BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

REGULACION DEL EJE PROLACTINA/VASOINHIBINAS EN
ASTROCITOS HIPOCAMPALES A LO LARGO DEL
DESARROLLO

Tesis para obtener el titulo de

BIOLOGO

PRESENTA:
FERNANDO MACIAS PRADO

DIRECTORES:
EDITH ARNOLD HERNANDEZ
GONZALO MARTINEZ DE LA ESCALERA LORENZO

Junio 2017







Agradecimientos

Agradezco a mi tutor el Dr. Gonzalo Martinez de la Escalera quién me abrio las puertas para
trabajar en su laboratorio y por transmitirme su conocimiento y darme el apoyo que permitié
culminar este trabajo. A mi tutora la Dra. Edith Arnold quién gracias a su muy valiosa guia
esta tesis fue realizada, gracias por ensefiarme y transmitirme esta pasion por la ciencia, por
tener la paciencia y el empefio siendo mi guia y amiga en todo este proceso, gracias.

Un enorme agradecimiento a la Dra. Dolores Loépez Morales y la Biol. Maria Rosete Enriquez
que ademas de ser profesoras con las que me forj¢ en mi carrera ayudaron con sus
acertadas correcciones a la mejora de este trabajo.

Agradezco el apoyo técnico del personal del Instituto de Neurobiologia de la UNAM; Dr.
Fernando Lopez Barrera, Dr. Gabriel Nava Pinto, Dra. Alejandra Castilla Ledn, MVZ. José
Martin Garcia Servin y Elsa Nidia Hernandez Rios.

Gracias a la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y en particular a la Facultad de
Ciencias Biologicas por la educacion y apoyo que recibi en sus instalaciones durante mi
carrera. Gracias a mis profesores que me formaron e inculcaron el esfuerzo y la pasién a la
biologia.

A mis padres Fernando y Rocio, sin ustedes nada de esto hubiera sido posible. Gracias por
sus ensefanzas, comprension y por todo el apoyo que me han dado. A mis hermanos Nanda,
Ochi y Ale, muchas gracias por su apoyo. Todos ustedes son la mejor familia que podria
pensar.

A mis amigos que durante mi estancia en la universidad me acompafnaron tanto en los
dificiles momentos (de entrega de proyectos) como en las largas veladas de platica y
diversion, se convirtieron en una pieza fundamental de mi vida académica y social; Gracias
The Gang: Martin, Lili, Fernanda (Ferku), Max, Larisa, Paco, Conie y Adri. Al
“‘Neurovasculoglial PRL team” Edith, Rodrigo y Miriam quienes gracias a su ayuda y
compaiia la realizacién de esta tesis resultd ser una excelente experiencia.

A todos los que me ayudaron a hacer posible este trabajo, gracias.






indice

Agradecimientos
Dedicatoria
indice
Lista de figuras
Abreviaturas
Resumen
1. Introduccién
1.1 La prolactina
1.1.2 Secrecion y sintesis de la PRL
1.1.3 El receptor de la PRL
1.1.3.1 Las vias de sefalizacion del RPRL
1.1.4 Acciones de la PRL en el en el sistema nervioso central
1.1.4.1 La PRL y la angiogénesis
1.2 Las vasoinhibinas
1.2.1 La generacion de vasoinhibinas
1.2.2 Las acciones y las vias de sefalizacion de las
vasoinhibinas
1.3 El eje PRL/vasoinhibinas
1.3.1 El eje PRL/vasoinhibinas en el hipocampo
1.4 Los astrocitos
1.4.1 Los astrocitos y la PRL
1.5 La proteasas en el sistema nervioso central
2. Justificacion
3. Hipotesis
4. Objetivos
4.1 General
4.2 Especificos
5. Material y métodos

5.1 Animales

S<E=_

0 N N O N DO W W=

10
11

12
13
13
15
16
17
17
17
18
18



5.2 Extraccion de hipocampos

5.3 Cultivos celulares

5.4 Inmunocitoquimica

5.5 Extractos de astrocitos

5.6 Purificacion y cuantificacion de proteinas
5.7 RT-PCR en tiempo real

5.8 Ensayo in vitro de corte de la PRL

5.9 Western blot

. Resultados

6.1 Estandarizacion del cultivo de astrocitos

6.2 Presencia enddgena de la PRL y las vasoinhibinas

en el hipocampo del raton

6.3 Procesamiento proteolitico de la PRL a vasoinhibinas por
extractos hipocampales del raton

6.4 Presencia enddgena de la PRL y las vasoinhibinas en
astrocitos hipocampales del ratén

6.5 Procesamiento proteolitico de la PRL a vasoinhibinas por

extractos de astrocitos hipocampales del raton

7. Discusion
8. Conclusiones

9. Referencias

18
18
19
20
20
20
21
22
23
23

25

26

29

30

32

37
38



Lista de figuras

Figura 1. Estructura de la PRL.

Figura 2. Activacion del receptor de PRL.

Figura 3. Generacion de vasoinhibinas.

Figura 4. Diseccion del hipocampo de raton neonato.

Figura 5. Proliferacion de astrocitos de raton E16 en cultivo.

Figura 6. Proliferacién de astrocitos de ratén neonato en cultivo.

Figura 7. Caracterizacion inmunocitoquimica de cultivos de astrocitos
hipocampales de ratones E16 y neonatos.

Figura 8. Presencia endogena de la PRL y las vasoinhibinas en el
hipocampo del raton.

Figura 9. La PRL es procesada a vasoinhibinas de 16 kDa por la
catepsina D hipocampal de ratones E16, neonatos y adultos.

Figura 10. La catepsina D hipocampal corta de manera diferencial a la
PRL de acuerdo a la edad.

Figura 11. El hipocampo no presenta actividad proteolitica capaz de
generar vasoinhibinas en un pH neutro.

Figura 12. Presencia endogena de la PRL y las vasoinhibinas en
astrocitos hipocampales del raton.

Figura 13. La catepsina D presente en los astrocitos hipocampales genera
vasoinhibinas de 16 kDa.

Figura 14. Los astrocitos hipocampales no presentan actividad proteolitica

capaz de generar vasoinhibinas en un pH neutro.



Abreviaturas

Mg Microgramos

um Micrometros

ACTH Hormona adrenocorticotropa

AMP Adenosin monofosfato

AraC Citocina D-Arabinofuranosido
ARN Acido ribonucleico

BHE Barrera hematoencefalica

BMP 1 Proteina morfogenética de hueso 1
BSA Albumina de suero bovino

CO2 Dioxido de carbono

COOH Carboxilo

Cq Ciclo de cuantificacion

D2 Receptor de dopamina tipo 2

DA Dopamina

DAPI 4’ 6-diamino-2-fenilindol

DIV Dia in vitro

DMEM Dubelco’s Modified Eagle Medium
E16 Embriones de 16 dias de gestacién
eNOS Oxido nitrico endolelial

ERK5 Cinasa reguladora de sefal 5
GFAP Proteina Gliofibrilar Acida

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HCI Acido clorhidrico

IL-18 Interleucina 13

Jak2 Tirosina cinasa Janus 2

K Cinasa

kDa Kilodaltén

MAP2 Proteina asociada a microtubulos
MAPK Proteina cinasa activada por mitégenos

VI



MMPs
NacCl
NF-kB

ng
NH>
PO
PepA
pH
PHDA

PKC
PRL
qPCR

RPRL
SNC
STAT

Svz
TIDA
THDA
TNF-alfa
UFR
VEGF

Metaloproteasas de matriz extracelular
Cloruro de sodio

Factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas
Nanogramos

Amino

Neonatos

Pepstatina A

Potencial de hidrégeno

Neuronas dopaminérgicas periventriculares
hipofisiales

Proteina cinasa C

Prolactina

Reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real

Receptor de prolactina

Sistema nervioso central

Proteina transductora de sefial y activadora de
la transcripcion

Zona subventricular

Neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares
Neuronas dopaminérgicas tuberohipofisiales
Factor de necrosis tumoral alfa

Unidades de fluorescencia relativa

Factor de crecimiento del endotelio vascular

Vi



Vi



Resumen

La prolactina (PRL) y las vasoinhibinas son dos familias de hormonas asociadas en un eje
funcional. Las vasoinhibinas, nombradas asi por sus efectos inhibitorios en la angiogénesis,
vasopermeabilidad y vasodilatacidon, son sintetizadas a través del corte proteolitico de la
PRL, compartiendo con esta la region N-terminal. Su peso molecular varia en un rango de 11
a 18 kDa dependiendo de los sitios de accién (corte) especificos de las proteasas
involucradas en su generacion, tales como la catepsina D, las metaloproteasas de matriz
extracelular (MMPs) y la proteina morfogenética de hueso 1 (BMP 1). La PRL y las
vasoinhibinas han sido detectadas en el hipotalamo de la rata y otras regiones del sistema
nervioso central (SNC), sitios donde producen efectos opuestos entre si. La administracion
intracerebroventricular de PRL en la rata causa una reduccion de las respuestas
neuroenddcrinas de ansiedad y estrés, mientras que las vasoinhibinas inducen
comportamientos asociados con la depresion y la ansiedad. En este trabajo analizamos la
actividad de las enzimas proteoliticas encargadas de cortar a la PRL en vasoinhibinas,
particularmente a la catepsina D y las MMP, en tres diferentes etapas del desarrollo
hipocampal y la participacion de los astrocitos en este proceso. Para ello, obtuvimos
hipocampos de embriones de 16 dias de gestacién (E16), neonatos (P0O) y adultos (3.5
meses) de ratones CD-1, asi como astrocitos aislados de hipocampos de ratones E16 y
neonatos. Las muestras fueron procesadas en una solucion amortiguadora de lisis celular e
incubadas con 50 ng de una preparacion estandar de PRL de rata en una solucion de
incubacion con pH 5 o 7 durante 24h a 37°C en la presencia o ausencia de un inhibidor
enzimatico como la pepstatina A, la cual inhibe las acciones de la catepsina D. Los niveles de
PRL y vasoinhibinas fueron analizados por Western blot y densitometria. Nuestros resultados
muestran que la PRL y las vasoinhibinas se expresan de manera diferencial en las distintas
etapas del desarrollo. En los extractos hipocampales de embridn y neonato se observaron
tres bandas de vasoinhibinas (14, 16 y 18 kDa), mientras que en los extractos de hipocampo
de adulto soélo se identificaron dos bandas (14 y 18 kDa) siendo mas densa la banda de la
vasoinhibina de 17 kDa. La catepsina D hipocampal corta a la PRL en vasoinhibinas de 16
kDa en las tres edades analizadas, mientras que esta misma enzima también produce

vasoinhibinas de 16 kDa en los astrocitos aislados. Estos resultados demuestran la presencia
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de una regulacién del eje PRL/vasoinhibinas mediada por la catepsina D, a lo largo del

desarrollo del hipocampo en el ratén.



