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RESUMEN

Nuestras capacidades cognitivas, como la memoria dependiente del hipocampo, sufren un
deterioro progresivo con el envejecimiento, el cual es también asociado con estrés oxidativo e
inflamacién. El factor nuclear kappa B, activado por oxidantes y relacionado con la inflamacién,
participa en el aprendizaje y la memoria; por lo tanto, una dieta saludable rica en antioxidantes
puede disminuir el dafio oxidativo y puede prevenir la inflamacion al inhibir la via NF-xB. Al
respecto, la astaxantina, un carotenoide obtenido principalmente de la microalga Haematococcus
Pluvialis, es un poderoso antioxidante y disminuye la inflamacién a través de NF-kB. Dado que
ASX cruza la barrera hematoencefalica, podria ser una molécula bioactiva prometedora para
atenuar los efectos del envejecimiento cerebral. En este trabajo, evaluamos el efecto de ASX en
el dafio oxidativo del ADN, la expresion y la translocacion nuclear de NF-xB en el area del
hipocampo de ratas Sprague Dawley jovenes (4-5 meses) y envejecidas (14 meses) que fueron
alimentadas con una dieta normal suplementada con ASX (4 mg/dia) o vehiculo (n =6 por grupo)
durante 20 dias. Comparamos el efecto de ASX en un modelo celular de estrés oxidativo. Con ese
fin, células PC12 se pre-incubaron durante 24 horas con ASX o vehiculo, y luego, se estimularon
con y sin peroxido de hidrogeno durante una hora. El dafio en el ADN vy la translocacion nuclear
de NF-«B se evaluaron mediante inmunohistoquimica; la expresion de NF-kB por western blot.
Los experimentos se realizaron de acuerdo con la regulacién bioética. La estadistica se realizo
mediante ANOVA de una via seguido de prueba post hoc. Después de la suplementacion, ASX
no afectd la expresion de NF-xB en ninguno de los grupos, pero evitd la translocacion nuclear
observada en ratas envejecidas y células PC12 tratadas con peroxido de hidrdégeno. En
conclusion, nuestros datos sugieren que ASX actla como un neuroprotector a nivel del

hipocampo ya que modula la ruta del NF-«B.

PALABRAS CLAVES: Astaxantina, Envejecimiento, NF-xB, Estrés oxidativo,

Inflamacién, Hipocampo.



ABSTRACT

Our cognitive abilities, such as hippocampal-dependent memory, suffer a progressive
deterioration with aging, which is also associated to oxidative stress and inflammation. Nuclear
factor kappa B, activated by oxidants and related to inflammation, participates in learning and
memory; therefore, a healthy antioxidant-rich diet can decrease oxidative damage and can
prevent inflammation by inhibiting the NF-xB pathway. Astaxanthin, a carotenoid obtained
mainly from the microalgae Haematococcus Pluvialis, is a powerful antioxidant and decreases
inflammation through NF-xB. Given that ASX cross blood-brain barrier, could be a promising
bioactive molecule to attenuate the effects of brain aging. In this work, we evaluated the effect of
ASX in DNA oxidative damage, expression and nuclear translocation of NF-xB in the
hippocampal area from young (4-5 months), and aged (14 months) Sprague Dawley rats. These
animals were fed with normal diet supplemented with ASX (4 mg/day) or vehicle (n=6 per
group) for 20 days. We compared the effect of ASX in a cellular model of oxidative stress. To
that aim, PC12 cells were pre-incubated for 24 hours with ASX or vehicle, and then, stimulated
with and without hydrogen peroxide for one hour. DNA damage and nuclear translocation of NF-
kB were evaluated by immunohistochemistry; NF-xB expression by western blot. Experiments
were performed in accordance with bioethical regulation. Statistic was performed by one-way
ANOVA followed by post hoc test. After supplementation, ASX did not affect NF-kB expression
in any of the groups, but prevented the nuclear translocation observed in aged rats and PC12 cells
treated with hydrogen peroxide. In conclusion, our data suggest that ASX acts as a
neuroprotector at hippocampus level since modulate NF-kB pathway.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

