debido a su limitada capacidad para atravesar
la barrera hematoencefalica. Sin embargo, una ventaja es su implicacién directa
como factor potencial causal de la enfermedad, ya que recientemente se ha
demostrado que sus niveles corticales y estriatales, asi como los de su precursor
inmediato, la hidroxikinurenina, se encuentran aumentados de manera significativa
en los cerebros de pacientes en etapas tempranas con EH (Guidetti y col.,2006).
Se sabe que el QUIN tiene la capacidad de modificar el contenido de algunos
antioxidantes enddgenos en el cerebro, como el de GSH, asi como la actividad de
la Cu/Zn-SOD, generando radicales libres OH+ y formando complejos tipo hierro
(IN-QUIN a través de la reaccion de Fenton, produciendo un dafio oxidativo al DNA
y peroxidacion lipidica, por lo que en etapas tempranas de toxicidad se ha

demostrado su caracter pro-oxidante (Aguilera y col., 2007; Goda y col.,1996).

Fe* + H,0, == Fe’*+ OH-+ OH-

Figura 2.Representacion de la reaccion de Fenton
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1.3 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA) Y MODELO

En la actualidad, la enfermedad de Alzheimer (EA) se conoce como la alteracion
neurodegenerativa mas importante relacionada con la edad. Esta enfermedad se
caracteriza por una peérdida sustancial y progresiva de la memoria y episodios
agudos de demencia, ambos asociados a una degeneracion y pérdida paulatina
de neuronas, particularmente en la regién limbica. Se ha descrito un incremento
importante en la peroxidacion de lipidos de membrana y un severo dafio al DNA
en etapas avanzadas de esta enfermedad (Yankner, 1996). Dentro de las
caracteristicas bioquimicas de la EA se incluyen anomalias en las transmisiones
glutamatérgica, colinérgica, adrenérgica, serotonérgica y dopaminérgica, ademas
de la activacion de vias inflamatorias, oxidativas y hormonales. El incremento en la
lipoperoxidacion y sus derivados (4-hidroxinonenal y malondialdehido) estan
directamente relacionados con la formacion de nodulos neurofibrilares (NTF) y de
las placas seniles (SP) que son caracteristicas de la EA. A nivel molecular y
celular, se conoce que la causa primordial del trastorno se relaciona con una
acumulacién aberrante del péptido B-amiloide (Abeta), el 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
ERO y la causa de la muerte celular (Mancuso y col., 2007). Cabe destacar que
para el estudio de la EA existen diversos modelos; uno de ellos es el que emplea
al péptido Abeta. Como se mencion0, el Abeta es el resultado del procesamiento
proteolitico de la PPA por B- y y-secretasas, mientras que la PPA de longitud

completa parece jugar un papel fisiologico en el transporte axonal. Se ha
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demostrado por medio de estudios experimentales con Abeta, tanto in vivo como in
vitro, que el fragmento responsable de la neurotoxicidad y de diversas alteraciones
celulares y mitocondriales es el fragmento de 25 a 35 residuos de aminoacidos.
Por ende, el Abeta esta implicado en el dafio oxidativo y la neurotoxicidad (Wilcock
y col., 2008).
1.4 ENFERMEDAD DE PARKINSON (EP) Y MODELO

La segunda enfermedad mas comun en las personas de la tercera edad es el
Parkinson (EP), el cual se caracteriza por un deterioro gradual de neuronas que se
localizan en la sustancia gris del cerebro y cuya funcién es sintetizar dopamina. La
dopamina es el principal neurotransmisor usado por la via nigroestriatal, y ademas
puede actuar como una neurotoxina enddégena cuando es sometida a la auto-
oxidacién u oxidacion mediante la actividad de la enzima monoaminoxidasa (MAO,
enzima importante en las etapas iniciales de la biotransformacion metabdlica de
las catecolaminas e indolaminas), dando como resultado un amplia gama de
eventos como el estrés nitrosativo y oxidativo. La muerte de una fraccion de las
neuronas de la sustancia gris presenta caracteristicas apoptoticas, particularmente
una condensacion y fragmentacién del DNA, tanto mitocondrial como nuclear.
Como resultado de la deficiente comunicacion dopaminérgica ocurren severas
alteraciones tanto motoras como sensoriales. Se ha propuesto que la
degeneracion del sistema nigroestriatal se origina como resultado de una
exposicion elevada de estas neuronas a algunas ERO y ERN, en particular al
H,O,. La desaminacion de la dopamina a 3,4-dihidroxifenilacetaldehido genera
H.O,, ademas de que la dopamina puede oxidarse espontaneamente formando

quinonas, H,O, y OHe (Jankovic y Stacy, 2007; Yankner, 1996). Por otro lado, se
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ha detectado un incremento anémalo de hierro en las neuronas dopaminérgicas
de la sustancia negra en pacientes con la EP, condicion que favorece la reaccion
de Fenton, la cual, como ya vimos, produce radicales hidroxilo a partir de H,O,. Se
ha descrito ademas una disminucion de GSH en pacientes con EP. El incremento
de peréxidos asociados a la disminucién de GSH provoca una pérdida parcial en
el transporte de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial de alrededor del
70 % con respecto a sus controles, dafiando particularmente a los complejos
mitocondriales Il y IV de dicha cadena (Martin y col., 2004).

Uno de los modelos experimentales mas estudiados para simular la EP es el
producido por la toxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), un
subproducto de la sintesis de la meperidina. Se sabe que el MPTP afecta la via
nigroestriatal, donde es convertido en su metabolito toxico 1-metil-4-fenilpiridinio
(MPP+), el cual a su vez es capturado activamente por las mitocondrias de las
neuronas dopaminérgicas y actia como inhibidor de alta afinidad del complejo |
mitocondrial, generando asi una falla en el metabolismo energético. El transporte
incompleto de electrones favorece la formacion de ERO y ERN, y ésto se ha
relacionado con una disminucion en los niveles de dopamina. Se ha observado en
lineas celulares con baja actividad de catalasa, que hay un dafio por MPP+, lo cual

corrobora las evidencias de estrés oxidativo (Hashimoto y col., 2008).
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1.5 GLIAASTROCITARIA

El Sistema Nervioso Central (SNC) es un conjunto organizado de células que se
comporta como un procesador de la informacion que recibe del medio ambiente y
que elabora diferentes respuestas biolégicas. El SNC estd formado por dos tipos
de células, las neuronas y las células gliales. Las neuronas se reconocen como los
elementos celulares responsables del procesamiento de informacion del Sistema
Nervioso (SN), gracias a una de sus propiedades fundamentales, la excitabilidad
eléctrica, y constituye el sustrato biofisico de la codificacion de la informacién
neuronal. Las neuronas transfieren la informacion entre ellas a través de sinapsis,
principalmente mediante la liberacion desde la terminal presinaptica de
neurotransmisores; ésto representa la principal forma de comunicacion en el SN.
Las células gliales, constituidas por las células de Schwann en el Sistema
Nervioso Periférico (SNP), y por astroglia, oligodendroglia y microglia en el SNC,
representan otros tipos celulares fundamentales del SN (Garcia-Marin y col.,
2007).

En el caso de las células gliales, se ha estudiado su neuroanatomia desde el
afio de 1846, en el que aparecieron los trabajos de Rudholf Virchow, quien
describié que la funcion de la astroglia era como aglutinante o pegamento; de ahi
el significado en griego de glia del SN. Durante el ultimo siglo, el conocimiento de
la funcion de los astrocitos se han ampliado notablemente y se sabe actualmente
gue desempefian funciones relevantes en numerosos aspectos del metabolismo,
desarrollo y patologias del SN, siendo decisivos en el soporte tréfico y metabdlico
neuronal (Azcoitia y col., 2001).