1. Introduccién

1.1 La prolactina.

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica de 23 kDa formada por una sola cadena de
199 aminoacidos con tres puentes disulfuro intramoleculares (Fig. 1) (Ignakak et al., 2012).
Es sintetizada y secretada principalmente por las células lactotrofas de la adenohipodfisis
(Kandel et al., 2013), sin embargo puede producirse en tejidos y células extrahipofisiarias
como son el hipotalamo, la placenta, la decidua y el utero, las células epiteliales de la
glandula mamaria y los linfocitos, entre otros (Freeman et al., 2000). Fue identificada
originalmente debido a que interviene en el desarrollo de las glandulas mamarias y promueve
la lactogénesis (Pereira-Suarez et al., 2015), siendo el mayor factor estimulante para la

lactancia en el periodo post-parto (Ignakak et al., 2012).

Figura 1. Estructura de la PRL. La PRL esta formada
por una cadena de 199 aminoacidos con tres puentes
disulfuro intramoleculares. Se encuentra organizada en

cuatro alfa hélices (I, Il, lll y IV) conectados por asas en
una conformacion anti-paralela (Modificado de Clapp et
al., 2008).

1.1.2 Secrecion y sintesis de la PRL.
La secrecion de la PRL es controlada por el efecto inhibitorio de la dopamina (DA), que

bloquea tal secrecion al unirse al receptor de dopamina tipo 2 (D2) localizado en las células
lactotrofas (Schuff et al., 2002). En estas células se genera un flujo de Ca* que estimula la
produccion de la PRL, y la DA inhibe tal flujo, lo cual da lugar a una hiperpolarizacién de las
células que reduce la secrecion de la PRL, ademas se induce la supresion de la adenilato
ciclasa y la consecuente reduccién del AMP ciclico, lo que provoca la reduccion en la
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expresion del gen de la PRL (Gregerson, 2003). Las neuronas dopaminérgicas que controlan
la secrecion de la PRL se encuentran localizadas en el nucleo arcuato del hipotalamo, las
cuales de acuerdo a su anatomia son clasificadas en neuronas dopaminérgicas
tuberoinfundibulares (TIDA), tuberohipofisiales (THDA) y periventriculo hipofisiales (PHDA).
Las neuronas TIDA se originan en el nucleo arcuato dorsomedial y se proyectan a la
eminencia media, las neuronas THDA y PHDA pasan la eminencia media y se proyectan a la

hipodfisis. Estas tres poblaciones de neuronas son reguladas de manera similar, siendo
estimuladas por la PRL (Grattan, 2015).

1.1.3 El receptor de la PRL.

La PRL es producida de manera autdcrina, paracrina y endocrina, siendo responsable de una
amplia variedad de acciones en los vertebrados, donde se incluyen peces, anfibios, reptiles y
mamiferos (Brooks, 2012). Dichas acciones son mediadas de manera especifica por la
activacién de su receptor. El receptor de la PRL (RPRL) es una proteina transmembranal
perteneciente a la superfamilia de receptores de citocina clase |, contiene tres dominios
principales; el dominio extracelular, el trasmembranal y el intracelular (Freeman et al., 2000).
Como resultado de modificaciones post-traduccionales, se han identificado diferentes
isoformas del RPRL que difieren principalmente en la longitud y composicion de su dominio

intracelular, siendo denominados como RPRL largo, medio y corto (Bole-Feysot et al., 1998).

1.1.3.1 Las vias de sefalizacion del RPRL.

La activacién del RPRL involucra una dimerizacién por la accién de su ligando. Cada
molécula de PRL contiene dos sitios de unién a su receptor (sitio 1y 2) (Fig. 2). La unién de
la PRL al sitio 1 es indispensable para la union del sitio 2 a un segundo receptor, formando
asi un complejo trimérico (2 receptores, 1 hormona). Tal unién provoca cambios estructurales
en el dominio extracelular, que a su vez transmite estos cambios al dominio intracelular,
promoviendo la fosforilacién de la tirosina cinasa Janus 2 (Jak2). Las cinasas Jak2 se
transfosforilan entre ellas y también se encuentran involucradas en la fosforilaciéon de
residuos de Tirosina del RPRL (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000; Brooks, 2012).
La fosforilacion del RPRL permite la unién de la proteina transductora de sefal y activadora
de la transcripcion (STAT). Las proteinas STAT (STAT1, STAT2 y STAT5) son las principales

reguladoras en la transduccion de las sefales de los receptores de citosina, que al
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fosforilarse forman dimeros que pueden ser translocados al nucleo celular donde regulan la
expresion de numerosos genes (Ignakak et al., 2012). Otra via de sefalizacién involucrada
con la activacion del RPRL es la via de las proteinas cinasas activadas por mitdogenos
(MAPK). Los residuos de tirosina fosforilados sirven como sitios de anclaje de proteinas
adaptadoras (Shc/Grb2/SOS) que conectan al receptor con la cascada de las Ras/Raf/MAPK
(Freeman et al., 2000).

Dimerizacién inducida por el
ligando Fosforilacién de Jak2 y del RPRL

Paso 1

4o

Dominlo IC lml lml
2] o2
' 1 I
Jak2 3eu1 s Jok2
Y Y
Dominlo EC Y 1
Y Y

Figura 2. Activacion del receptor de PRL. El sitio de unién 1 se une al receptor
permitiendo la union del sitio 2 a un segundo receptor (Paso 1). Ocurre un cambio
conformacional que induce la transfosforilacion de Jak2 (Paso 2) y a su vez
fosforilan (P) los residuos de tirosina (Y) del RPRL (Paso 3) (Modificado de Freeman
et al., 2000).

1.1.4 Acciones de la PRL en el Sistema Nervioso Central (SNC).

Ademas de sus acciones clasicas, la PRL afecta a un amplio espectro de funciones dentro de
la homeostasis del organismo, conociéndose hasta ahora alrededor de 300 acciones
diferentes (Freeman et al., 2000). Dicha hormona es capaz de modular a una gran variedad
de tipos celulares, ejerciendo acciones sobre la reproduccién, la osmoregulacion y el
metabolismo, y la regulacién tanto del sistema inmune como del sistema nervioso (Torner,
2016).

La PRL tiene efectos moduladores sobre un amplio numero de procesos en el cerebro. La
presencia de su receptor (isoformas larga y corta) ha sido reportada en estructuras
cerebrales como el nucleo lateral septal, el nucleo paraventricular del talamo, los plexos
coroideos, el nucleo medial de la amigdala, la zona subventricular y el hipotalamo, entre
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otras (Brown et al., 2010; Torner et al., 2009). Algunos estudios han sugerido un papel de la
PRL en la regulacion de funciones neuronales, de excitabilidad y neurotransmision. Se
conoce que es capaz de generar pequefias corrientes en las neuronas via canales de Ca?*,
asi como de modular algunos canales de K* (Patil et al., 2014).

La PRL es liberada al flujo sanguineo en respuesta estimulos que generan estrés (Torner y
Neumann, 2000) y contribuye a su reduccion a través de la inhibicidn en la actividad del eje
Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal, la PRL es capaz de regular la secrecion de de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) a través de la reduccion de impulsos nerviosos en el nucleo
paraventricular del hipotalamo, ademas, en animales sometidos a un estimulo estresante de
manera cronica se reporté una correlacion inversa entre los niveles de expresion del RPRL y
los indices de ansiedad (Torner et al., 2001). La hiperprolactinemia inducida
experimentalmente causa efectos antidepresivos en animales sometidos a nado forzado
(Torner y Neumann, 2000) e incluso dicho estrés puede causar la expresion del RPRL
(isoforma larga) en las células de los plexos coroideos.

La PRL también es capaz de regular la neurogénesis en estructuras como el hipocampo, la
zona subventricular (SVZ) y el bulbo olfatorio, donde ha sido encontrado el RPRL (Torner,
2016). Su presencia se ha correlacionado con un incremento en la neurogénesis en
tratamientos antidepresivos y en hembras gestantes (Larsen y Grattan, 2012; Walker et al.,
2012). Por otro lado, la PRL presenta un efecto neuroprotector bajo condiciones de estrés y
dano tisular (Tejadilla et al., 2010; Torner et al., 2009). Ha sido identificada como un regulador
de la proliferacion de las células neurales (Torner et al., 2009) ayudando a la regeneracion y
migracion de células madre que dan origen a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos
(Pathipati et al.,, 2011). Las acciones de la PRL en el SNC se encuentran mediadas por la
activacién de la cinasa reguladora de sefal 5 (ERKS5) que esta expresada en los nichos
neurogénicos del cerebro (Wang et al., 2013). También estimula los niveles de expresion de
la nestina y de la proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2), por lo que la PRL estimula la
sintesis de proteinas del citoesqueleto, lo que podria contribuir a la diferenciacion celular
(Havranek et al., 2014).

En la glia, la PRL promueve la capacidad de mielinizacion de los oligodendrocitos (Gregg et
al., 2007), estimula la mitogénesis, la proliferacién y la diferenciacién de los astrocitos
(Mangoura et al., 2000) y regula la expresion de citocinas en la microglia, por lo que posee

un papel regulador en la neuroinflamacién (Méderscheim et al., 2007).
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1.1.4.1 La PRL y la angiogénesis.

El sistema vascular es el responsable del transporte de un vasto numero de moléculas que
controlan cientos de funciones en el organismo, lo que lo convierte en uno de los mayores
reguladores de la homeostasis. La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes, proceso que es critico en la organogénesis y el
correcto desarrollo del embrion (Yang y Friedl, 2015). En el adulto, dicho proceso esta
relacionado con la funcién del aparato reproductor femenino, la reparacion de tejidos y con
patologias como el cancer, las retinopatias, la artritis, la obesidad, la aterosclerosis, el asma
y la psoriasis (Clapp et al., 2009). La PRL es capaz de estimular la proliferacion de células
endoteliales a través de la activacion de la STATS (Yang y Friedl, 2015). Induce la produccion
del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en células del endotelio mamario, por
la via de sefalizacion de Jak2-MAP KK (Goldhar et al., 2005). También estimula la expresion
del factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) en células de la decidua y del VEGF
en macroéfagos (Clapp et al., 2008).