De acuerdo con un reporte del afio 2015 de la organizacion de las naciones unidas en
relacién al envejecimiento de la poblacion, estima que en los proximos 35 afios la poblacion de
60 afios de edad o mayor seré el doble que la actual, alcanzando una cifra mundial de 2.1 billones
de personas (1). Lo anterior conlleva a un cambio en las prioridades de las politicas publicas a
nivel mundial procurando focalizar los esfuerzos en promover un envejecimiento activo y
saludable, mejorando la calidad de vida del adulto mayor (2). Ademas existe una gran
preocupacion debido a que junto a este aumento en la expectativa de vida hay una alta incidencia
de enfermedades cronicas no transmisibles tales como: enfermedades cardiovasculares,

neurodegenerativas, obesidad, diabetes y algunos tipos de cancer (3) (4).

1.1 ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento corresponde a un conjunto de modificaciones morfoldgicas y
fisioldgicas que aparecen como consecuencia de la accion del tiempo sobre los individuos. A
nivel cerebral, el envejecimiento se puede manifestar como un deterioro cognitivo (5) que esta
asociado a la incapacidad de memorizar, retener y recuperar la informacion adquirida,
principalmente, aquella dependiente de claves espaciales (6) (7) (8) (9) (10). Relacionandose
también con la integridad del hipocampo (11) (12). Este declive cognitivo se ha explicado en
parte por cambios en la plasticidad sinéptica o alteraciones celulares que afectan directamente los
mecanismos que la sustentan (13) (14) (15), pérdida de la masa encefalica, aumento de la
sustancia blanca, pérdida de la memoria dependiente del hipocampo y hasta distintos tipos de
demencia (2). Estos cambios han sido documentados en distintos organismos incluyendo

humanos, primates no humanos, perros y roedores (16) (17) (18) (9).



1.2 HIPOCAMPO

Una de las estructuras cerebrales de mayor interés en esta linea de investigacion es el
hipocampo, cuya red neuronal juega un rol fundamental en el aprendizaje, formacion y
consolidacién de la memoria (19). ElI hipocampo es considerado critico en la memoria y la
neuroplasticidad, la cual es la capacidad de las neuronas de, a partir de estimulos externos e
internos, adaptarse para formar nuevas redes en respuesta al desarrollo cerebral y aprendizaje
(20). Sin embargo, asi como presenta un alto grado de plasticidad también es altamente
vulnerable a condiciones nocivas como la neuroinflamacion, estrés oxidativo, neurodegeneracion
y envejecimiento. La neuroplasticidad por otro lado, presenta una fuerte influencia dependiente

del tiempo y la edad, y que puede resultar en una adaptacion positiva o negativa (19).

Dentro de la anatomia del hipocampo, podemos identificar dos zonas principales: Cornu
Ammonis (CA1-CA3) y giro dentado, cada una de las cuales presenta estratos de neuronas que
cumplen funciones determinadas. La zona del giro dentado procesa informacién espacial, la
region CA3 es responsable de asociacion de patrones espaciales, deteccidn de sucesos u objetos
novedosos, y en memoria a corto plazo, y finalmente la region CAL interviene en procesos
involucrados en la asociacion de patrones temporales y memoria a largo plazo. Estas zonas

presentan una circuiteria neuronal entrelazada (21) como se muestra en la siguiente imagen:
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FIGURAL.1 Circuitos neuronales en hipocampo (19).

En la imagen A, se puede apreciar la circuiteria neuronal, los somas y axones que generan
asociacion entre las distintas zonas del hipocampo. En la imagen B se presenta un esquema con el

flujo de informacidn transmitida entre las neuronas.