Los astrocitos representan la poblacion de células gliales mas abundante del
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cerebro, constituyendo mas del 50 % del total celular de la corteza cerebral. Los
astrocitos juegan papeles activos en la fisiologia cerebral, respondiendo a los
neurotransmisores y modulando la excitabilidad neuronal y la funcion sinaptica. En
cuanto a su papel protector contra el dafio por estrés oxidativo, se ha reportado
que estas células contienen mayores concentraciones de GSH y de enzimas
involucradas en el metabolismo de dicho péptido que las neuronas. Ademas, las
células gliales son capaces de producir superéxido dismutasa (SOD) y secretarla
al espacio extracelular. Se sabe que 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 apuntan que los efectos neuroprotectores de los
astrocitos son mediados por la transferencia del GSH o sus precursores a las
neuronas (Kahlert y Reiser, 2004; Takuma y col., 2004; Chen y Swanson, 2003).
Ahora se sabe que ante cualquier deterioro del tejido nervioso, ya sea en
situaciones de lesion neuronal, enfermedad o envejecimiento, la glia posee la
capacidad de responder experimentando cambios morfologicos y funcionales de
manera gradual y estereotipica, acompafiados por la produccion de citocinas
proinflamatorias, 1o que se denomina como "gliosis reactiva o glia activada". Se
trata de una respuesta inflamatoria multifactorial que proporciona mecanismos de
defensa frente a una gran 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.
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No obstante, a la par de la respuesta protectora, estas células astrogliales
activadas producen una gran variedad de factores neurotoxicos y proinflamatorios
que incluyen a las citocinas, metabolitos de los &cidos grasos y RL, por lo que a
veces son capaces de amplificar la respuesta inflamatoria contribuyendo a
exacerbar el dafio (Hanisch, 2002; van Rossum y Hanisch, 2004; Ladeby y col.,

2005; Kim y Vellis, 2005).
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2. ANTECEDENTES

En los ultimos afios se ha estudiado ampliamente el papel que juega el estrés
oxidativo (EO), ya sea directa o indirectamente, en la progresion de las
enfermedades neurodegenarativas y el envejecimiento.

El cerebro es uno de los érganos mas sensibles al EO, ya que posee un gran
contenido de moléculas susceptibles a ser oxidadas como los acidos grasos poli-
insaturados y los neurotransmisores. Las neuronas son el tipo celular mas
susceptible al dafio inducido por dicho estrés y es por ello que tradicionalmente la
mayoria de las investigaciones que se han realizado en el campo han sido
estudiando este tipo celular. Sin embargo, en los ultimos afios el rumbo de las
investigaciones se ha dirigido hacia otro tipo celular muy importante, como los son
los astrocitos, que ademas de ser la poblacién glial mas abundante en el cerebro,
juegan un papel esencial en los mecanismos de defensa antioxidante (Peuchen y
col., 1997; Darlington 2005).

Los astrocitos contienen niveles elevados de enzimas antioxidantes, y una de sus
funciones es proteger a las neuronas del EO, una falla en sus funciones puede
afectar negativamente la sobrevivencia de las neuronas. Estudios recientes
muestran que la apoptosis de los astrocitos puede contribuir a la patogénesis de
algunas enfermedades del cerebro (Kobayashi y col., 2002; Szydlowska y col.,
2006), y los farmacos que logran inhibir el fenbmeno de apoptosis pueden ofrecer
una buena terapia para disminuir los efectos que favorecen a las enfermedades

neurodegenerativas.
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Entre algunos trabajos que se han realizado en este sentido se encuentra el de
Chen Hui y col. (2008), en el cual cultivos primarios de astrocitos provenientes de
ratas neonatas fueron tratados con el antioxidante Edavarona, logrando proteger a
los astrocitos de la muerte neuronal y estimular el aumento en los niveles de GSH.
Por ello se ha sugerido que los antioxidantes puedan ser utilizados para aumentar
la capacidad de los astrocitos en contrarrestar el estrés oxidativo, asi como para
ejercer un papel protector sobre las neuronas.

El trabajo realizado por Braidy y col. en el 2008 en cultivos primarios de
astrocitos humanos provenientes de fetos de 16 semanas, demostré el papel que
juega el QUIN en la excitotoxicidad astrocitaria y su efecto sobre la produccion de
ERO, por el aumento en la actividad de la INOS y la nNOS, incrementando la
produccion del radical NO-. Esto se ha relacionado con uno de los posibles
mecanismos por los cuales el QUIN induce la muerte de los astrocitos. Por otra
parte, Kim y col., en el 2001 ya habian demostrado la capacidad del Abeta para
inducir dafos oxidativos y disminuir la actividad de las enzimas antioxidantes en
cultivos primarios de astrocitos de corteza de cerebro ratas neonatas, asi como el
efecto del extracto de Bombycis corpus sobre la activacion de una respuesta
adaptativa antioxidante en los astrocitos para contrarrestar el efecto del dafio
oxidativo inducido por el toxico.

Por otro lado, se ha reportado que durante el envejecimiento disminuyen las
defensas antioxidantes aumentando el EO de los astrocitos (Garcia y col., 2010).
Existen diversos estudios en donde se ponen a prueba este tipo celular, solo 0 en
cocultivos con neuronas de rata o de lineas celulares de humano, con diferentes

retos oxidativos en los que se estudian moléculas relacionadas con el proceso de
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apoptosis (caspasa 3), asi como también enzimas de defensa celular (GSH, NQO1
etc.) (Escartin y col., 2007). En estos estudios se encontré que las enzimas de
defensa disminuyen considerablemente, lo cual provoca estrés oxidativo y muerte
por apoptosis. Durante la activacion de los astrocitos hay una alteracion
importante del transporte del glutamato, una inhibicion del crecimiento axonal y la
liberacién de diversas moléculas, lo cual puede alterar la homeostasis neuronal,
provocando una disfuncion metabdlica, y finalmente la muerte celular (Escartin y
col., 2007; Kalman, 2004). En su conjunto, todos estos estudios indican que los
astrocitos participan de manera activa en la homeostasis celular durante los
diferentes procesos que ocurren dentro del SN.

Por todo lo anterior resulta relevante conocer el papel que juegan los astrocitos
durante el desarrollo de condiciones degenerativas asociadas al envejecimiento;
es decir, si responden igual o diferente ante los distintos estimulos agresores. En
este trabajo se pretende analizar el efecto diferencial que pudieran ocasionar tres
distintos toxicos usados comunmente como modelos farmacoldgicos de algunas
enfermedades neurodegenerativas, en astrocitos obtenidos de animales de

diferentes edades.
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3. JUSTIFICACION

El envejecimiento, aceptado como 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, es un fendmeno multifactorial, por lo que resulta importante el tratar de
entender como se desarrolla a nivel mecanistico con la induccion del estrés
oxidante, lo cual permitira disefiar alternativas terapéuticas experimentales y asi
disminuir el riesgo de adquirir nuevas enfermedades. Lo anterior es de suma
relevancia en una sociedad como la nuestra, que se encuentra en una etapa de
crecimiento, y que en algunos afios mas enfrentara la problematica de tener una
poblacion con un alto porcentaje de adultos mayores.

La relacibn que existe entre las enfermedades neurodegenerativas y el
envejecimiento se ha estudiado en modelos animales, principalmente en los
roedores. A nivel celular, la mayoria de los estudios se han centrado en las
neuronas; sin embargo, otro modelo muy interesante pero poco estudiado son los
cultivos primarios de astrocitos, ya que se ha comprobado que desempefian un
papel importante en muchos de los aspectos de la funcion del SN.

En este trabajo se utilizaran diferentes moléculas neurotoxicas para determinar
como se afectan los astrocitos ante estos estimulos agresores durante dos
distintas edades de un organismo, y poder asi relacionarlo con el fenomeno del

envejecimiento.
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4. HIPOTESIS

Puesto que los astrocitos participan activamente en la respuesta antioxidante en
el SNC, y dado que la capacidad antioxidante disminuye con la edad, se espera
gue los astrocitos manifiesten una susceptibilidad y resistencia diferenciales frente
al estrés oxidativo generado por diferentes agentes neurotéxicos en funcion de la

edad del organismo del cual provienen.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto citotdxico y el dafio oxidativo generado por tres diferentes
agentes neurotoxicos con perfiles mecanisticos distintos, en cultivos
primarios de astrocitos provenientes de cerebro de ratas de dos diferentes

edades.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

X/
L X4

X/
L X4

Evaluar los cambios en la viabilidad celular de los cultivos primarios de
astrocitos provenientes de corteza cerebral de ratas neonatas y adultas en
respuesta al tratamiento con a los diversos agentes toxicos (QUIN, Abeta y

MPP+)

Evaluar si existen cambios en la funcionalidad celular de los cultivos
primarios de astrocitos provenientes de corteza cerebral de ratas neonatas

y adultas en respuesta al tratamiento con a los tres agentes citotdxicos

Evaluar el dafio oxidativo sobre las biomoléculas inducido por la exposicion

a los diversos agentes citotoxicos sobre los cultivos primarios de astrocitos

provenientes de corteza cerebral de ratas neonatas y adult

32



6. METODOLOGIA
6.1 ANIMALES

Se utilizaron 25 ratas neonatas (cepa Wistar) de tres dias de nacidas, y 25 ratas
adultas de nueve meses de edad, todas de la cepa Wistar, las cuales fueron
obtenidas del bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa (UAM-
). 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 Laboratorio” (Edicion Mexicana auspiciada por la Academia Nacional

de Medicina) y a la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999.