La regulacion de la angiogénesis por parte de la PRL resulta también en la induccion de
efectos opuestos a los ya mencionados. La regulacion de la inhibicion y activacién de dicho
proceso por una misma hormona es posible a través de un corte proteolitico especifico el
cual controla los estadios pro y anti-angiogénicos (Clapp et al., 2006). Con el corte
proteolitico de la PRL se da lugar a una familia de moléculas caracterizadas por tener efectos

antiangiogénicos denominadas vasoinhibinas (Clapp et al., 2015).

1.2 Las vasoinhibinas.

Las vasoinhibinas, antiguamente llamadas “PRL 16k”, son una familia de péptidos derivados
de la PRL a través de un corte proteolitico del que resultan moléculas con tamafnos de entre
11 y 18 kDa, que comparten todas la region NHz-terminal de la PRL y poseen propiedades
anti-angiogénicas (Triebel et al., 2015). La actividad biolégica de las vasoinhibinas se le
atribuye a la region NHz-terminal debido a que los fragmentos COOH-terminal carecen de las
propiedades ya mencionadas (Clapp et al., 2006).

Las vasoinhibinas fueron detectadas por primera vez en células de la pituitaria, sin embargo,

hasta el momento también se conoce que pueden ser producidas en la prostata, la glandula



mamaria, los condrocitos, el riidn, el higado, la retina y el miocardio (Bernard et al., 2015;
Triebel et al., 2015).

1.2.1 La generacion de vasoinhibinas.
La produccion de vasoinhibinas ocurre a través del corte proteolitico de la PRL por la accion
de diferentes enzimas enddgenas como la catepsina D, las metaloproteasas de matriz
extracelular y la proteina morfogenética de hueso 1 (BMP-1) (Fig. 3).
La catepsina D es una endoproteinasa aspartatica que se distribuye en vesiculas
intracelulares como lisosomas, fagosomas y endosomas (Cruz-Soto et al., 2009). Dentro de
sus principales funciones se encuentran la degradacién metabdlica de proteinas
intracelulares, la activacion y la degradacion de hormonas polipeptidicas y de factores de
crecimiento, la activacion de precursores enzimaticos, el procesamiento de antigenos
cerebrales, la regulacion de la apoptosis y de la angiogénesis (Benes et al., 2008).
La catepsina D es cataliticamente mas activa a un pH acido, se ha demostrado que genera
vasoinhibinas a pH menores a 5.5 (Clapp et al., 2008). De los primeros reportes que se
hicieron en relacion al corte proteolitico de la PRL por la catepsina D fue el de Baldocchi et al.
(1993), quienes realizaron ensayos in vitro incubando PRL de rata a un pH acido con
catepsina D y con explantes de tejido

mamario, encontrando que se

generaban fragmentos NH2-terminal de
'\\ X\ ;\\ “« 16kDa. Piwnica et al. (2004) reportaron

que la PRL humana también era cortada

Catepsina ©

por la catepsina D en extractos de

\X e X\ celulas mamarias, produciendo

vasoinhibinas de 15kDa, 16.5kDa vy
P . <o 17kDa. De la misma forma Lkhider et al.
X\ (2004) encontraron que dicha proteasa

es liberada por las células epiteliales de

180 0m

la glandula mamaria, y corta la PRL en

Figura 3. Generacion de vasoinhibinas. EI
procesamiento proteolitico de la prolactina por proteasas
como la catepsina D, las mealoproteasas de matriz
extracelular (MMPs) y la proteina mofogenética de hueso
1 (BMP 1) genera fragmentos NH-terminal de diferentes
tamarfos, con actividad antiangiogénica (Modificado de
Clapp et al., 2008).

vasoinhibinas. En la adenohipdfisis
también se encontré la actividad de

corte de la PRL por la catepsina D,
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pruebas in vitro de corte de PRL a pH 5 con extractos adenohipofisiales demostraron la
capacidad de la catepsina D para la generacion de vasoinhibinas en dicho tejido (Cruz-Soto
et al., 2009).

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) son un grupo de enzimas proteoliticas
que como lo indica su nombre tienen un papel preponderante en la degradacion y remodelaje
de dicha matriz (Birkedal-Hansen et al., 1993). La familia de las MMPs esta compuesta por
28 miembros, las cuales regulan un gran numero de procesos biolégicos como la reparacion
de heridas, la angiogénesis, la apoptosis, la organomorfogénesis y la ovulacion (Mittal et al.,
2016). Macotela et al. (2006) encontraron la produccion de vasoinhibinas en ensayos in vitro
de corte de la PRL con extractos de condrocitos de rata y MMPs purificadas, a un pH neutro
(pH 6.5, 7, o 7.5). Las vasoinhibinas generadas resultaron ser de 17kDa, 16kDa, 14kDa y
12kDa, siendo participes de tal generacion las: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 y
MMP-13.

Por ultimo, la proteina morfogenética de hueso 1 (BMP-1), es una metaloproteasa que tiene
roles en la formacién de la matriz extracelular y en la activacién de factores de crecimiento.
Ge et al. (2007) describen en sus estudios la capacidad de dicha proteina para cortar la PRL

y generar fragmentos anti-angiogénicos de 17kDa .

1.2.2 Las acciones y vias de sefalizacidon de las vasoinhibinas.

Contrario a su precursor, las vasoinhibinas se caracterizan por tener efectos inhibitorios
sobre la funciéon vascular, interfieren con la actividad de factores de crecimiento vasoactivos
como el VEGF, el bFGF, la interleucina (IL-18), la bradiquinina y la acetilcolina (Clapp et al.,
2015); estimulan la apoptosis de células endoteliales, promoviendo asi la regresion de los
vasos sanguineos en la cérnea, la retina y el corazén (Clapp et al., 2006). Ademas, son
capaces de bloquear la vasodilatacién, la vasopermeabilidad y favorecen acciones pro-
inflamatorias (Clapp et al., 2009).

El receptor de las vasoinhibinas aun no ha sido identificado, se conoce que las células
endoteliales poseen sitios de unidén a vasoinhibinas, saturables y de alta afinidad los cuales
son diferentes al RPRL (Clapp et al., 2008). Las vasoinhibinas actuan inhibiendo la activacién
de la via de sefalizacién de las MAPK al nivel de Ras y la proteina cinasa G (Clapp et al.,
2009) y bloquean la actividad de la sintesis de la éxido nitrico endotelial (eNOS) inhibiendo la

vasodilataciéon (Clapp et al., 2006). Inhiben las transiciones del ciclo celular Go-G1 y G2-M
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reduciendo la expresion de la ciclina D-1 y B-1, también aumentan la expresion de los
inhibidores de ciclo celular p21cip1 y p27kip1 (Clapp et al., 2008). Inducen la apoptosis
promoviendo la activaciéon de NF-kB y las caspasas 8 y 9 que a su vez estimulan a la
caspasa 3 y provocan la fragmentacion de ADN (Clapp et al., 2015).

El estudio de las vasoinhibinas en el SNC no ha sido hecho a profundidad, habiendo muy
pocos estudios sobre el tema. Ferraris et al. (2011) encontraron que las vasoinhibinas
poseian efectos anti-proliferativos y pro-apoptéticos en las células de la pituitaria. De la
misma forma, los estudios de Zamorano et al., 2014 demostraron que la inyeccién de
vasoinhibinas recombinantes en los ventriculos laterales, provoca que estas causen efectos
ansiogeénicos y depresivos, sin embargé aun se desconoce el mecanismo por el cual actuan.
Ademas de su presencia y produccion en la adenohipdfisis, se desconoce si existe
produccion de vasoinhibinas en otras estructuras del SNC y cuales son sus acciones sobre
las células de tal sistema

1.3 El eje PRL/vasoinhibinas.

La generacion de vasoinhibinas se encuentra bajo una regulacion fisiolégica que depende de
la PRL circulante y la secretada en el tejido. Dadas las acciones complementarias que tienen
la PRL y las vasoinhibinas se ha propuesto que dichas hormonas se encuentran organizadas
en un eje, que esta integrado por el hipotalamo, la adenohipdfisis y el tejido blanco (Triebel et
al., 2015). Dicho eje se forma debido a las caracteristicas que tienen ambas hormonas en su
regulacion y sintesis, las vasoinhibinas son hormonas efectoras cuya regulacion fisiologica
cambia de acuerdo a diferentes etapas y por la secrecion de PRL que provoca que sus
concentraciones sean reciprocas. Ademas las vasoinhibinas no se originan de un gen
independiente, puesto que son el resultado de una modificacidn postraduccional de la PRL,
comparte con esta un mismo ARN mensajero (Clapp et al., 2009). Por lo tanto son los niveles
y la sintesis de la PRL aunado a la actividad de corte de enzimas como la catepsina D, MMP

o BMP-1 lo que determina la concentracion de vasoinhibinas.
Las acciones del eje PRL/Vi han sido detectadas en diferentes tejidos, en la retina una

desregulacion en la produccion de vasoinhibinas retino-oculares se encuentra ligada a
retinopatias vasoproliferativas; en el corazén altas concentraciones de PRL conllevan a
mayores niveles de vasoinhibinas dentro del miocardio ventricular encontrandose

relacionados con la miocardiopatia periparto; en la glandula mamaria la catepsina D controla
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la produccién de vasoinhibinas que participan en su involucion; en la placenta y tejido
amnidtico un exceso en la sintesis de vasoinhibinas puede generar preclampsia y

anormalidades en el crecimiento fetal (Triebel et al., 2015).

1.3.1 El eje PRL/vasoinhibinas en el hipocampo.

El hipocampo es una estructura cerebral que pertenece al sistema limbico y tiene un
importante papel en la memoria y el aprendizaje. Es una estructura pareada con dos mitades
en espejo a la izquierda y derecha del encéfalo (Shepherd, 1998), posee una forma muy
caracteristica la cual (en el humano) se asemeja a la de un caballito de mar, razén por la cual
que fue denominado de esa manera (Deshmuch y Knierim, 2012).