La principal region del hipocampo afectada con el envejecimiento es la region CAl, ya
que las neuronas piramidales presentan una especial vulnerabilidad a la neuroinflamacién debido
a que esta region presenta bajos niveles de enzimas antioxidantes a diferencia de las regiones
CA3 y giro dentado las cuales presentan minimos cambios. Esto podria explicar la elevada

vulnerabilidad de esta region a diferentes agentes estresantes (19).

1.3 INFLAMACION Y ESTRES OXIDATIVO

La inflamacién es una respuesta no especifica de nuestro sistema inmune, esta ocurre
como reaccién a cualquier tipo de dafio, siendo parte de los mecanismos de defensa innatos con
los que se protege al cuerpo humano (22). Este proceso es autolimitado en condiciones normales,
sin embargo en algunos casos persiste evolucionando hacia un proceso inflamatorio crénico (22)
(23) (24). En la actualidad, las respuestas inflamatorias estan recibiendo especial atencion debido
a su nexo con el desarrollo de diversas enfermedades, existiendo un gran interés en los

mecanismos de neuroinflamacidn, que corresponden a respuestas inflamatorias en el cerebro o en



el corddn espinal (25). Este tipo de inflamacion es mediada por la produccion de citoquinas,
quimioquinas, especies reactivas del oxigeno (EROs), mediadores secretados por la microglia,
astrocitos, células endoteliales, entre otras (23) (22). Las EROs son un grupo de moléculas entre
las que se incluye el anion superoxido (Oz7), el perdxido de hidrogeno (H202) y el radical
hidroxilo (HO"), y son generadas debido a la reduccion incompleta que sufre el oxigeno (26). Sin
embargo, no solo del oxigeno se obtienen moléculas altamente reactivas, también encontramos
otro tipo de moléculas provenientes del nitrdgeno, denominadas especies reactivas del nitrégeno
(ERN) en las que encontramos al NO-, peroxinitrito (ONOQ") (27).

Bajo condiciones fisioldgicas, la produccion celular de EROs y especies reactivas de
nitrdgeno (ERNS) se encuentra estrictamente regulada mediante una amplia bateria de enzimas
antioxidantes, que contrarrestan el efecto de estas moléculas. Las principales enzimas clasificadas
en este grupo son: el superoxido dismutasa (SOD), una clase de metaloenzimas que generan la
dismutacion del anion superdxido a H202 y O, enzimas como la catalasa, peroxidasa, glutation
peroxidasa, que descomponen el H2O2 en agua y oxigeno. Existen otros tipos de moléculas como

el glutation, tioredoxinas y peroxiredoxinas, que actian como donares de electrones (28).

Existen varios factores que pueden iniciar inflamacion en el SNC, dentro de los cuales
encontramos el envejecimiento, demencia, infarto, hipertension, diabetes, tumores e infecciones
(29) (30). En particular, el envejecimiento podria gatillar la neuroinflamacion debido a diversas
causas, siendo una de las méas aceptadas el dafio celular acumulativo (31), ya que, al no poder
reparar los dafios, estos se van acumulando generando un desbalance en los procesos normales.
Esta teoria se relaciona también con los radicales libres, donde el dafio acumulativo que ocurre en
las células es producto del metabolismo del oxigeno y de los radicales libres que surgen de este

metabolismo (31).

Si bien los efectos de estos procesos dependen del contexto, de la duracion e intensidad
del estimulo gatillante, sus consecuencias en el SNC se pueden observar tanto a nivel fisioldgico,
bioquimico e incluso psicologico. Méas aun, se ha descrito que la neuroinflamacion promueve la
migracion de celulas inmunitarias, formacion de edema y dafio tisular, que sucesivamente pueden
gatillar la muerte celular (24) (23) (25). Este es un factor clave, ya que estd ampliamente

aceptado que en el SNC las neuronas no pueden regenerarse (32).