6.2 AISLAMIENTO DE ASTROCITOS

El cultivo primario de astrocitos se obtuvo de la corteza cerebral. Para ello, las
ratas se sacrificaron por decapitacién, se eliminé la piel y se extrajo el cerebro por
la parte dorsal. El cerebro se coloc6é en 1 mL de solucion 1 que contenia 5 mL de
solucién de Krebs, 45 mL de agua destilada, 0.3 % de albumina sérica bovina, y
400 pL de MgSO, al 3.8 %. Se realizdé una diseccion fina, quitando meninges y
vasos del cerebro. El fragmento del tejido se disgrego finamente con un bisturi. Se
transfirio el tejido a 10 mL de la misma solucion 1y se centrifugd a 1,000 x g por
un min a temperatura ambiente (TA). Se retiré el sobrenadante y se adicionaron 6
mL de la solucidbn 2 que contenia 6.25 mL de la solucion 0.026% de tripsina
SIGMA T-4665 sobre el tejido, y se incubaron a 37° C durante 8 min. Se

adicionaron 6 mL de de solucién 4 para detener la reaccion, la cual contenia 5 mL
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de solucién 1, 1 mL de solucion 3y 10 % de suero fetal bovino. se centrifugé a
1,000 x g por un min a TAy se retiré el sobrenadante. A continuacion, se filtraron 2
mL de solucién 3 que contenia 4.7 mL de la solucion 1, 0.008% de DNAasa
SIGMA D- S025, 40 pL de MgSO4 al 3.8 %, y 20 % de suero fetal bovino. Se
disocio el tejido hasta que se obtuvo una suspensiéon homogénea al ser filtrada en
una jeringa con malla. Se recuperé el filtrado y se depositdé en una solucion 5 que
contenia 5 mL de la solucién 1, 30 uL de MgSO, al 3.8 %, 6 pL de CaCl, al 1.2 %,
y se centrifugd a 1,000 x g durante 6 min a 25°C. Se retir0 el sobrenadante y
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 cambid el medio. Se cultivaron
en medio MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino al 0.11 %, glutamina,
0.15% de glucosa y 0.1 % de penicilina estreptomicina, para luego incubarse a 37°

Cy5 % de CO,.
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6.3 TRATAMIENTOS CON LOS AGENTES TOXICOS

Se sembraron 3x10° células en placas multipozos de 1 cm de didmetro. Pasadas
24 h, se adicionaron diferentes concentraciones del agente téxico a evaluar. Se
determind la viabilidad y la funcionalidad celular a 5 y 72 h posteriores al
tratamiento. Se utilizaron concentraciones de 250 yM de QUIN, 50 uM de Abeta y

50 UM de MPP+.

6.4 VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se determiné contando los astrocitos vivos en los pozos a
las 5 y 72 h posteriores al tratamiento. Las células se lavaron con PBS y se
despegaron con tripsina-verseno al 0.1 %. Se tomé una alicuota de 20 uL de
suspensién y se contaron las células utilizando un hemocitbmetro y un

microscopio de contraste de fase; se contaron 4 campos por determinacion.

6.5 DETERMINACION DE LA FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL (ENSAYO
MTT)

Esta técnica se utilizd para evaluar la actividad mitocondrial indirectamente
(Mosman, 1983). El principio 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 Il o 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 descritos anteriormente, se les retiré el medio para cada tratamiento
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y se lavaron con PBS. Se adicionaron 100 yL de MTT (0.5 mg/mL) a un pH de 7.5.
Las células se incubaron durante 3 h a 37°C. Se retir6 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 temperatura ambiente para disolver el formazan. El contenido de
cada pozo se determiné midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 560
nm en un espectrofotometro (Beckman DU 640). El valor del fondo se cuantifico a
630 nm, y se restd a la determinacion anterior. La funcionalidad mitocondrial se
determiné como densidad o6ptica (D.O.) por nimero de células, y los resultados se
presentaron normalizados.

6.6 LIPOPEROXIDACION (TBA-RS)

Una vez determinada la concentracion y el tiempo de exposicion en la cual se
induce la muerte de los astrocitos, se evalud la lipoperoxidacion en cada uno de
los tratamientos con QUIN, Abeta y MPP+. Se sembraron 3x10° de células, se
aplic6 cada tratamiento, se lavaron con PBS y se despegaron las células con un
gendarme; posteriormente se adicionaron 500 uL 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 centrifugd a 3,000 x g durante 5 min. Se recupero el
sobrenadante y se cuantificé en un espectro el producto de la reaccion con TBA a
532 nm. El precipitado se lavo con PBS hasta eliminar la acidez, y se cuantifico la
concentracion de proteinas por medio de la técnica de Bradford. Los resultados se
expresaron en nmol de TBA-RS/mg de proteina. Las concentraciones fueron

calculadas con una curva de malondialdehido (MDA), la cual llevé el mismo
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procesamiento que la muestra.
6.7 DETERMINACION DE PROTEINAS OXIDADAS

Esta determinacion se llevd a cabo en las mismas condiciones antes
determinadas. Para ello, 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 resuspendieron en 200 pL del buffer de
lisis M-per, el cual esta suplementado con inhibidor de proteasas (DTT y PMSF).
Se incubaron 15 min en hielo y posteriormente se centrifugaron a 14,000 x g
durante 5 min; se recuperé el sobrenadante y se cuantificaron las proteinas por
medio de la técnica de Bradford. A partir de 50 ug de proteina, se determinaron los
niveles de proteina oxidada con el kit oxy-blot, y se siguieron las especificaciones

del proveedor.

Analisis estadistico

Para el tratamiento estadistico de los ensayos de viabilidad celular, funcionalidad
celular y ensayos de oxidacion de las biomoléculas se utilizd la prueba
paramétrica ANOVA con una prueba de comparaciones multiples Bonferroni con

los niveles de confianza: p<0.05, p<0.01 y p<0.001.
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7. RESULTADOS

7.1 CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS
Se establecieron los cultivos primarios de astrocitos provenientes de la corteza
cerebral de ratas de 3 dias de nacidas, asi como de ratas de 9 meses de edad; se
identificd el cultivo por medio de microscopia Optica, en donde se observo la
morfologia tipica de los astrocitos provenientes de cultivos de neonatos y adultos,

como se puede observar en la Figura 1.

200x 200x

FIG.1 Microscopia 6ptica de cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas de 3 dias de nacidos (a, by c) y 9 meses de edad (d, e y f)
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Para confirmar que las células aisladas eran efectivamente astrocitos, se realizd
una inmunocitoquimica para identificar la presencia de la proteina glial fibrilar
acidica (GFAP), que es un componente del citoesqueleto (filamentos intermedios)
de los astrocitos, el cual no se encuentra en otros tipos celulares que componen el
tejido nervioso. Como se puede observar en la Figura 2, los astrocitos fueron
identificados por el fluordgeno fluoresceina acoplado al anticuerpo secundario que
reconoce al anticuerpo primario de la proteina GFAP, y de esta manera se pudo
determinar la presencia de astrocitos en el cultivo; con ello se establecieron y se

aseguraron las condiciones para obtener el cultivo primario.