Se han reportado acciones neuroprotectoras y neurogénicas de la PRL en el hipocampo. El
efecto antidepresivo de la PRL se produce a partir de su efecto neurogénico (Torner, 2016),
que genera a su vez una mejora en el animo. Walker et al. (2012) encontraron que la
administracién de la PRL a un cultivo de células neurales precursoras o directamente sobre
el giro dentado, incrementaba de manera significativa el nUmero de progenitores, ademas el
déficit de la PRL causaba una deficiencia en el desarrollo de la memoria y el aprendizaje,
situacion que se veia mejorada con la administracion de PRL recombinante. De la misma
forma las investigaciones de Mak y Weiss (2010) demostraron que inyecciones
intracerebroventriculares de PRL en ratones macho adultos incrementaba considerablemente
la proliferacién celular en el giro dentado. Otros reportes demostraron que la PRL ejerce
efectos protectores sobre la neurogénesis adulta en el giro dentado bajo condiciones de
estrés crénico, probablemente de manera directa a través de su receptor, sin embargo no se
encontré un aumento en la proliferacion celular (Torner et al., 2009). Por otro lado, Lajud et
al. (2013) encontraron efectos de la PRL contrarios a los reportados en adultos sobre la
neurogénesis, ya que altas dosis administradas en neonatos produjeron una reduccion en la
proliferacion celular, lo que indica que la PRL podria también estar implicada en el desarrollo
de estadios patoldgicos.

Respecto a las acciones neuroprotectoras de la PRL en el hipocampo existen trabajos que
relacionan los altos niveles de la PRL durante el periodo lactante con un aumento sobre la
arquitectura dendritica, la plasticidad neuronal y con un decrecimiento en la muerte celular,
existiendo una proteccion contra un dano tisular generado por el acido kainico (Morales,

2011). Una administracion diaria de PRL bloquea la muerte celular y la neurodegeneracion en
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la areas CA1, CA2 y CA3 del hipocampo (Morales et al., 2014; Reyes-Mendoza y Morales,
2016; Tejadilla et al., 2010).

La presencia y acciones de las vasoinhibinas en el hipocampo aun no han sido reportadas,
por lo que es importante su estudio para conocer un posible efecto regulador dadas las

acciones de la PRL en dicha estructura.

1.4 Los astrocitos.

Los astrocitos son células gliales especializadas que en los mamiferos son las mas
numerosas del cerebro (Molofsky et al., 2015), superando por mas de cinco veces al numero
de neuronas existentes (Sofroniew y Vinters, 2010). Son fundamentales para la homeostasis
del SNC ejerciendo un importante rol en la organizacién estructural y de soporte del tejido
nervioso, forman parte del control de la migracion axonal, la regulacion sinaptica y de los
nutrientes (Verkhratsky y Papura, 2016). Los astrocitos son elementos cruciales de la unidad
neurovascular, forman un revestimiento alrededor de los vasos sanguineos conocido como
glia limitans, que junto con los pericitos y las células endoteliales funcionan como barrera
para la entrada de moléculas, iones y células al cerebro, a dicha estructura se le conoce
como barrera hematoencefalica (BHE). Los astrocitos regulan la entrega de nutrientes de los
capilares a las neuronas, el flujo sanguineo y la permeabilidad de dicha barrera (Molofsky et
al., 2015). La interaccion entre los tres tipos celulares que forman la barrera es crucial para
su correcto funcionamiento.

De acuerdo a la edad los astrocitos ejercen diferentes funciones, en etapas embrionarias se
conoce que funcionan como progenitores neurales y sirven como soporte para la migracion
(Rakic, 2007), ademas secretan MMPs y moléculas de senalizacion para regular el
crecimiento dendritico y axonal (Molofsky et al., 2015). Los astrocitos postnatales participan
de manera activa en la formacién de sinapsis, conexiones vasculares y en su estabilizacién
(Pfrieger, 2009). Mientras que en la etapa adulta, promueven la supervivencia neuronal en el
contexto de la neuroinflamacién (Saijo et al., 2009), ademas de participar en la plasticidad
sinaptica en regiones como el hipotalamo o el hipocampo (Araque y Navarrete, 2010).
También actuan ante el dafo tisular, respondiendo ante alguna infeccidén o trauma, sucesos
en los que se “activan” lo que resulta en una proliferacion e hipertrofia, en un proceso

conocido como astrogliosis (Robel et al., 2011). Respecto a la angiogénesis, se ha probado
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que los astrocitos son capaces de inducirla a través de la activacion de la vias Jagged1 y
Notch1 (Zhai et al., 2015),

1.4.1 Los astrocitos y la PRL.

La PRL actua como un mitdégeno para diversos tipos celulares, entre ellos las células de la
glia. En los astrocitos se ha probado que la PRL es capaz de estimular su proliferacion,
DeVito et al. (1993) fueron los primeros en demostrar el efecto de la PRL sobre la
proliferacion de los astrocitos in vitro, el cual estad regulado por vias de sefializacién que
involucran la activacién de la proteina cinasa C (PKC). Ademas, en ensayos in vitro se
demostré la presencia del RPRL en dichas células, considerando un posible papel en la
respuesta inmune (Modersheim et al., 2007). Mangoura et al. (2000) demostraron que la PRL
activa vias de senalizacion mitogénicas que involucran la activacion de la fosfolipasa C y
activando también vias de sefializacién que promueven la diferenciacion como la via de las
Jak/STAT, en cultivos de astrocitos embrionales de 15 dias de gestacion. DeVito et al. (1995)
en ensayos in vivo encontraron que la PRL promueve la astrogliosis en sitios con dafo
tisular, ademas de que aumenta la expresidén de citocinas inflamatorias como TNF-alfa y la
interleucina-1-B, lo que también sugiere un papel de la PRL en la regulacién de la respuesta
inmune de los astrocitos. Estudios mas recientes han sugerido un importante papel de la PRL
en la recuperacion de tejidos tras un dafo, Modersheim et al. (2007) realizaron estudios in
vivo que confirmaron una alta correlacion de los niveles de PRL circulante con la proliferacién
de los astrocitos teniendo también un efecto protector. Todos estos resultados indican un
importante papel de la PRL en la modulacion de la respuesta al dafio tisular de los astrocitos
asi como en su diferenciacién y proliferacion durante el neurodesarrollo. En contraparte, no

se conoce nada sobre las posibles acciones de las vasoinhibinas en los astrocitos.

1.5 Las proteasas en el sistema nervioso central.

A lo largo del ciclo de vida de los individuos ocurren fendmenos de crecimiento,
reordenamiento, maduracion y envejecimiento de los tejidos, en la regulacion de dichos
eventos es requerida la participacion de senalizaciones hormonales, factores de crecimiento
y de enzimas. En el desarrollo del SNC las enzimas proteoliticas controlan la remodelacién
del tejido, la migracién y la plasticidad celular, a la vez que se encuentran involucradas en

procesos de reparacion por dano tisular (Wright y Harding, 2005).
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Las MMPs se encuentran ampliamente expresadas en el tejido nervioso debido a que estan
involucradas en el remodelado de |la matriz extracelular, participando en la migracién celular y
la formaciéon de procesos axonales y dendriticos, ademas su expresion esta regulada
diferencialmente a lo largo del desarrollo, presentandose niveles mas altos durante estadios
embrionarios y neonatales (Sekine-Aizawa et al., 2001). En el cerebro se ha reportado la
presencia de las MMP-2, -9, -11, -12, -13, -14, -15, y -24, siendo las mas frecuentes las
MMP-2 y -9 que actuan en la formacion de circuitos neuronales en respuesta a la actividad
neural o dafio tisular (Fujioka et al., 2012).

La catepsina D se encuentra presente de manera general y diferencial en gran parte de los
tejidos del organismo, en el SNC participa en procesos de apoptosis y fagocitosis, también
posee una capacidad proteolitica selectiva la cual es indispensable en el control del ciclo
celular, la migracién y la diferenciacién del tejido, actuando principalmente durante la
angiogénesis y el crecimiento neuronal (Khalkhali-Ellis y Hendrix, 2014). Su expresion
también se ha visto relacionada con la edad, ya que participa en procesos de envejecimiento
(Stoka et al.,, 2016). Debido al importante papel que los astrocitos desempefian en la
regulacion de la homeostasis del cerebro, estos poseen un rol critico sobre la respuesta del
tejido nervioso. Los astrocitos son también células secretoras de proteasas, las cuales
ayudan en la migracion celular y el control de la formacién de las conexiones sinapticas. En
respuesta a diversos estimulos estos pueden ser secretores de enzimas proteoliticas como la
catepsina D (Hah et al., 2012) o las MMPs como la MMP-2 y -9 (Hsieh y Yang, 2014; Yang et
al., 2015).
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2. Justificacion

El eje PRL/Vasoinhibinas posee acciones sobre diversos tejidos del organismo, regulando
tanto funciones fisiolégicas como patoldgicas. Estas acciones han sido descritas
principalmente en el sistema vascular, donde la PRL y las vasoinhibinas poseen efectos
contrarios promoviendo o inhibiendo la angiogénesis, respectivamente. La funcion del SNC
depende de una estrecha coordinacion entre el tejido neural y el vascular, que ha llevado a
acufar el concepto de unidad neurovascular. Mas aun, en el SNC también se ejercen
acciones opuestas entre la PRL y las vasoinhibinas (mientras que la primera es ansiolitica,
las segundas son ansiogénicas), sin embargo aun se desconocen cuales son los
mecanismos celulares y moleculares que subyace a las acciones de este eje funcional en el
SNC. Las acciones resultantes del eje PRL/vasoinhibinas dependen de la concentraciéon de
PRL y de la actividad de las enzimas proteoliticas que producen a las vasoinhibinas. Debido
a que la expresion de dichas enzimas cambia durante el desarrollo, se propuso investigar
particularmente en los astrocitos, células que regulan el sistema neurovascular, la presencia
de los distintos elementos que conforman el eje PRL/vasoinhibinas en tres diferentes etapas
del desarrollo, como un primer acercamiento para dilucidar la regulacién que dicho eje ejerce

en la fisiologia neural.
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3. Hipotesis

El eje PRL/vasoinhibinas esta presente en astrocitos del hipocampo, y es regulado de forma

diferencial a lo largo del desarrollo del ratén.
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4. Objetivos

4.1 General

Investigar en astrocitos hipocampales obtenidos de diferentes etapas del desarrollo del ratén
(embridn, neonato y adulto) la expresion del gen de la PRL, la proporcion entre la PRL y las
vasoinhibinas enddgenas, asi como la actividad enzimatica responsable de la conversion de

la primera en las segundas.