Con el paso del tiempo y el envejecimiento, estos procesos de oxidacion van perdiendo su
fino balance aumentando los agentes oxidantes como son el superéxido, H2O>, radical hidrdxilo,
entre otros, lo que finalmente provoca no solo oxidacion de las macromoléculas orgénicas para la
obtencion de energia, sino también de las moléculas que constituyen las membranas celulares, la
matriz extracelular y ADN, como los fosfolipidos, proteinas del citoesqueleto, entre otras (33).
Todo lo anterior finalmente se traduce en un dafio acumulativo e irreversible que llamamos estrés

oxidativo, lo cual es una de las principales causas del envejecimiento.

1.3.1 Marcador de dafio al ADN 8 hidroxi 2 deoxyguanosina

El envejecimiento se encuentra asociado con la acumulacion progresiva de diversas
moléculas que son producto del dafio oxidativo al ADN, proteinas y lipidos. EI ADN
mitocondrial y nuclear son moléculas particularmente sensibles a la oxidacion, siendo afectado
también el funcionamiento de diversos procesos biologicos, entre ellos la expresion génica (34).
Uno de los productos mas predominantes generados por la oxidacion del ADN es el aducto 8-
hidroxi-2’-deoxyguanosina (80OHdG) el cual ha sido ampliamente utilizado como un marcador de
dafio oxidativo al ADN causado por EROs. El radical hidroxilo y el anién superéxido, producidos
por diversos complejos como la cadena transportadora de electrones son los principales causantes
de la formacién de este biomarcador (35). La interaccion del radical hidroxilo con la base
nitrogenada guanina, conduce a la formacién de C8-hidroxiguanina o también la interaccion con
su nucledsido formando deoxiguanosina. Luego de una serie de reacciones intermediarias de
reduccion sobre las moléculas anteriormente mencionadas se forma 80OHdG (36). Se ha
evidenciado que los niveles de 80OHdG en el ADN de ratas aumentan con el envejecimiento

normal, especialmente en ratas cuya dieta carece de los niveles adecuados de antioxidantes (37).

Una de las vias activadas por estrés oxidativo y que esta implicada en la generacion de
aun mas estrés oxidativo gatillado por procesos inflamatorios, es la que involucra al factor
nuclear kappa B (NF-kB), el cual afecta principalmente a astrocitos y microglia (21) generando

una sobre-activacion de estas células durante el propio envejecimiento (38).



1.4 FACTOR NUCLEAR KAPPA B

Uno de los factores nucleares mas ampliamente estudiados y que modula la inflamacion
es NF-kB, cuya expresion y distribucién intracelular es fundamental para esta investigacion. Este
factor de transcripcién se encuentra ampliamente expresado en neuronas y microglia, y exhibe un
efecto dual ya que en neuronas su activacion se relaciona con la supervivencia celular, pero en la
microglia posee un efecto neuroinflamatorio (39). Ademés, NF-kB interviene en procesos como
desarrollo embrionario, control de la proliferacion celular, regulacion de crecimiento axonal y

dendritico, y neurodegeneracion (40) (41).

NF-xB es un heterodimero que se constituye por la unién de dos subunidades de la familia
de NF-xB donde se encuentran 5 proteinas estructuralmente relacionadas: NF-kB1 (p50), NF-
kB2 (p52), RelA (p65), RelB y c-Rel (40). Cada una de estas subunidades posee una zona N-
terminal en comin que consta de 300 aminoacidos denominada dominio de homologia Rel
“RHD” por sus siglas en inglés Rel Homology Domain, que es el sitio responsable de la unién
entre subunidades, la union al ADN y de la unién a su inhibidor 1B (38), por lo que esta es la
zona a través de la cual NF-xB induce o reprime la transcripcion génica. También existen
distintas combinaciones de estos dimeros los cuales se distribuyen distintamente dependiendo del
tipo celular y bajo ciertas condiciones, sin embargo, el heterodimero mas cominmente estudiado

en la induccidn de la inflamacion es P65/p50 (42).