FIG.2 Microscopia de Fluorescencia de GFAP para identificar cultivos primarios de astrocitos provenientes de rata de 3 dias de nacidos (ay b) y 9
meses de edad (c y d)
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7.2 CONTROL POSITIVO DE DANO POR ESTRES OXIDATIVO

Con la finalidad de disponer de un control positivo de dafio a los astrocitos
cuando el estrés oxidativo es severo, se trataron a los cultivos de astrocitos de
neonatos con diferentes concentraciones de H,O, (100, 200 y 400 pM) durante 1
h. En la Gréfica 1 se puede observar que el nimero de células disminuye en todos
los tratamientos, encontrandose una viabilidad de 49 % para el tratamiento de 100
MM, 27 % para el de 200 pM, y 7 % para los tratados con 400 pM de H;0,. En
todos los casos se encontré una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al control y entre los mismos tratamientos. Asi mismo, se observé que la
funcionalidad celular disminuia a 41 % para el tratamiento de 100 uM, y
basicamente no se observd funcionalidad celular alguna a las concentraciones
mayores: 3 % para el tratamiento de 200 uM y 1% para el de 400 uM. Todos los
tratamientos fueron estadisticamente diferentes con respecto al Control.

Como el tratamiento con la concentracién de 100 uM de H,O, por 1 h presenté
una viabilidad de 49 % y una funcionalidad de 41 %, se decidi6 emplear esta

condicién como Control pro-oxidante para los siguientes experimentos.
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GRAFICA 1. Determinacion de viabilidad y funcionalidad mitocondrial Celular en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas
neonatas expuestos a diferentes concentraciones de H,O, (100, 200 y 400 uM) en un tiempo de exposicion de 1 h. Promedios de 3 experimentos
independientes por triplicado. Las diferencias observadas con + SD evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni con una p<0.05*, p<0-01**y p< 0.001***,

7.3 EFECTO DEL QUIN SOBRE LA FUNCIONALIDAD Y VIABILIDAD CELULAR

Como una primera aproximaciéon experimental (control positivo de dafo), se
evaluo la funcionalidad celular en los cultivos primarios de astrocitos provenientes
de individuos neonatos, al ser tratados con concentraciones crecientes de QUIN,
nuestro tratamiento de eleccién para estimar los primeros indices de toxicidad
idéneo por su perfil neurotoxico. En la Gréfica 2 se observa que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas cuando se expusieron los cultivos
primarios de astrocitos a las concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 250 yM de
QUIN durante ninguno de los tiempos de exposicion, que fueron 4, 8 y 24 h. Cabe
aclarar que estas concentraciones se tomaron de los estudios que

tradicionalmente se realizan es neuronas.
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GRAFICA.2 Determinacion de la Funcionalidad Mitocondrial en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas
expuestos a diferentes concentraciones de QUIN (10,25, 50, 100, 250 uM) a diferentes tiempos 4, 8 y 24 h. Las diferencias observadas con + SD
evaluados con una prueba de ANOVA p<0.05.

Puesto que no se encontraron efectos con las primeras concentraciones probadas,
se decidio incrementar las concentraciones. Para ello, se tratd a los cultivos de
neonatos con concentraciones mas altas de QUIN, como son 400, 500 y 1000 uM,
durante un tiempo prolongado de 72 h; se determiné tanto la viabilidad como la
funcionalidad celular.

Se puede observar en la Grafica 3 que la viabilidad celular fue de 80 % para las
células tratadas con 400 yuM de QUIN, de 68 % para las tratadas con 500 uM, y de
69 % para las tratadas con 1000 uM, siendo estadisticamente diferentes con
respecto al control sélo los tratamientos de 500 y 1000 uM. Cuando se realizaron
los mismos experimentos en los cultivos primarios de astrocitos provenientes de

ratas adultas, se encontrd que la viabilidad celular fue de 69 % para las tratadas
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con 400 uM, 50 % para las tratadas con 500 y 47 % para las tratadas con 1000
MM. Todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes con respecto al
Control (P<0.001), y los tratamientos de 500 y 1000 uM fueron estadisticamente
diferentes con respecto a los cultivos primarios de astrocitos neonatos.

En cuanto a la funcionalidad celular a las 72 h (Grafica 4), en los cultivos
primarios de neonatos se encontré que ésta fue de 79 % para el tratamiento con
400 uM, 69 % para el de 500 uM, y 70% para el de 1000 uM de QUIN,
presentando diferencias estadisticamente significativas con respecto al Control
pro-oxidante Unicamente las dos concentraciones mayores. Cuando se analizaron
los cultivos primarios de ratas adultas, se observé una funcionalidad de 68 % para
el tratamiento de 400 pM, 50 % para el de 500 uyM, y 47 % para el de 1000 pM,
presentando todos los tratamientos diferencias estadisticamente significativas con
respecto a su Control. Al igual que en la viabilidad celular, Gnicamente los dos
tratamientos de concentraciones mayores fueron diferentes con respecto a los
cultivos primarios de neonatos con las mismas concentraciones. Sin embargo, en
lo sucesivo se decidi6 no usar concentraciones tan altas, ya que carecen de
relevancia fisiologica, por lo que en los siguientes experimentos, la concentracion
de QUIN empleada fue de 250 uM, que es la concentracion maxima que audn

guarda una relevancia fisiopatologica.
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GRAFICA 3. Determinacion de la Viabilidad Celular en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y adultas por un
tiempo de exposicion de 72 h. Los promedios representan tres experimentos independientes por triplicado c/u. Las diferencias observadas con + SD
evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una p<0.05*y p<0-01**.
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GRAFICA 4. Determinacion de la Funcionalidad Celular en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y adultas por
un tiempo de exposicion de 72 h. Promedios de 3 experimentos independientes por triplicado. Las diferencias observadas con + SD evaluados con
una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una p<0.05*y p<0-01**.
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7.4 EFECTO DE LOS TRES AGENTES TOXICOS SOBRE LA FUNCIONALIDAD
Y VIABILIDAD CELULAR

Se determinaron los cambios en la viabilidad y funcionalidad celular de los cultivos
primarios de astrocitos provenientes de ratas neonatas y adultas en funcion del
tratamiento con los agentes citotoxicos: QUIN (250 uM), Abeta (50 uM) y MPP+
(50 pM). Se decidié utilizar la concentracion de 250 uM puesto que es la
concentracion mas alta que aun se considera dentro del rango fisiopatologico; las
concentraciones de los otros dos téxicos se emplearon de acuerdo a los reportes
bibliograficos descritos con anterioridad. Todos los tratamientos fueron realizados
a corto (5 h) y a largo plazo (72 h).

En la Grafica 5 se muestran los resultados de viabilidad celular de los astrocitos
tratados por 5 h. Solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control para los astrocitos expuestos con los retos toxicos con
Abeta y MPP+, tanto en los cultivos primarios de adultos como en los de neonatos,
al igual que su Control oxidativo (100 uM durante 1 h). En el caso del tratamiento
con Abeta, se encontré que la viabilidad después del tratamiento fue de 61 % en
neonatas y 63 % para el caso de adultos, mientras que la viabilidad en el
tratamiento con MPP+ disminuye a 46 y 54 % en neonatos y adultos,
respectivamente. También se observa que no hay diferencias significativas entre
las distintas edades. Asi mismo, se observa que no hay diferencias
estadisticamente significativas en los tratamientos con QUIN, ya que se
encontraron valores de 89 % para los cultivos de neonatos y 85 % para adultos,

ambos comparados con respecto a su Control pro-oxidante.
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En la Grafica 6 se determino la funcionalidad celular de los cultivos frente a los
diferentes citotoxicos durante 5h. Se observa que no hay una disminucién
estadisticamente significativa en el tratamiento con QUIN, comparandolo con el
Control (87 % para los neonatos y 93 % para los adultos); sin embargo, las células
tratadas con los otros toxicos si presentaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al Control (52 % para los neonatos y 37 % para los
adultos en el tratamiento con el Abeta y una funcionalidad del 51 % para los
neonatos y 13 % para los adultos tratados con MPP+).