4.2 Especificos

1. Estandarizar en ratones CD-1 la diseccion del hipocampo y el cultivo de astrocitos en
embriones de 16 dias de gestacion (E16), neonatos y adultos de 3.5 meses.

2. Determinar la expresion enddgena del gen de la PRL en el hipocampo y astrocitos en las
etapas del desarrollo mencionadas.

3. Establecer la proporcion endogena entre la PRL y las vasoinhibinas en el hipocampo y
astrocitos durante las etapas del desarrollo mencionadas.

4. Comprobar la actividad y la naturaleza enzimatica del corte de la PRL a vasoinhibinas en
extractos hipocampales y de astrocitos aislados a través de las diferentes etapas del

desarrollo.
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5. Material y Métodos

5.1 Animales

Fueron utilizados ratones albinos CD-1 de 16 dias de gestacién (E16), neonatos (PO) y
machos adultos de 3.5 meses de edad, obtenidos del bioterio del Instituto de Neurobiologia
de la UNAM campus Juriquilla, Querétaro. Todos los protocolos experimentales con animales
fueron aprobados por el Comité de Etica en Investigacion del Instituto de Neurobiologia.

5. 2 Extraccion de hipocampos

Embriones de raton E16 obtenidos de una ratona gestante sacrificada por asfixia con COy,
fueron sumergidos en una solucién de diseccidn constituida por Hanks' Balanced Salt
Solution (HBSS; 14175-095, GIBCO) y 1% de Penicilina/Estreptomicina (GIBCO). Se abrié el
craneo y se extrajo el cerebro colocandolo en la solucion de diseccion, donde las meninges
fueron retiradas. Una vez separados los hemisferios y la materia blanca, quedé expuesto el
hipocampo que fue disecado y congelado a -80°C. Por otra parte los ratones neonatos,
fueron anestesiados por hipotermia y decapitados, se abri6 el craneo y se extrajo el cerebro,
siguiendo el mismo procedimiento que en los ratones embriones para obtener el hipocampo
(Fig. 4). Los ratones adultos de 3.5 meses de edad fueron sacrificados por asfixia con CO2 y

decapitados, se diseco el hipocampo como se describidé anteriormente.

5.3 Cultivos celulares

Los cultivos primarios de astrocitos fueron obtenidos a partir del hipocampo de ratones CD-1,
de edades E16 y neonatos. Debido a la imposibilidad de obtener astrocitos adultos en cultivo
estos fueron excluidos de los experimentos subsecuentes. Los hipocampos se incubaron en
tripsina al 0.25% (Gibco; 27250-018) en HBSS por 20 minutos a 37°C. Posteriormente el
tejido fue centrifugado a 4,000 rpm durante cinco minutos, se aspird el sobrenadante y el
precipitado fue re-suspendido en 10 mL de medio de mantenimiento de astrocitos (Medio
DMEM (Dubelco’s Modified Eagle Medium; DML10) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS; GIBCO) y 1% de Penicilina/Estreptomicina. El re-suspendido fue colocado en
botellas de cultivo celular previamente recubiertas con poli-D-lisina (1ug/mL; SIGMA, P6407)

e incubadas a 37°C. El medio de cultivo fue renovado cada tres dias. Una vez que los
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Figura 4. Diseccion del hipocampo de raton neonato. A. Ratéon neonato
decapitado. B. La piel y el craneo son retirados dejando expuesto el cerebro. C.
Cerebro completo, la flecha negra indica una arteria meningea. D. El cerebro
después de retirar el cerebelo y las meninges. E. Hemisferio derecho sin
meninges y materia blanca, la linea punteada indica la ubicacién del hipocampo.
F. Hipocampo separado de la corteza. Para todas las imagenes, izquierda: parte
posterior, derecha: parte anterior. Las lineas punteadas indican el lugar de
incision.

astrocitos alcanzaron una confluencia del 100%, para retirar la microglia las botellas de
cultivos se agitaron a 240 rpm durante 6 horas a 37°C, al término de la agitacion se agregdé
medio fresco suplementado con p-Citocina D-Arabinofuranosido (AraC; C1768-1G, SIGMA)
10uM, un agente antimitético que evita la proliferacion y promueve la muerte de la microglia.
El medio se cambié 5 dias después de la administracién del Ara C. Para todos los casos las
células fueron utilizadas dos dias después del cambio de medio. En los procedimientos
descritos a continuacién los astrocitos fueron resembrados a una densidad de 50,000 cél/

cm2.

5.4 Inmunocitoquimica

Los astrocitos resembrados en cubre-objetos de vidrio colocados en pozos de placas de
cultivo fueron fijados con paraformaldehido al 4% (SIGMA, P6148) en el dia 6 in vitro (DIV6)
y permeabilizados con tritobn X-100 (BioRad, 161-0407) al 0.1% en PBS. Se realizé un
bloqueo utilizando suero normal de cabra (NGS) al 10% seguido de la incubacion con un
anticuerpo primario policlonal anti-GFAP (1:1000; EMD Milipore, AB5804) toda la noche a
4°C. Fue utilizado el anticuerpo secundario policlonal anti-conejo (1:5000) fluorescente Alexa
Fluor 555. Los cubreobjetos se montaron sobre porta-objetos y el sellado se realizé utilizando
10uL de vectashield con 4‘,6-diamino-2-fenilindol (DAPI; Vector Laboratories, 150078555)
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para el marcaje de los nucleos. Las imagenes fueron obtenidas utilizando el microscopio
confocal LSM 510 (Zeiss) y analizadas con el programa Aim Imagen Examiner (Carl Zeiss

microimaging).

5.5 Extractos de astrocitos

Los astrocitos fueron resembrados en placas de cultivo y después de alcanzar el 100% de
confluencia se realizaron tratamientos con Ara C 10uM para eliminar la microglia
sobreviviente. Las células fueron cosechadas y re-suspendidas en 100uL de solucién de lisis
celular para extraccion de proteinas (Tris HCI 1M (4103-02, J.T. Baker) pH 7.5, EGTA 0.2M
(E-4378, Sigma) pH 7.5, EDTA 0.2M (3002E, Research Organics) pH 7.5, 1% Nonidet PAO
1% (lgepal, CA-630), Ortovanadato de sodio 0.1M (Na3VOs, S6508, Sigma), Fluoruro de
sodio 0.05M (NaF, S7920, Sigma), Pirofosfato de sodio 5mM (221362, Sigma), Sacarosa
0.26M (4072-05, J.T. Baker)) o en 350 pL de solucién de lisis celular para extraccion de ARN
(RLT, Kit RNeasy Mini, 74106, Qiagen).

5.6 Purificacion y cuantificacion de proteinas

Los hipocampos de ratones de las tres edades utilizadas fueron disgregados con un
homogeneizador de pistola en solucion de lisis celular para extraccion de proteinas y
posteriormente sonicados a una amplitud del 50% por 5 segundos, por ultimo se procedio a
centrifugar (13,200 rpm) por 5 minutos a 4°C. Los extractos de astrocitos se mantuvieron en
agitacion por 30 minutos y fueron centrifugados a 13,200 rpm por 5 minutos a 4°C. Para
todos los casos, se recupero el sobrenadante y se determind la concentracion de proteinas
totales utilizando el ensayo de Bradford (Protein Assay; 500-0006, Bio-Rad) y una curva

estandar de albumina de suero bovino (BSA; Sigma, A4503).

5.7 RT-PCR en tiempo real

Los hipocampos de las tres edades y los astrocitos aislados fueron almacenados a -70°C. Se
extrajo y cuantificd el ARN total utilizando el kit comercial RNeasy Mini (74106, Qiagen). 1ug
fue utilizado para la transcripcion reversa utilizando la enzima transcriptasa reversa
Superscript Ill RT (200 U/uL) incubando 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C y 5 minutos a
85°C. 5uL fueron usados para la amplificacion del ADN complementario por la técnica de la

reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR), 15 segundos a 95°C, 30
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segundos a la temperatura de alineamiento especifica de los primers y 30 segundos a 72°C,
por 38 ciclos. Los productos de la PCR fueron detectados y cuantificados utilizando el kit
SYBR Green qPCR MasterMix (Thermo Scientific, K0223) en un volumen final de 10uL
conteniendo 0.5uM de cada iniciador. La amplificacion fue llevada a cabo en un termociclador
PCR CFX96 (BioRad). Fueron utilizados iniciadores especificos para el gen de la PRL de
ratén (sentido 5 GTT TGA CCG TGT GGT CAT AC 3, y antisentido 5 GGC TTG TTC CTT
GTC TTC AG 3’ Tm 62°C). Como control de carga se midio la expresion del gen constitutivo
ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) ((sentido 5> GTA ATG ATC AGT CAA CGG
GGG AC 3, y antisentido 5 CCA GCA AGC TTG CAA CCT TAA CCA 3 Tm 60.2°C). Como

control positivo se utilizé hipdfisis de raton.

5.8 Ensayo in Vitro de corte de PRL

La actividad de las enzimas que cortan PRL a vasoinhibinas fue evaluada incubando 50 ng
de PRL de rata en 13 pL de solucién de incubacion pH 7 (Tris base 0.05M (H5135, Promega),
NaCl 0.15M (1.064041000, MERCK), CaCl2 0.01M (1332, J.T. Baker)) con extractos de
hipocampo o astrocitos hipocampales de raton, llevando a un volumen final de 19 L. Para la
incubacion a pH5, 50 ng de PRL de rata, 13pL de solucién de Citrato-Fosfatos pH 5 (Acido
citrico (C-8532, Sigma), Fosfato de sodio bibasico anhidro (3828-05, J.T. Baker)) con NaCl
0.15 M (1.064041000, MERCK) se mezclaron con extractos de hipocampo o astrocitos
hipocampales de raton. En ensayos independientes, un inhibidor de la catepsina D, la
pepstatina A a una concentracion de 1.4 yM (SLBG8180V, Sigma) fue pre-incubada con los
extractos de hipocampo o astrocitos hipocampales por 30 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se agregaron 50 ng de PRL de rata, 13 pL de la solucién de incubacion pH 5
y se llevo a un volumen final de 20 yL. En todos los casos la mezcla se incub6 a 650 rpm por
24 horas a 37°C (Termomixer confort, Eppendorf) y después de la incubacion fue reducida
agregando solucion de Laemmli (SDS 10% (Sodio Dodecil Sulfato; 161-0302, Bio-Rad),
Glicerol 20% (G-6279, Sigma), Azul de Bromofenol 0.5% (161-0404, Bio-Rad), Tris HCI 0.5M
(4103-02, J.T. Baker) pH 6.8) mas B-Mercapto-Etanol (1:20; 1610710, Bio-Rad) y se hirvio

por 5 minutos.
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5.9 Western Blot