Normalmente en ausencia de estimulos, NF-kB se encuentra inactivo en el citoplasma
celular interactuando con un miembro de la familia de proteinas inhibitorias de NF-xB “IxB”,
dentro de las cuales IkBa es la mas comin. La activacion de este factor de transcripcion puede
ocurrir a traves de dos vias conocidas: a través de la via candnica y la via no candnica, dentro de
las cuales la via canonica se caracteriza por ser activada por estimulos pro-inflamatorias
detonados por citosinas como TNF-a e IL-1, y que ademas involucra la participacion de la
subunidad p65 de NF-kB utilizada en este trabajo de investigacion. Por lo tanto, esta
investigacion apunta a esclarecer sucesos que ocurren a través de esta ruta de activacion (23). En
relacién a lo anterior, la activacién de NF-xB implica la fosforilacion de su inhibidor 1B por los

complejos de kinasas IKK, lo que provoca la degradacién del complejo NF-xB-IxB por parte del



proteosoma, resultando en la liberacion del dimero de NF-xB permitiendo su translocacion al

nacleo (43) como se muestra a continuacion:

A) Activation of the Canonical NF-xB Pathway B) Activation of the Alternative NF-xB Pathway
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FIGURA 1.2 Rutas candnica y no candnica de NF-xB (44)

La forma activa de NF-«xB promueve la expresion de mas de 150 genes, y entre estos
genes se incluyen 27 diferentes quimioquinas y citoquinas, receptores requeridos para el
reconocimiento inmune como moléculas del complejo de histocompatibilidad, proteinas
relacionadas con la presentacion de antigenos, entre otros. Ademas, uno de los genes diana de
NF-«B es el que trascribe para su propio inhibidor IkBa, efectuandose asi una retroalimentacion

negativa (45).



Para evitar la sobre activacion de NF-xB y la neuroinflamacidn observada con la edad,
existe una intensa busqueda de compuestos con actividad antioxidante y antiinflamatoria, entre

los cuales esta la Astaxantina (ASX).

1.5 ASTAXANTINA

Si bien el cuerpo humano posee enzimas antioxidantes endogenas encargadas de
neutralizar los radicales libres y EROs, con el tiempo estas proteinas van perdiendo su funcion
por lo que se requiere el uso de antioxidantes contenidos en los alimentos para disminuir el estrés
oxidativo y la velocidad con que el organismo se va deteriorando, mejorando el envejecimiento
(31). Estas sustancias actian como dadores o aceptores de electrones neutralizando las EROs, y

un antioxidante sobre el cual ultimamente se han realizado numerosos estudios es la ASX (46).

ASX es un pigmento rojizo perteneciente al grupo de los carotenoides, particularmente a
los xantéfilos que se encuentra cominmente en salmones y crustaceos como cangrejos, langostas,
centollas y en la cadena alimenticia de organismos superiores como los flamencos (47). Este
antioxidante es generado principalmente por la microalga Haematococcus pluvialis como
mecanismo de defensa ante situaciones de estrés, produciendo grandes cantidades de ASX que se

acumulan en su citoplasma (48).

La estructura de la ASX consta de una parte apolar dada por una cadena de 40 carbonos
con dobles enlaces (carbono-carbono), y una parte polar la cual consiste en grupos hidroxilo y

cetona en anillos ionona en ambos extremos, (49) (50) (51) como se muestra a continuacion:



FIGURA 1.3 Estructura de astaxantina (52)

ASX posee una poderosa actividad antioxidante en comparacion con otros miembros de la
familia carotenoide como el beta caroteno, licopeno, luteina, y vitamina E, siendo 65 veces mas
potente que la vitamina C, 54 veces mas potente que el beta caroteno y 14 veces mas potente que
la vitamina E. Ademas, este antioxidante previene la generacion de EROs durante la exposicion a

la luz ultravioleta, lo que disminuye significativamente del dafio al ADN (53).