Al comparar la funcionalidad en los cultivos de las dos diferentes edades,
Unicamente los astrocitos tratados con MPP+ mostraron diferencias

estadisticamente significativas.
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GRAFICA 5. Determinacion de la Viabilidad Celular en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y
adultas por un tiempo de exposicion de 5 h. Promedios de 3 experimentos independientes por triplicado. Las diferencias observadas
con + SD evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una p<0.05* y p<0-
01**,
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GRAFICA 6. Determinacion de la Funcionalidad Celular en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y
adultas por un tiempo de exposicién de 5 h. Promedios de 3 experimentos independientes por triplicado. Las diferencias observadas
con + SD evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una p<0.05* y p<0-
01**

A continuacion en las graficas 7 y 8 se observan los resultados obtenidos para
determinar el porcentaje de viabilidad y funcionalidad celular ante una exposicion
toxica de Abeta, MPP+ y QUIN en los cultivos primarios de astrocitos de ratas
recién nacidas y adultas durante un tiempo de 72 h. Al determinar la viabilidad se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el caso de los neonatos
con respecto a su Control para los tratamientos con los toxicos MPP+ y Abeta,
siendo la viabilidad de 19 y 31 %, respectivamente. El tratamiento con QUIN

presentd una viabilidad de 81 % que no fue diferente estadisticamente de su
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Control pro-oxidante.

En el caso de los astrocitos provenientes de los organismos adultos, se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa con respecto al Control en el caso de
los tres toxicos: el tratamiento con QUIN presentd una viabilidad de 67 %, el
tratamiento con Abeta de 34 %, y del 23 % para el tratamiento con MPP+, como se
puede observar en la Gréfica 7. Al evaluar la funcionalidad celular con los
diferentes tratamientos citotoxicos en los dos cultivos, pudimos observar que en
los cultivos primarios provenientes de ratas neonatas se observaron
funcionalidades de 86 % para el QUIN, 42 % para el Abetay 1 % para el MPP+,
siendo diferentes estadisticamente Unicamente los tratamientos con Abeta y
MPP+. En el caso de los cultivos primarios provenientes de ratas adultas, se
observo que la funcionalidad celular fue de 79 % para el tratamiento con QUIN, 29
% para el de Abeta y 4% para el de MPP+, presentando diferencias
estadisticamente significativas con respecto a su Control los Ultimos dos

tratamientos, como se puede observar en la Grafica 8.
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GRAFICA 7. Determinacion de la Viabilidad Celular en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y
adultas por un tiempo de exposicion de 72 h. Promedios de 3 experimentos independientes por triplicado. Las diferencias
observadas con + SD evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una
p<0.05%*, p<0-01**y p< 0.001***,
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GRAFICA 8. Determinacion de la Funcionalidad Celular en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y
adultas por un tiempo de exposicion de 72 h. Promedios de 3 experimentos independientes por triplicado. Las diferencias observadas
con + SD evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una p<0.05*y p<0-
01**,
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7.5 -EFECTO DE LOS TRES AGENTES TOXICOS SOBRE LA OXIDACION DE
LIPIDOS Y PROTEINAS

En las Gréficas 9 y 10 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion del

dafio oxidativo a lipidos en cultivos primarios de astrocitos provenientes de
neonatos y adultos, el cual fue inducido por la exposicién de todos los citotoxicos
QUIN, Abeta y MPP+ con las concentraciones antes mencionadas durante 5y 72
h de exposicion y un Control positivo de H,O,. En la Gréfica 9 se puede observar
el incremento en la oxidacion de lipidos con respecto al Control, siendo 1.1 veces
para el tratamiento con QUIN, 9 veces para el Abeta y 14 veces para el MPP+,
presentando una diferencia estadisticamente significativa con respecto al Control
pro-oxidante Unicamente los tratamientos con Abeta y MPP+ en los cultivos de
neonatos durante 5 h.
Con respecto a los cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas adultas
se observéd un incremento en la lipoperoxidacién con respecto al control de 1.15
veces para el tratamiento con QUIN, 10 veces para el Abeta y 14 veces para el
MPP+, presentando una diferencia estadisticamente significativa los tratamientos
con Abeta y MPP+. Los tratamientos con los diferentes citotoxicos no presentan
diferencias estadisticamente significativas en la lipoperoxidacion cuando se
comparan los resultados obtenidos de los cultivos primarios de ratas adultas
contra los obtenidos de ratas neonatas tratados durante 5 h.

En la Gréfica 10 se observa que el aumento en la lipoperoxidacion con respecto
al Control al ser tratadas por 72 h fue de 4 veces para el QUIN, al igual que para el
Abeta, y 7 veces para el MPP+ en los cultivos primarios de ratas neonatas,

presentando todos diferencias estadisticamente significativas con respecto al
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Control, mientras que la lipoperoxidacion observada en los cultivos primarios de
astrocitos provenientes de ratas adultas se incrementd en 5.5 veces para el
tratamiento con QUIN, 6 veces para el de Abeta y 10 veces para el de MPP+.
Todos los tratamientos a las 72 h presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto a su Control pro-oxidante.

Al comparar la lipoperoxidacion observada en ambos cultivos con todos los
citotoxicos durante 72 h se observa que los tratamientos con Abeta y MPP+ fueron

los Unicos que presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos de edad.

2500 - Fedede

4 Gl E= p -amyloid
:8 2000 - [ pmpp*
S . .0,
>_< ok * %k
S 1500 - i L
)
- *
o 1000 4
=
2

500 4
X

ol B3
Neonatos Adultos

GRAFICA 9. Lipoperoxidacion (TBARS) en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y adultas por un
tiempo de exposicion de 5 h. Promedios de 3 experimentos independientes por triplicado. Las diferencias observadas con + SD
evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una p<0.05*, p<0-01** y p<

0.001***,
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GRAFICA 10. Lipoperoxidacion (TBARS) en cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratas neonatas y adultas por un
tiempo de exposicion de 5 h. Promedios de 3 experimentos independientes por triplicado. Las diferencias observadas con + SD
evaluados con una prueba de ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni con una p<0.05*, p<0-01** y p<
0.001***.

En las Figuras 3 y 4 se muestran imagenes de membranas representativas
donde se observan los resultados del ensayo de oxidacion de proteinas en los

cultivos primarios de astrocitos provenientes de neonatos y adultos.
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FIGURA 3. Oxyblots representativos de la determinacion de oxidacion de proteinas en cultivos primarios de astrocitos neonatos (A)
y adultos (B) tratados con diferentes toxicos, a diferentes concentraciones y un tiempo de exposicion de 5 h.
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FIGURA 4. Oxyblots de la determinacion de oxidacion de proteinas en cultivos primarios de astrocitos neonatos (C) y adultos (D)
tratados con diferentes toxicos, a diferentes concentraciones y un tiempo de exposicion de72 h.

Se observa que en los astrocitos provenientes de organismos neonatos y adultos
existe una mayor oxidacién de proteinas ante los retos oxidativos de 50 uM de
MPP+ y 50 uM de Abeta en ambos tiempos, asi como es el caso del Control pro-
oxidante con H,0,. En contraste, no se detecta oxidacion en los cultivos primarios
de astrocitos provenientes de organismos neonatos expuestos a 250 uM del téxico
QUIN a las 5 h, pero al tiempo de 72 h si se observd una oxidacion marcada

Unicamente en el caso de los cultivos primarios de astrocitos adultos.
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

* El H,O, alter6 la viabilidad y funcionalidad celular a partir de una concentracion
de 100 pM durante 1 h en cultivos primarios de rata neonata, constituyéndose
como un buen Control positivo de dafio y validando asi nuestros cultivos.

* EI QUIN no alter6 la viabilidad celular en tratamientos agudos en cultivos
primarios de rata neonata ni adulta, sino hasta el empleo de concentraciones
suprafisiolégicas.

*El QUIN solo alter6 la funcionalidad celular durante el tratamiento crénico de 72 h
a una concentracién de 1mM en cultivos primarios de rata de neonata y adulta,
pero no se encontraron diferencias con respecto a la edad.

* Los tratamientos con QUIN no produjeron dafios oxidativo en proteinas ni en
lipidos en cultivos primarios de astrocitos provenientes de organismos neonatos
ni adultos a ningun tiempo probado.

* Los cultivos de astrocitos provenientes de organismos neonatos y adultos
presentaron diferencias en la viabilidad y funcionalidad celular al tratarse con los
toxicos Abeta y MPP+, a los dos tiempos probados, pero solamente se
encontraron diferencias en funcion a la edad en la funcionalidad de los astrocitos
tratados con MPP+.