Para determinar la presencia de PRL y vasoinhibinas en extractos de hipocampos, de
astrocitos aislados o del procesamiento proteolitico in vitro, fueron utilizados 40ug de
proteina total o el volumen total de cada reaccion de corte, los cuales se procesaron en geles
de poliacrilamida al 15% bajo condiciones reductoras y fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa (9004-70-0, Bio-Rad). Posteriormente las membranas fueron incubadas toda la
noche a 4°C con el anticuerpo policlonal anti-PRL de raton (Proporcionada por el Dr.
Talamantes, dilucién 1:500) o el anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata (INN1, dilucién
1:500; National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD) el
cual detecta la regién NHz-terminal de la PRL, segun fuera el caso. Los complejos antigeno-
anticuerpo fueron detectados mediante anticuerpos secundarios conjugados a la enzima

peroxidasa (SuperSignal West Pico, Thermo Scientific, 34087).
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6. Resultados

6.1 Estandarizacion del cultivo de astrocitos

Para la realizacion del cultivo de astrocitos fue necesario utilizar entre 10 y 15 ratones por
cultivo, dado que asi se obtuvo la cantidad de tejido suficiente que permitiera obtener un
numero de células adecuado para la formacién de una monocapa. Después de 24 horas del
sembrado fue posible distinguir astrocitos pegados en el fondo de la botella de las dos
edades (Fig. 5A y 6A), aunque en los cultivos de E16 se observd mayor cantidad de
precursores neurales acompafados de otras formas celulares como la microglia o células
precursoras de oligodendrocitos (OPCs). Durante cinco dias los astrocitos proliferan
exponencialmente y al cabo de este tiempo, cubren totalmente la base de la botella de cultivo
por lo que alcanzan una confluencia del 100% (Fig. 5D y 6D). También fue posible distinguir
células de la microglia presentes en toda la botella, particularmente en los cultivos de
neonatos dénde tales células tuvieron una mayor presencia (Fig. 6D). Dado que al alcanzar
la confluencia los astrocitos dejan de proliferar debido a una inhibiciéon del crecimiento por

contacto, en ambos casos la agitacion por seis horas y el tratamiento con AraC 10uM logré

eliminar casi totalmente la microglia (Fig. 5E y 6E).

Figura 5. Proliferacion de astrocitos de ratén
E16 en cultivo. A. DIV1, primeros astrocitos
pegados en la botella, hay una alta presencia
de neuronas y OPCs (flechas blancas). B. DIV2,
comienza la proliferacion de astrocitos (flechas
blancas). C. DIV3, se forma una monocapa de
astrocitos en diversas areas de la botella de
cultivo. D DIV5, se alcanza una confluencia del
100%, la microglia se encuentra presente en
todo el cultivo (flechas blancas). E. DIV11,
cultivo de astrocitos después de cinco dias de
tratamiento con 10 yM de AraC, el cual resulta
en una considerable reduccion de la microglia.
Fotografias en campo claro (4x aumento) en un
microscopio invertido. Imagenes tomadas con el
programa Q-Capture Pro 7 (2010). La barra de
escala representa 250 um. DIV: Dia in vitro.
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Figura 6. Proliferacion de astrocitos de raton
neonato en cultivo. A. DIV1, primeros
astrocitos pegados en la botella (flechas
negras). B. DIV2, comienza la proliferacién de
astrocitos, hay presencia de microglia y OPCs
(flechas negras). C. DIV3, se forma una
monocapa de astrocitos en diversas areas de la
botella de cultivo. D. DIV5, la monocapa alcanza
una confluencia del 100%, la microglia se
encuentra presente en todo el cultivo (flechas
negras). E. DIV11, cultivo de astrocitos después
de cinco dias de tratamiento con 10uM de AraC,
el cual resulta en una considerable reduccién de
microglia. Fotografias en campo claro (4x
aumento) en un microscopio invertido. Imagenes
tomadas con el programa Q-Capture Pro 7
(2010) La barra de escala representa 250um.
DIV: Dia in vitro.

En el andlisis por inmunocitoquimica las células de las dos edades estudiadas resultaron ser

positivas para la proteina gliofibrilar acida (GFAP) la cual es un marcador especifico de los

astrocitos. Aunado a esto la mayor cantidad de los nucleos tefidos correspondieron con la

sefal positiva a la GFAP, por lo que se confirmd la obtencion de cultivos de astrocitos de alta

pureza (Fig. 7B y D).
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Figura 7. Caracterizacion inmunocitoquimica
de cultivos de astrocitos hipocampales de
ratones E16 y neonatos. A. Astrocitos
hipocampales de ratones E16 vistos en campo
claro, DIV6. B. Astrocitos hipocampales de
ratones E16 marcados con el anticuerpo
policlonal anti-GFAP, DIV6. C. Astrocitos
hipocampales de ratones neonatos vistos en
campo claro, DIV6. D. Astrocitos hipocampales
de ratones neonatos marcados con el anticuerpo
policlonal anti-GFAP, DIV6. E. Control negativo.
En azul se presentan los nucleos tefiidos con
DAPI. Imagenes tomadas en Z-stack 600um (20x
aumento) en un microscopio confocal LSM 510
con el programa Aim Imagen Examiner La barra
de escala representa 50um. DIV: Dia in vitro.



6.2 Presencia endogena de la PRL y las vasoinhibinas en el hipocampo del raton.

El analisis de la expresiéon del gen de la PRL se evalu6 por PCR en tiempo real
observandose una curva de amplificacion del gen en las muestras de hipocampos de la
etapa neonata y adulta, pero no en los hipocampos de ratones E16 (Fig. 8A). La expresion
de la PRL resulté ser considerablemente menor en el hipocampo que en la hipdéfisis, como lo
mostraron sus niveles de Cq. Al analizar la presencia de la PRL y las vasoinhibinas en
extractos de hipocampo por Western blot, se encontré6 la presencia de bandas
inmunoreactivas que corresponden a la PRL, asi mismo se detectaron bandas de 14, 16, 17
y 18 kDa correspondientes a las vasoinhibinas. En la resolucion de los extractos
hipocampales de embriones y neonatos se observaron tres bandas de vasoinhibinas (14, 16
y 18 kDa), mientras que en los extractos de hipocampo de adulto solo se identificaron dos
bandas (14 y 18 kDa) siendo mas densa la banda de la vasoinhibina de 17 kDa (Fig. 8B).
Estos resultados indican que tanto la PRL como las vasoinhibinas estan presentes en el

hipocampo del ratén de diferentes edades y sugieren que puede estar presente la maquinaria
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Figura 8. Presencia endogena de la PRL y las vasoinhibinas en el hipocampo del ratén. A. Analisis por
PCR en tiempo real de la expresion del ARN mensajero de la PRL en el hipocampo de ratones E16, neonatos y
adultos, comparados con su expresion en la hipdéfisis. En la tabla se presentan los valores de Cq obtenidos.
(URF: Unidades de fluorescencia relativa) B. Analisis por Western blot de la expresion endégena de PRL y Vi en
40 ug de extractos hipocampales de ratones E16 (E), neonatos (N) y adultos (A). La dos hormonas se presentan
de manera diferencial entre las tres edades estudiadas. mPRL: Estandar de PRL de raton, 50 ng. Anticuerpo
policlonal anti-PRL de raton, 1:500 (Donado por Dr. Talamantes).
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enzimatica necesaria para el procesamiento de la PRL a vasoinhininas que actua de manera

diferencial entre las distintas edades.

6.3 Procesamiento proteolitico de la PRL a vasoinhibinas por extractos hipocampales del
raton.

La incubacion de 50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de proteina (3 a 12
Mg) de los extractos hipocampales de las diferentes edades en una solucion amortiguadora a

pH 5 resulté en la produccion de vasoinhibinas de 16 kDa, sin que se observaran diferencias
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Figura 9. La PRL es procesada a vasoinhibinas de 16kDa por la catepsina D hipocampal de ratones
E16, neonatos y adultos. A. Analisis por western blot de los productos generados por la incubacion de
50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratén (3 ug a 12 ug)
en un pH 5. En las tres edades se producen Vi de 16 kDa. B. La incubacion con pepstatina A 1.5 uM
(PepA) bloquea la actividad enzimatica de la catepsina D inhibiendo el corte proteolitico de 50ng de PRL
de rata incubados con 6ug de extracto hipocampal a pH 5. La PepA inhibe el corte proteolitico de la PRL
en las tres edades estudiadas. Ctrl: estandar de PRL, 50 ng sin incubar. Anticuerpo monoclonal anti-PRL
de rata N-terminal, 1:500, INN1 (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,
Bethesda, MD).
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notables en la densidad de las bandas (Fig. 9A). Se determin6 que las bandas observadas
correspondian a vasoinhibinas, ya que fueron detectadas utilizando un anticuerpo
monoclonal (INN-1) que detecta s6lo la region NH2-terminal de la PRL. La pre-incubacién de
los extractos hipocampales con pepstatina A, un inhibidor de la catepsina D, ocasioné la
inhibicion casi total del corte proteolitico de la PRL a pH 5 en las tres edades estudiadas.
Ademas, no se observo la protedlisis de la PRL incubada a pH 5 en ausencia del extracto
hipocampal, porque es en el hipocampo de raton donde estan presentes enzimas, como la
catepsina D, capaces de generar vasoinhibinas. El corte de la PRL a vasoinhibinas fue

A B
E16 PRL
PRL 60ng extracto E16
Ctrl 0 3 30 300 3000 ng Ctrl PepA A
25 — 25 —|
20_--..-..., .« |<PRL23k 20_-— . @ (4 PRL 23k
. - < Vi16k 45— - < Vi 16k
kDa kDa
Neonato PRL
PRL 60ng extracto neonato
Ctrl 0 3 30 300 3000 ng Ctrl PepA A
25 — 25 —|
20 —| - - o - < PRL 23k 20_- W s WEEn s |4 PRL 23K
5 - < Vi16k 15— < Vi 16k
kDa kDa
Adulto PRL
PRL 60ng extracto E16
Ctrl 0 3 30 300 3000 ng Ctrl PepA A
_ 25 —
;:_ D - —— < PRL 23k jo |- S NS G SmEM. < PRL 23k
15— - - < Vi 16k 15— < Vit6k
kDa kDa

Figura 10. La catepsina D hipocampal corta de manera diferencial a la PRL de acuerdo a la edad. A.
Analisis por western blot de los productos generados por la incubacion de 50 ng de PRL de rata con
concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratén (3 ng a 3 pg) en un pH 5. El
procesamiento de PRL a Vi es mayor en neonatos que en las otras edades. B. La incubacién con
pepstatina A 1.5 uM (PepA) bloquea la actividad enzimatica de la catepsina D inhibiendo el corte
proteolitico de 50 ng de PRL de rata incubados con 60 ng de extracto hipocampal a pH 5. La PepA inhibe
el corte proteolitico de la PRL en las tres edades estudiadas. Ctrl: estandar de PRL, 50 ng sin incubar.
Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1 (National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD).
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bloqueado completamente mediante la inactivacion por calor de los extractos hipocampales
(Fig. 9B).