Por otro lado, ASX tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoenceféalica (54) (55),
lo que se relaciona con la disposicion transmembrana que adquiere en la célula, ya que a
diferencia de la vitamina E y el beta-caroteno, que se encuentran exclusivamente en la regién
hidrofobica de la membrana celular y de la vitamina C, que se ubica en zonas hidrofilicas, ASX
puede situar su cadena de 40 carbonos en la zona hidrofébica de la bicapa lipidica con sus anillos
hacia el exterior e interior de la célula, lo que protege a la célula del dafio oxidativo (51).

En la actualidad ASX ha sido estudiada por un sinnimero de investigaciones que utilizan
modelos in vitro tanto en cultivos primarios como lineas celulares, y en modelos in vivo de

roedores, incluso también en humanos.

Dentro de los estudios in vitro, ASX disminuyo la generacion mitocondrial de H202 en
cultivo primario de neuronas hipocampales en un modelo de estrés oxidativo mediado por
oligbmeros de péptido beta amiloide (ABOs) (56). En linea celular de células alveolares
epiteliales tipo 2 (AECs-I1) también en un modelo de estrés oxidativo mediado por H20,, ASX
disminuyo la generacion de EROs inducida por el estimulo de H2O,, también inhibié la muerte

celular inducida por H2.O2 mejorando el estado de las mitocondrias en células estimuladas con



H.O2. En este ultimo trabajo, se mostro que ASX previno la translocacion de proteinas
apoptdticas como Bax, Bad y Bcl-2 en células estimuladas con H>O> previniendo la apoptosis, y
finalmente ASX activo factores de transcripcion relacionadas con la proteccion ante el estrés
oxidativo (57).

Por otro lado, en el linfoma de histiocitos humanos U937 usando un modelo de estrés
oxidativo mediado por H.O2, ASX también exhibe efectos protectores contra la citotoxicidad
aumentando la viabilidad celular y regulando negativamente la secrecion de citoquinas pro-

inflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a, ademas de prevenir la activacion de NF-«xB (58).

En linea celular PC12 de feocromocitoma de rata en modelo de estrés oxidativo mediado
por H2Oz, el pre tratamiento con ASX aumenta la supervivencia celular, restaura la actividad de
enzimas necesarias para el metabolismo y transporte transmembrana, disminuye la apoptosis,
disminuye el estrés oxidativo y la inflamacion al restaurar la actividad de enzimas antioxidantes
enddgenas, y disminuir la secrecion de citosinas pro-inflamatorias (59). Ademas, en esta misma
linea celular se ha evidenciado que ASX exhibe efectos protectores en modelos de enfermedad de
Parkinson (60).

Por otro lado, en estudios in vivo realizados en roedores, los cuales presentan grandes
similitudes al organismo humano, sobre todo en lo que se refiere a sistema nervioso (61). La
suplementacion con ASX resulta en una mejora de la neurogénesis del hipocampo dependiente de
la dosis, y ademas mejora las funciones cognitivas dependientes del hipocampo como la memoria
espacial (62). En otros estudios también en ratones, se ha visto que ASX disminuye los niveles de
marcadores de peroxidacion lipidica como el malondialdehido (MDA), y de los productos de
oxidacion proteica avanzada (APOP) ya que la actividad de las enzimas antioxidantes endégenas
estd aumentada en hipocampo, hipotalamo, corteza frontal, corteza parietal, cerebelo y cuerpo
estriado (63).

Se ha descrito también que la suplementacion con ASX mejora las consecuencias
cerebrales de farmacos citotdxicos utilizados para la quimioterapia como el DOX, disminuyendo

la neurodegeneracion hipocampal por disminucién del estrés oxidativo e inflamacién (64).

En otro modelo de dafio causado por un carcindégeno e inmunosupresor DMBA, la

suplementacion con ASX disminuyé la translocacion de NF-kB evidenciada a través de IHQ,
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observandose incremento de NF-kB p65 en el citosol con respecto al nucleo probablemente por

una disminucion en la activacion de su inhibidor IkBa (65).