* Los tratamiento con Abeta y MPP+ produjeron dafio oxidativo en lipidos y
proteinas en los cultivos provenientes de ambos organismos tanto a 5 como a 72

h, pero no se encontraron diferencias con respecto a la edad.
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9. DISCUSION

El envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas son procesos
fisiolégicos que estan relacionados con el estrés oxidativo. Para determinar las
relaciones entre el estrés oxidante y las enfermedades neurodegenerativas se han
establecido diferentes modelos bioldgicos de estudio tanto in vivo como in vitro, en
los cuales el uso de diferentes moléculas ha ayudado a simular algunas de las
caracteristicas fisiolégicas o bioquimicas de las enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con el envejecimiento, entre las que destacan las enfermedades de
Huntington, Alzheimer y Parkinson. El estudio de estas patologias es complicado
debido a la diversidad de eventos que las pueden originar, entre los que se
encuentran los procesos genéticos, bioquimicos y ambientales, asi como el tipo
celular que se ve afectado en dichas patologias.

Durante largo tiempo, el estudio de las enfermedades neurodegenerativas se ha
enfocado en el analisis del tipo celular mas importante en el SNC, las neuronas, ya
que la disfuncién en la comunicacion neuronal es el evento mas relevante y
caracteristico de dichas enfermedades. No obstante, en este trabajo tratamos de
destacar la participacion y la importancia de otro tipo celular en el SNC, como son
los astrocitos. En esta preparacion se probaron los efectos de algunas de las
moléculas mimetizadoras mas empleadas en los modelos de estudio de las
enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento. En particular, el
QUIN parala EH, el Abeta para la EAy el MPP+ para la EP.

Un aspecto novedoso del trabajo fue el establecimiento del modelo de cultivos
primarios de astrocitos provenientes de individuos neonatos y adultos. Esto

representa un avance importante en el estudio de la relacidbn entre las
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enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento, ya que dicho modelo
permite determinar las diferencias en la susceptibilidad de este tipo celular frente a
los diferentes neurotéxicos en individuos adultos y neonatos.

El primer resultado interesante que se obtuvo en este estudio fue que los
astrocitos mostraron una alta resistencia frente al QUIN. Sin embargo, existen
reportes donde la citotoxicidad del QUIN ha sido demostrada al inducir la
apoptosis tanto en células neuronales como en astrocitos (Braidy y col., 2009).
Fisiologicamente, la produccion del QUIN esta relacionada con la via metabdlica
de la kineurina (KP), que es la principal ruta del catabolismo del triptofano en
donde se produce principalmente nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+)
(Stone, 1993). Sin embargo, también se producen algunos otros metabolitos
neuro-activos como el QUIN, el cual es un agonista del receptor NMDA, y éste es
reconocido por tener una importante actividad toxicolégica (Heyes, 1993; Stone,
2001).

El QUIN es conocido por estar asociado con la neuropatogénesis de la EA
(Guillemin y Brew, 2002), la EH (Finkbeiner y Cuero, 2006), la esclerosis lateral
amilotréfica (Guillemin y col., 2005a), y el virus de la inmunodeficiencia humana
(Guillemin y col., 2005b., Heyes y col., 1991., Heyes y col., 1992). Aunque el
mecanismo citotoxico del QUIN no ha sido totalmente descrito, se ha observado
que existe un incremento en las ERO posiblemente mediado por la via del
receptor NMDA (Behan y col.,1999; Guillemin y Brew, 2002; Kerr y col.,1998).

Hace algunos afios se demostro la presencia de QUIN en cerebros postmortem de
pacientes epilépticos, lo cual sugirio que una deficiente degradacion del triptéfano

y su posterior acumulacion téxica, pudiera estar asociada al posible mecanismo
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convulsionante (Feldblum y col.,1988). Por lo que en diversos trabajos se ha
cuantificado la actividad de dos enzimas directamente responsables con el
metabolismo del tript6fano y la generacién del QUIN, la 3-hidroxiantranilico
oxigenasa (3HAQO) y la Quinolinico fosforribosil transferasa (QPRT), las cuales
promueven sintesis y degradacion respectivamente. Incluso algunos autores han
encontrado diferentes subtipos de 3HAO Y QPRT en neuronas y en astrocitos. La
mayoria de estos subtipos se localizaron en astrocitos, lo que sugiere que muy
probablemente los astrocitos estén mas protegidos ante un dafio por este toxico
(Kohler y col., 1988; Poston y col., 1991)

Se ha comprobado que la activacion de los receptores NMDA por agonistas como
el glutamato y el QUIN abre canales i6nicos permeables a Na* y Ca?* (Guillemin y
col., 2005b; Stone y Perkins, 1981). Un incremento en la concentracion de Ca®*
intracelular se ha observado en diferentes procesos dafinos, en donde se induce
un incremento en la actividad de la oxido nitrico sintetasa (NOS), la cual promueve
el incremento del radical oxido nitrico (NO¢) y el dafo por radicales libres, y todos
estos eventos han sido relacionados con una disfuncion mitocondrial y dafios en
las cadenas de DNA (Atlante y col., 1997; Behan y col., 1999; Velazquez y col.,
1997).

En otros trabajos se ha demostrado que el QUIN induce la generacion de ERO
que se han evaluado por la induccion de lipoperoxidacion en cerebro de ratas
(Behan y col., 1999; Santamaria et al., 2001). Se ha reportado que la transcripcion
de la INOS es inducida en respuesta a estimulos con citocinas (Possel y col.,
2000) y otras endotoxinas entre las que se encuentra el QUIN (Ryu y col., 2004).

La actividad de la nNOS se incrementa después de una inyeccion de QUIN en la
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region del estriado de rata (Aguilera y col., 2007; Perez-Severiano y col., 1998). La
activacion de los receptores NMDA por QUIN se ha reportado por inducir
apoptosis en las neuronas (Kelly y Burke, 1996; Kerr y col., 1995; Stone, 2001).
Por otra parte, la citotoxicidad del QUIN sobre los astrocitos parece ser mediada
por una via muy similar a la que se presenta en las neuronas, en donde hay
induccion de la actividad de la iINOS a través de la activacidon de receptores gliales
NMDA, aunque la existencia de receptores funcionales NMDA en astrocitos
todavia es controversial (Conti y col., 1996; Guillemin y col., 2005b).

En este trabajo nosotros demostramos que la toxicidad del QUIN sobre
cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas neonatas y adultas se
presenta Unicamente a partir de tratamientos con concentraciones mayores de 500
MM de QUIN para los neonatos y de 400 uM para los adultos. Las concentraciones
gue manejamos son mucho mayores a las reportadas en otros trabajos con
astrocitos, en donde las concentraciones se encuentran en rangos nanomolares;
sin embargo, hay que destacar que los modelos utilizados provienen de
organismos fetales o de tejidos post mortem (Braidy y col., 2008; Guillemin y col.,
2005).

Los astrocitos provenientes de los fetos humanos presentan la problematica
de que no adquieren la maduracion requerida (ni los mecanismos de defensa)
para contrarrestar los efectos oxidativos inducidos por el QUIN, y por tanto la
susceptibilidad se asume que es mayor. En el caso de los astrocitos provenientes
de organismos post mortem con SIDA, la susceptibilidad es mayor probablemente
porque los astrocitos ya presentaban un dafio previo por efecto del insulto viral

que sensibilizé la viabilidad celular de los astrocitos. Al final de cuentas, los
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astrocitos sanos de rata no pueden ser comparados con astrocitos de humanos en
condiciones patoldgicas. De esta manera, podemos destacar que la resistencia a
la citoxicidad del QUIN depende del origen de los astrocitos. Por su parte, la
probable diferencia observada entre los cultivos de astrocitos de neonatos y
adultos pudiera ser debida al hecho de que se ha observado que los niveles de
QUIN en el SNC se encuentran incrementados con la edad (Moroni y col., 1984).
Este Gltimo hecho resulta de gran interés por que es una relacién interesante entre
la EH y el envejecimiento, en donde el QUIN es un protagonista importante.
Nuestros resultados también avalan el hecho de que la citotoxicidad del QUIN
ocurre mediante la induccién de un estado de EO, ya que al evaluar pardmetros
oxidativos en biomoléculas como lipidos y proteinas, los encontramos
incrementados en esta condicion.