Al observar que en aun la menor concentracion proteica de extractos hipocampales
empleada se presentd la misma proporcion de corte de la PRL en las tres edades de ratdn
estudiadas, decidimos analizar la produccidn de vasoinhibinas utilizando concentraciones
menores de los extractos hipocampales, en un rango de 3 ng a 3 ug. Bajo estas condiciones
se encontré que los extractos hipocampales del raton neonato poseen una mayor capacidad
proteolitica a pH 5, en comparacién con las incubaciones con extractos de embridén y adulto,
ya que desde 30 ng de proteina se observa una mayor densidad de la banda de
vasoinhibinas generada, lo cual indica su mayor concentracion (Fig. 10A). De manera similar,
la pre-incubacion con pepsatina A bloqueé el corte proteolitico de la PRL, indicando que la
catepsina D del hipocampo de los ratones es la responsable su corte. Asi mismo, el corte de
la PRL a vasoinhibinas fue bloqueado completamente mediante la inactivacion por calor de
los extractos hipocampales (Fig. 10B) Estos resultados indican que existen en el hipocampo
proteasas como la catepsina D capaces de cortar a la PRL y generar vasoinhibinas de 16
kDa en ambientes acidos.

Por otra parte, al incubar a la PRL con los extractos hipocampales de raton en condiciones
de pH fisiolégico (pH 7), no se observo la generacidn de bandas de vasoinhibinas en ninguna
de las tres edades analizadas (Fig. 11). Este resultado indica que en el hipocampo, bajo
condiciones fisioldgicas, no se encuentran presentes o activas enzimas que sean capaces de

cortar a la PRL en vasoinhibinas.
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Figura 11. El hipocampo no presenta actividad proteolitica capaz de generar vasoinhibinas en un pH
neutro. Analisis por western blot de los productos generados por la incubacion de 50 ng de PRL de rata con
concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratéon (3 ug a 12 ug) en un pH 7. Las enzimas
proteoliticas que generan Vi en un pH neutro no se encuentran activas en ninguna de las edades estudiadas.
Ctrl: estandar de PRL, 50 ng sin incubar. Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1
(National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD).
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6.4 Presencia endogena de la PRL y las vasoinhibinas en astrocitos hipocampales del raton.

En el hipocampo estan presentes diferentes tipos celulares en los que pudiera llevarse a
cabo el corte proteolitico de la PRL. Dado que se conoce que los astrocitos expresan
diversas enzimas proteoliticas, procedimos a analizar si estas células son las responsables
de la generacion de vasoinhibinas en el hipocampo. El analisis por PCR en tiempo real y
Western blot demostré que los astrocitos hipocampales de ratones E16 y neonatos no
sintetizan a la PRL (Fig. 12Ay B), por lo que no estarian generando vasoinhibinas de manera
enddgena, y entonces la PRL tendria que provenir de otros tipos celulares para ejercer sus

acciones en los astrocitos o para ser procesadas a vasoinhibinas.
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Figura 12. Presencia endégena de la PRL y las vasoinhibinas en astrocitos hipocampales del ratén. A.
Analisis por PCR en tiempo real de la expresién del ARN mensajero de la PRL en astrocitos hipocampales de
ratones E16 y neonatos, comparado con su expresion en la hipdfisis. En la tabla se muestran los valores del
Cq obtenidos. (URF: Unidades de fluorescencia relativa). B. Analisis por western blot de la expresién
enddégena de PRL y Vi en 40 pg de extractos de astrocitos E16 (E) y neonatos (N). No se encontrd expresion
de la PRL o su mensajero en ninguna de las edades estudiadas. mPRL: Estandar de PRL de ratén, 50 ng.
Anticuerpo policlonal anti-PRL de ratéon, 1:500 (Donado por Dr. Talamantes).
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6.5 Procesamiento proteolitico de la PRL a vasoinhibinas por extractos de astrocitos
hipocampales del raton.

La incubacion de 50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes (2 ng a 2ug) de
proteina de los extractos de astrocitos hipocampales de ratones E16 y neonatos en una
solucion amortiguadora a pH 5, resultd en la generacién de vasoinhibinas de 16 kDa. Los
astrocitos neonatales exhibieron una mayor capacidad proteolitica, sin embargo, gran parte
de la PRL o los productos generados resultaron ser degradados (Fig. 13A). Debido a esto, se
decidié extender las concentraciones utilizadas de los extractos, quedando en un rango de
20 ng a 320 ng para los embriones y de 5 ng a 40 ng para los neonatos. En estas
condiciones se encontré6 que, en efecto, los astrocitos neonatales poseen una mayor
actividad proteolitica, debido a que desde 20 ng de extracto es posible ver una mayor banda
de vasoinhibinas que solo fue igualada en embriones al incubar 80 ng del extracto (Fig. 13B),
Debido a que los fragmentos observados fueron detectados utilizando el anticuerpo
monoclonal (INN-1) que detecta solo la region NHz-terminal de la PRL, se determin6 que

estos fragmentos correspondian a vasoinhibinas.
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Figura 13. La catepsina D presente en los astrocitos hipocampales genera vasoinhibinas de 16 kDa. A.
Analisis por western blot de los productos generados por la incubacion de 50 ng de PRL de rata con
concentraciones crecientes de extractos de astrocitos hipocampales del ratdén (2 ng a 2 ug) en un pH 5. Desde
2 ng de proteina es posible observar un corte de la PRL produciendo Vi de 16 kDa. B. El extracto de neonato
resulté tener una mayor actividad proteolitica respecto al embrional exhibiendo una diferencia el el
procesamiento desde 20 ng de proteina, como se observa en la curva de concentraciones crecientes (20ng a
320ng para la etapa embrional y 5ng a 40ng para la etapa neonatal). C. La incubacion con pepstatina A 1.5
UM (PepA) bloquea la actividad enzimatica de la catepsina D inhibiendo el corte proteolitico de 50 ng de PRL
de rata incubados con 80 o 20 ng de extractos de astrocitos hipocampales E16 y neonatos respectivamente.
Ctrl: estandar de PRL, 50 ng sin incubar. Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1
(National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD).
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De la misma forma que en los extractos hipocampales, en las dos edades de astrocitos
estudiadas la pre-incubacion con pepstatina A bloqued el corte de la PRL a vasoinhibinas,
indicando que la catepsina D es la responsable del corte. También la inactivacion por calor de
las enzimas resulté en un bloqueo del procesamiento proteolitico (Fig. 13C). Estos resultados
indican que en ratones E16 y neonatos, los astrocitos hipocampales poseen enzimas
capaces de procesar a la PRL en Vi de 16 kDa en un pH acido, siendo la catepsina D la
enzima responsable de tal corte y ocurriendo una diferencia en su actividad, la cual es mayor
en los neonatos.

Por otro lado, la incubacién de 50ng de PRL de rata con extractos de astrocitos de ratones
E16 y neonatos a pH 7 no produjo Vi con ninguna de las concentraciones probadas (Fig. 14),
concordando con lo encontrado utilizando extractos hipocampales. Por lo que los astrocitos

en condiciones fisioldgicas tienen activas enzimas que procesen a la PRL en vasoinhibinas.
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Figura 13. Los astrocitos hipocampales no presentan actividad proteolitica capaz
de generar vasoinhibinas en un pH neutro. Andlisis por western blot de los productos
generados por la incubacion de 50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de
extractos de astrocitos hipocampales de ratones E16 y neonatos (2 ng a 2 ug) en un pH
7. Las enzimas proteoliticas que generan Vi en un pH neutro no se encuentran activas
en ninguna de las edades estudiadas. Ctrl: estandar de PRL, 50 ng sin incubar.
Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1 (National Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD).

31



7. Discusion

La PRL posee un potente efecto modulador en diversas regiones del cerebro sobre las que
actua como neuropéptido y hormona neuroenddécrina (Grattan y Kokay, 2008). Algunas areas
del SNC como el hipotalamo, la amigdala, el nucleo septal lateral y los plexos coroideos
presentan una alta inmunoreactividad a la PRL y su receptor (Brown et al., 2010), lo que
sugiere la interaccion y presencia de esta hormona en la regulacion de la funcion neuronal.
En el SNC la sintesis de la PRL ha sido confirmada en el hipotalamo mediante el analisis con
PCR en tiempo real e hibridacién in situ, demostrando la expresion de su ARN mensajero en
tal estructura (Torner et al., 2004). Sin embargo, la produccion de novo de PRL en otras
partes del cerebro ha sido ampliamente debatida, ya que muchos autores consideran que la
PRL llega al cerebro a través del liquido cefaloraquideo en los plexos coroideos, atravesando
la barrera hemato-liquido cefaloraquideo y esparciéndose por el encéfalo (Grattan et al.,
2002). Por el contrario, recientemente se reporté que la PRL no ingresa al cerebro a través
de dicha via (Brown et al., 2016), por lo que el mecanismo sigue sin estar completamente
identificado. En el cerebro de ovinos, embriones y adultos, fue encontrada por hibridacion in
situ 'y Western blot la expresion de la PRL y su mensajero en el hipotalamo, el bulbo olfatorio
y la amigdala (Roselli et al., 2008). De la misma forma, la presencia del mensajero de PRL
fue confirmada en el nucleo paraventricular, el septum lateral y el cerebelo de aves
(Chaiseha et al., 2011). Por su parte, se reportd la expresion del ARN mensajero de la PRL
en hipocampos de ratones hembras usando técnicas de microarreglos (Jakob et al., 2014).
En concordancia con este hallazgo, nuestros resultados mostraron que el ARN mensajero de
la PRL se expresa en el hipocampo de ratones neonatos y adultos, pero no asi en el
hipocampo de ratones E16. Asi mismo los resultados obtenidos por Western blot confirmaron
la presencia de la PRL en esta estructura. En embriones no se encontro la expresion del gen
de la PRL por PCR en tiempo real, pero si la presencia de la proteina por Wester blot, estos
resultados podrian indicar que durante la gestacion la PRL producida por la madre pudiera
estar entrando al cerebro de la cria desde la circulacion. Por otra parte, si bien los resultados
podrian sugerir que la PRL es producida dentro del hipocampo en la etapa neonata y adulta,
no se puede descartar la entrada desde la circulacion a través de la barrera

hematoencefalica y que esto puede contribuir a su presencia en el hipocampo. Hasta el
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momento se desconoce el tipo celular responsable de la produccion de la PRL en el
hipocampo, nuestros resultados mostraron que los astrocitos hipocampales en el raton
embridn y neonato no la sintetizan, quedando por investigar si otros tipos celulares como las
neuronas, oligodendrocitos o la microglia son las productoras de la PRL en el hipocampo.