Sin embargo, aun queda la duda de cual es el mecanismo inductor de EO que
se presenta en los tratamientos con QUIN. Para ello, como hemos mencionado
anteriormente, es necesario evaluar tanto a las enzimas inductoras de EO como lo
son las NOS vy el papel que pudieran tener los receptores tipo NMDA en estas
células y determinar su participacién en la induccion de dafio oxidativo.

Por otra parte, aun quedan otras cuestiones por resolver. ¢Por qué los
organismos neonatos resisten mas que los adultos al tratamiento con QUIN? Esta
cuestibon muy probablemente esté relacionada con la respuesta celular
antioxidante, en donde los astrocitos son el tipo celular con mayor potencial
antioxidante, mucho mayor que el de las neuronas (Makar y col., 1994). Es posible

que exista una disminucidn en la expresion o actividad de las enzimas
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antioxidantes con la edad, ya que posiblemente estén bajo mecanismos de
regulacion epigenética.

En cuanto a los resultados obtenidos con el téxico Abeta, se sabe que en la EA,
la disfuncién de los procesos neuroldgicos es precedida por el desarrollo de dos
lesiones, la deposicién fibrilar del péptido B-amiloide, el cual es un agregado
extracelular insoluble que forma el corazén de las placas seniles (Arnold y col.,
1998), y la aparicibn de marafas neurofibrilares intracelulares. Las estructuras
cerebrales mas afectadas son el hipocampo y la corteza cerebral (Goedert, 1998),
particularmente la microglia reactiva y los astrocitos alrededor de las placas
seniles (Araujo y Cotman, 1992). Estas estructuras podrian ser las responsables
de la neuroinflamacion en la EA (Baltrons y col., 2002).

Las células astrogliales son inmunocompetentes en el SNC bajo condiciones
neuroprotectoras (Streit, 2002). Estas células, similares a los macréfagos en
funcion, producen diferentes citocinas responsables de la regulacion autocrina y la
comunicacién con las neuronas, astrocitos y leucocitos infiltrados (Hanisch, 2002;
Xiao y col., 1996). Asi, la activacion gradual de la astroglia es necesaria para
proteger la homeostasis del SNC, la defensa de tejidos y la reactividad inmune.
Las células gliales también secretan moléculas que promueven la sobre-vivencia
celular en cultivos.

La muerte celular apoptotica es observada cuando estos factores son
inhibidos, removidos o sus funciones son bloqueadas (Rubin, 1998). No obstante,
las células gliales también liberan una gran variedad de moléculas, como lo son
las ERO y ERN, nitrégeno, mediadores pro-inflamatorios relacionados a citocinas,

quimiocinas, factores del complemento, etc., que bien podrian inducir dafos
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celulares posteriores (Akiyama y col., 2000; Eikelenboom y col., 2002). El Abeta
tiene efectos tdxicos sobre las neuronas e induce la activacion glial (Malchiodi-
Albedi y col., 2001; Rogers y col., 2002), particularmente los astrocitos in vitro (Hu
y col., 1998; Malchiodi-Albedi y col., 2001). La descontrolada sobre-activacion de
la astroglia puede ser dafiina, induciendo la liberacion de citocinas potencialmente
toxicas (Hanisch, 2002; Prinz y col., 1999).

Por otra parte, los astrocitos son considerados la estructura y el soporte tréfico
del SNC (Giulian y col., 1993; Kirchhoff y col., 2001; Nedergaard, 1994), asi como
el mecanismo de defensa antioxidante, ya que ellos contienen a las enzimas
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa, el glutation y a las vitaminas C
y E (Wilson, 1997). Los astrocitos estimulados por moléculas proinflamatorias
secretan IL-1B (Willis y Nisen, 1996) y el factor de crecimiento neural (NGF), que
potencialmente incrementan la viabilidad de neuronas dafiadas (Oderfeld-Nowak y
col., 1992). También incrementan los niveles de expresion del mMRNA para TGF-1
en cultivos de astrocitos expuestos al lipopolisacarido proveniente de bacterias
Gram-negativas (LPS), interferon gamma (IFN-y), y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) (Wesselingh y col., 1990).

La administracion de IL-1B incrementa los niveles de TGF-B1 en el cerebro,
provocando un efecto sinérgico con la actividad neuroprotectora del NGF
(Chalazonitis y col., 1992). Estos son, ciertamente, reportes contradictorios sobre
el papel protector de los astrocitos. Algunos autores sugieren que los astrocitos
protegen a las neuronas del dafio inducido por el Abeta (Giulian y col., 1993;
Wilson, 1997), mientras que otros reportan que los astrocitos inducen una

citotoxicidad potencial (Hu y col., 1998; Johnstone y col., 1999; Malchiodi-Albedi y

61



col.,, 2001). Nuestros resultados sugieren que la disminucién en la viabilidad
celular por el tratamiento con el citotoxico Abeta tiene un fuerte componente
asociado al EO por un posible aumento de las ERO, observandose en el dafio a
las biomoléculas estudiadas. Este dafio se encontré con una mayor severidad en
los cultivos primarios provenientes de individuos adultos. Los reportes sugieren
que la proteccion contra el citotoxico Abeta es mediante el tratamiento con
antioxidantes para contrarrestar el incremento de la ERO.

Estos reportes nos sugieren que existe una disminucién en la respuesta
antioxidante, principalmente en donde participa el mecanismo del GSH.
Coincidentemente con los otros neurotoxicos que evaluamos en este trabajo,
parece ser que la disminucion en la respuesta antioxidante es la principal causa
del dafio citotoxico inducida por estos compuestos, y que ésta es mas evidente en
los individuos adultos.

En cuanto a los resultados que obtuvimos con el modelo por MPP+ y su
toxicidad en los astrocitos, éstos resultan ser muy parecidos a los reportados por
otros grupos de investigacién en donde las concentraciones que se trabajan se
encuentran entre los 10-100 uM y las variaciones se encuentran en los tiempos de
exposicion que van desde las 5 y hasta las 72 horas, mientras que los cultivos de
astrocitos primarios son provenientes de ratas neonatas (Chuang y Chen, 2004;
Chen y col., 2008; Hu y col., 2005). Debe recordase que el papel fundamental de
los astrocitos es el proteger y dar sostén a las neuronas. Entre los muchos
procesos fisioldgicos que realizan se encuentra la biotransformacion de moléculas
exdgenas, como es el caso de la molécula MPTP, la cual se encontré que al ser

empleada por algunos drogadictos después de consumir la toxina, ellos
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presentaban caracteristicas similares a las de la EP. El mecanismo descrito hasta
el momento sugiere que el MPTP es biotransformado por la monoaminoxidasa tipo
B (MAO-B) en una molécula mas toxica como lo es el MPP+, y ésto ocurre en los
astrocitos (Brooks et al., 1989; Di Monte y col., 1989). Para demostrar que el
MPTP es biotransformado por la MAO-B en los astrocitos, en esos reportes se
utilizaron inhibidores especificos contra la enzima y también se utilizé a la
gliotoxina acido a-aminoadipico, bloqueando asi la toxicidad del MPTP (Heikkila y
col., 1984; Chang y col., 1993). Los astrocitos tratados con MPTP perdieron su
viabilidad como resultado de la generacion de MPP+ y la disminucién en los
niveles de ATP inducidos por este ultimo subproducto téxico (Di Monte y col.,
1992). No obstante, el efecto citotoxico del MPP+ sobre los astrocitos es todavia
desconocido. Después de que el MPP+ es liberado desde los astrocitos dentro del
espacio extracelular, éste es tomado selectivamente por las neuronas
dopaminérgicas a través de los transportadores de dopamina (Javitch y col., 1985;
Uhl 1998) y acumulado en la mitocondria (Ramsay y Singer, 1986). Los elevados
niveles de MPP+ inhiben entonces la actividad el complejo mitocondrial I,
generando una despolarizacion mitocondrial, pérdida de ATP e induccion de ERO
en diferentes células (Cassarino y col., 1999; Nakamura y col., 2000; Wu y col.,
1993). Nosotros determinamos los niveles de oxidacion de lipidos y proteinas, y
observamos que la disminucion en la viabilidad aumentaba con el tratamiento de
MPP+, por lo que el mecanismo de toxicidad de esta molécula también esta
relacionado con un estado de EO. Igualmente observamos que la viabilidad
disminuye con respecto al tiempo de exposicion, lo que sugiere que el efecto del

MPP+ es continuo y persistente, y por ello desencadena otros procesos
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oxidativos. Sin embargo, en nuestro estudio solo trabajamos con una
concentracion, y si el efecto es constante, entonces ¢ por qué no observamos la
misma disminucién en la viabilidad? Para tratar de explicar este efecto, revisamos
lo reportado por Chuang y Chen en un modelo de linea celular de astrocitoma
U373MG. Estos autores reportan que en tiempos cortos de exposicion al MPP+,
los astrocitos tratan de responder eliminando las ERO mediante el sistema
antioxidante del GSH, mientras que cuando se expone a la linea celular U373MG
por tiempos prolongados a la toxina, se observa que este mecanismo ya no es
efectivo, y por tanto se incrementa el dafio oxidativo y se induce la muerte celular,
sugieriendo que en tiempos de exposicion larga, la administracion de antioxidantes
produce una disminucion en la mortalidad celular.

De acuerdo con estos resultados, y tratando de explicar los propios en los que
no observamos diferencias entre los cultivos celulares provenientes de individuos
neonatos y adultos, proponemos para un siguiente estudio el empleo de
tratamientos con diferentes concentraciones de MPP+ y a diferentes tiempos de
exposicién, evaluando esta vez la respuesta antioxidante y determinar si existen
diferencias en la susceptibilidad al toxico MPP+ y por tanto establecer una relacion
de este toxico con la enfermedad de Parkinson y el envejecimiento.

En resumen, los resultados revisados anteriormente nos sugieren que el efecto
de los tres téxicos utilizados en nuestro trabajo induce un estado de estrés
oxidativo que se evidencio al evaluar el dafio en las biomoléculas estudiadas. Ello
podria explicar la disminucion en la viabilidad y funcionalidad celular en los

modelos de estudio.
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Un aspecto muy importante que salié a relucir de este trabajo fue que los
mecanismos de induccién del estado oxidativo generados por cada uno de los tres
toxicos debe ser diferente, ya que sus efectos sobre los astrocitos fueron distintos.
Es posible que ésto se deba a la naturaleza quimica de los toxicos, pues el QUIN
y el Abeta son propiamente moléculas que forman parte del metabolismo celular,
por lo que en un momento dado las células sanas o no sensibilizadas podrian
tener menor susceptibilidad a dichos téxicos, ya que se sabe que los astrocitos
poseen mecanismos para eliminarlos o atenuar sus efectos; sin embargo, estos
mecanismos al parecer son insuficientes cuando los tdxicos se encuentran en
concentraciones mayores a las fisioldgicas, lo cual induce un estado de estrés

oxidativo y la muerte celular.

El caso del MPP+ es distinto, ya que es una molécula sintética, que es por
consiguiente no es facilmente metabolismo, y por lo tanto su efecto es totalmente
directo sobre la fisiologia u homeostasis celular, afectando principalmente a
cadena de transporte de electrones mitochondrial. Se ha sugerido que este sea el
sitio en donde se genera el EO, probablemente por ello es que a dosis menores
sus efectos sean letales.

De esta manera, para poder ahondar en esta discusion seria importante evaluar
la respuesta antioxidante de los astrocitos ante los tres téxicos evaluados en
futuros estudios. En cuanto a la comparacion de astrocitos provenientes de
animales de diferentes edades, queda claro que en la mayoria de los casos no se
encontraron diferencias significativas entre los dos cultivos evaluados, parece ser

gque ambos cultivos presentan las mismas condiciones de respuesta y
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susceptibilidad. Unicamente se encontraron diferencias en el tratamiento con
MPP+; sin embargo, seria interesante determinar el dafio oxidativo que se induce
por los tres tdxicos en un modelo de astrocitos provenientes de individuos de una
edad méas avanzada (24 meses). En este caso, también seria oportuno analizar las
posibles variaciones que pudieran encontrarse en la respuesta antioxidante, ya
que se espera que ésta esté disminuida en los individuos seniles. Ello podria ser

una causa primordial de la susceptibilidad ante los toxicos.
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10. CONCLUSIONES

v’ La susceptibilidad de la viabilidad y funcionalidad celular de los astrocitos
de cultivos primarios provenientes de la corteza cerebral de ratas neonatas
y adultas al QUIN es dependiente del tiempo de exposicion y de

concentraciones superiores a las fisiologicas.

v El efecto citotéxico sobre los astrocitos del QUIN es a tiempos prolongados

de exposicion.

v' La citotoxicidad del Abeta y el MPP+ sobre los cultivos de primarios de
astrocitos de corteza cerebral de neonatos y adultos no depende del tiempo

de exposicidén con las concentraciones utilizadas.

v Los cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas adultas son mas

susceptibles al MPP+ que los de provenientes de ratas neonatas.

v El tratamiento con ABETA y MPP+ producen dafio oxidativo en lipidos de

cultivos provenientes de organismos neonatos y adultos a 5h.
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El QUIN induce dafio oxidativo a lipidos y proteinas en tiempos de
exposicion largos en cultivos de astrocitos provenientes de la corteza
cerebral de ratas adultas, lo que induce una disminucion en la funcionalidad

y viabilidad celular.

La disminucion de la viabilidad y funcionalidad celular de los cultivos
primarios de astrocitos provenientes de la corteza cerebral de ratas
neonatas y adultas expuestas a los toxicos Abeta y MPP+ es debido al

incremento de lipidos y proteinas oxidadas.

En general los cultivos primarios de astrocitos provenientes de la corteza
cerebral de ratas adultas son mas susceptibles a los tres citotoxicos

utilizados.

Los tres citotdxicos utilizados inducen dafios oxidativos a las biomoléculas.

La disminucion en la respuesta antioxidante en los cultivos de astrocitos
provenientes de ratas adultas podria ser la causa de la susceptibilidad a los

citotoxicos.
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v' Los cultivos primarios de corteza cerebral de ratas adultas son mas

susceptibles al QUIN que los provenientes de ratas neonatas.

v' Los astrocitos de adultos son mas susceptibles al dafio oxidativo inducido

por los téxicos QUIN, Abeta y MPP+.

v' La disminucion en la respuesta antioxidante en los cultivos de astrocitos

provenientes de ratas adultas podria ser la causa de la susceptibilidad a los

citotoxicos QUIN, Abeta y MPP+.
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11. PERSPECTIVAS

e Evaluar el dafio oxidativo inducido por QUIN, Abeta y MPP+ en cultivos

primarios de astrocitos provenientes de ratas seniles de 24 meses

e Evaluar la toxicidad de estos compuestos mediante curvas de dosis respuestas
y diferentes tiempos de exposicidn en cultivos primarios de astrocitos provenientes

de ratas seniles de 24 meses

e Determinar la respuesta antioxidante en cultivos primarios de astrocitos
provenientes de seniles de 24 meses ante la induccion de estrés oxidativo por los

tres compuestos toxicos.

e Amplificar la respuesta antioxidante para contrarrestar la toxicidad de QUIN,

Abeta y MPP+ en cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas seniles de

24 meses.

70



12. APENDICE
SOLUCIONES
Solucion Krebs 10x (500ml)

e NaCl 1.2M

e KCI 0.048M

e KH,PO, 0.12M

e NaHCO; 0.25M

e Glucosa 0.14M

¢ Rojo Fenol 0.00043M

Solucién 1

Solucion Krebs  5mL

H202 destilada 45mL
Albumina Sérica Bovina 150mg
MgSo4 (3.8%) 400uL

Solucién 2

e Solucién 1 6.25mL
e Tripsina 1.6mL

Solucién 3

Solucibn1  4.7mL
DNAasa 0.4 mg
MgSo4 (3.8%) 40uL
Suero Fetal Bovino 1mL

Solucién 4

e Solucibn 1 5mL
e Solucién 3 1mL
e Suero Fetal Bovino 600uL

Solucién 5
e Solucibn 1 5mL

e MgSo4 (3.8%) 30uL
e CaCl2 (1.2%) 6uL
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