En tejidos extrahipofisiarios la presencia enddgena de las vasoinhibinas ha sido reportada en
la retina, cartilago, cuerpo luteo, glandulas mamarias y suero sanguineo, en el tejido nervioso
se han encontrado en el hipotalamo (Clapp et al., 2015), sin embargo su presencia en el
hipocampo no habia sido reportada. En este trabajo se tiene la primera evidencia de la
presencia de vasoinhibinas en el hipocampo. Se encontraron fragmentos de PRL de peso
molecular aparente de 14, 16, 17 y 18 kDa de los cuales se observa una proporcion
diferencial entre las tres edades analizadas, presentandose en mayor concentracion en el
hipocampo adulto. La presencia de vasoinhibinas de diferente peso molecular en el
hipocampo sugiere que en dicha estructura se encuentra activa la maquinaria proteolitica
necesaria para el procesamiento de la PRL en Vi y que ademas dicha maquinaria actua
distintivamente entre las tres edades estudiadas, probablemente por una diferencia en la
activacién o expresion de diferentes proteasas. Dada la ubicuidad de la catepsina D y las
MMPs, estas podrian actuar cortando a la PRL presente en el hipocampo y generando las
vasoinhibinas encontradas.

El ensayo de corte de la PRL demostré que los extractos hipocampales (E16, neonatos y
adultos) y de astrocitos (E16 y neonatos) poseen enzimas que la procesan y generan
vasoinhibinas de 16 kDa. Debido a que la incubacion con pepstatina A logrd inhibir el
procesamiento proteolitico, se propone que es la catepsina D la responsable del corte. La
catepsina D es una enzima sintetizada en el reticulo endoplasmatico como un precursor
inactivo, el cual es llevado a endosomas donde se activa en presencia de pH acidos (Benes
et al., 2008). Cruz-Soto et al. (2009) demostraron la actividad proteolitica de la catepsina D
en extractos hipofisiarios de rata, ellos sugieren que el procesamiento de la PRL se lleva a
cabo en compartimentos intracelulares de naturaleza acida, como los granulos secretores de
los lactotrofos. Por otro lado, Lkhider et al. (2004) reportaron una posible actividad de la
catepsina D de los acinos mamarios en un pH fisiolégico, argumentando que el pH 6ptimo
para la actividad de la enzima podria variar de acuerdo al substrato y la influencia de
diferentes interacciones moleculares y activadores fisiolégicos. Nuestros resultados

demostraron que la actividad de la catepsina D en el hipocampo y los astrocitos sucede en
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un pH 5. Durante el desarrollo del cerebro ocurren procesos de remodelaje del tejido con el
fin de permitir la migracion celular y el crecimiento de vasos sanguineos, la catepsina D se
encuentra involucrada en estos mecanismos regulando procesos como la muerte celular
programada (Zuzarte-Luis et al., 2007), estos cambios en el tejido dan lugar a una
acidificacion del microambiente que permite la accion de dicha proteasa. Por lo que las
vasoinhibinas encontradas en el hipocampo de embriones y neonatos podrian participar en la
regulacion del crecimiento y modelaje tisular en etapas tempranas del desarrollo. En el
cerebro, durante la edad adulta, la catepsina D es secretada como un activador del proceso
de envejecimiento (Stoka et al., 2016) y es probable que a esto se deba su actividad en esta
etapa. En este sentido nuestros resultados mostraron vasoinhibinas endégenas presentes en
el hipocampo adulto que no coinciden con los fragmentos de 16 kDa generados a partir del
corte con catepsina, esto sugiere que diferentes interacciones celulares y moleculares en
conjunto o aparte de la catepsina D podrian estar actuando en el procesamiento de PRL a
vasoinhibinas en el hipocampo adulto.

Por otra parte, se ha demostrado que los astrocitos poseen una alta actividad proteolitica, se
ha reportado que estas células producen grandes cantidades de catepsina D (Dowell et al.,
2009; Lafon-Cazal et al., 2003). Esto se confirmd por nuestros resultados dado que fueron
necesarias bajas concentraciones de proteina (80 y 20 ng) para el procesamiento proteolitico
de la PRL a vasoinhibinas sin llegar a su degradacion. En el neonato los astrocitos son
responsables del control de la formacion de las conexiones sinapticas y vasculares a través
de la secrecion de una gran cantidad de proteasas, entre las que se incluye a la catepsina D
(Molofsky et al., 2015). Concordando que esto, la mayor actividad proteolitica de esta enzima
fue encontrada en los astrocitos neonatales dada por la secrecién de proteasas exhibida en
esta etapa.

La catepsina D es una enzima que participa principalmente en eventos patolégicos, posee
funciones sobre la apoptosis y fagocitosis (Khalkhali-Ellis y Hendrix, 2014) activandose en
procesos de hiperglucemia, hipoxia-isquemia o inflamacion que permiten la formaciéon de un
ambiente adecuado para su accion (Hsieh et al., 2013; Hsieh et al., 2014; Ranasinghe et al.,
2009). La actividad proteolitica de la catepsina D encontrada en el tejido hipocampal y los
astrocitos aislados, demuestra su participacion en la regulacion del eje PRL/Vi. Sin embargo,
debido a las condiciones de pH requeridas para su activacion es probable que actue sdlo en

momentos especificos del desarrollo fisiolégico o durante la progresion de patologias.
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La incubacién de la PRL con los extractos hipocampales y de astrocitos en un pH neutro no
resulté en su procesamiento proteolitico en ninguna de las edades estudiadas. Al contrario de
Macotela et al. (2006) quienes demostraron que la PRL era procesada a vasoinhibinas por
las MMPs presentes en cultivos de condrocitos, las cuales actuan en un pH fisiolégico. En el
tejido nervioso las MMPs se expresan ampliamente debido a su papel en el remodelado de la
matriz extracelular y el movimiento celular, axonal y dendritico (Sekine-Aizawa et al., 2001),
sin embargo la ausencia de productos del corte proteolitico en este pH sugiere que estas
proteasas no se encuentran activas para producir vasoinhibinas. Las MMPs son sintetizadas
como pro-enzimas que se activan en respuesta a factores de crecimiento, citocinas,
oncogenes, iones y hormonas, ocurriendo un corte proteolitico (Reinhard et al., 2015). Por lo
que es posible que necesiten de una sefalizacion especifica en los astrocitos hipocampales
para, dado el caso, generar vasoinhibinas.

El estudio del eje PRL/vasoinhibinas en el SNC se encuentra en etapas tempranas y
actualmente se desconoce si en este tejido ocurre una regulacién similar a la encontrada en
la retina o las glandulas mamarias. Dada la presencia tanto de PRL como de vasoinhibinas
en el hipocampo es posible pensar que tal regulacion se esta llevando a cabo de manera
continua en el ciclo de vida del ratén, y particularmente los astrocitos participan en esta
regulacion secretando proteasas que generan vasoinhibinas. La actividad proteolitica de la
catepsina D se encuentra limitada por su naturaleza lisosomal, por o que no es posible
explicar con sus acciones la presencia de todas las vasoinhibinas endégenas encontradas en
el hipocampo de las tres edades. Esto podria ser explicado con la accion de otras enzimas
presentes en el hipocampo cuya expresién podria verse regulada por sefalizaciones
celulares en respuesta a estimulos de hormonas, factores de crecimiento, neurotransmisores
y citocinas (Sofroniew y Vinters, 2010), siendo necesaria la interaccion entre los diferentes
tipos celulares que conforman el tejido. En los astrocitos la presencia de factores
inflamatorios 0 agentes oxidantes pueden provocar un incremento en la secrecion de
enzimas proteoliticas (Hah et al., 2012; Hsieh y Yang, 2014; Limb et al., 2002), por lo que en
el caso de la produccion de vasoinhibinas ésta tendria ser catalizada por la activacion
especifica de tales factores. Por otro lado, otras células del SNC como la microglia, los
oligodendrocitos, las neuronas o incluso las células endoteliales de la microvasculatura
cerebral, podrian también estar participando en la regulacién del eje PRL/vasoinhibinas, tanto

en la sintesis de la primera como en el corte proteolitico de la segundas.
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En el SNC se lleva a cabo la regulacion enzimatica necesaria para la presencia del eje PRL/
vasoinhibinas, sin embargo aun se desconoce cuales son los componentes de este sistema
que participan en tal evento y también qué acciones tiene el eje sobre estos. Por ello la
investigacion del papel de las diferentes células neurales en la regulacién del eje PRL/
vasoinhibinas podria ayudar a comprender la participacion de este en la fisiologia y patologia

del sistema.
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8. Conclusiones

-La PRL es producida en el hipocampo de los ratones E16, neonatos y adultos, sin embargo
los astrocitos no son los responsables de esta sintesis.

-Diferentes vasoinhibinas fueron encontradas en todas las etapas estudiadas, lo que implica
que algunas células presentes en este tejido secretan enzimas para su produccion.

-La incubacion de PRL con extractos hipocampales y de astrocitos en un pH acido produjo
vasoinhibinas de 16 kDa NH2-terminal, producidos por la catepsina D en todas las edades
analizadas. Tanto el hipocampo completo como los astrocitos aislados de neonatos
resultaron tener la mayor capacidad proteolitica.

-La incubaciéon de PRL con extractos hipocampales y de astrocitos en un pH neutro no

produjo vasoinhibinas en ninguno de los casos estudiados.
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