En virtud de la informacién entregada en relacion al envejecimiento, estrés oxidativo, NF-
kB, y ASX, es que surge la interrogante de como la ASX administrada a través de la dieta
afectaria a los factores anteriormente nombrados en hipocampo, asi como también en un modelo

celular; por lo que a continuacion se plantean las siguientes interrogantes.
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CAPITULO 2. PRESENTACION DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION

Considerando que:

1. EIl envejecimiento cerebral esta asociado a un aumento de la generacion de
especies oxidantes y de componentes pro-inflamatorios que generan disminucion
de las capacidades cognitivas del individuo envejecido.

2. Numerosos estudios relacionan ASX con la disminucién del estrés oxidativo, y la
inhibicion de la translocacion de uno de los mediadores pro-inflamatorios (NF-xB)

3. Estudios de nuestro laboratorio han mostrado que ASX es un antioxidante que
posee caracteristicas de neuroprotector, ya que disminuye la expresion de genes

pro-inflamatorios, en células de neuroblastoma humano.

2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es el efecto de la ASX sobre la translocacion del NF-xB en: a) Neuronas
hipocampales de ratas Sprague Dawley envejecidas, y b) un modelo celular de estrés oxidativo

basado en H»Oy, en células PC12?

2.2 HIPOTESIS

La ASX previene el estrés oxidativo disminuyendo la translocacion de NF-kB al nucleo,
en neuronas hipocampales de ratas Sprague Dawley envejecidas, y en un modelo celular de estres

oxidativo.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la suplementacién con ASX en la alimentacion de las ratas envejecidas
Sprague Dawley o el tratamiento de células PC12 con ASX previo a la estimulacion con altas
concentraciones de H>O previene la translocacion y el incremento en los niveles de NF-kB tanto

en el hipocampo como en las células.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar la localizacion intracelular del NF-xB en hipocampo de ratas jovenes y
envejecidas alimentadas con una dieta normal y suplementada con ASX.

e Determinar los niveles de expresion relativa de NF-xB en hipocampo de ratas jovenes y
envejecidas alimentadas con una dieta normal y suplementada con ASX.

e Estudiar la presencia de marcadores de dafio al ADN en hipocampo de ratas jovenes y
envejecidas alimentadas con una dieta normal y suplementada con ASX.

e ldentificar la localizacion intracelular del NF-xB en linea celular PC12 con y sin pre-
tratamiento con ASX en un modelo de estrés oxidativo inducido por H20..

e Determinar los niveles de expresion relativa de NF-xB en linea celular PC12 con y sin
pretratamiento con ASX en un modelo de estrés oxidativo inducido por H20x.

e Estudiar la presencia de marcadores de dafio al DNA en linea celular PC12 con y sin

pretratamiento con ASX en un modelo de estrés oxidativo inducido por H20x.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Es correlacional y segun el nivel de intervencion: Cuasi-experimental. Correlacional,
debido a que se buscé evidenciar que la suplementacion con ASX genera una relacion inversa
con respecto a la translocacion de NF-kB a nucleo, sin buscar una causalidad entre las variables.
Ademas, corresponde a un tipo de estudio cuasi experimental debido a que la seleccion de los

sujetos para el estudio no fue aleatoria.

4.2 POBLACION

e Poblacion objetivo: Ratas Sprague Dawley envejecidas.

e Poblacién de estudio: Hipocampo de ratas Sprague Dawley de 4-5 meses de edad y de 14

meses de edad, y células de linea celular PC12.

e Muestra: Neuronas hipocampales de un grupo 24 de ratas Sprague Dawley de 4-5 meses
de edad y de 14 meses de edad que no poseian patologias subyacentes, y células de linea
celular PC12 viables que no alcanzaron una confluencia mayor al 70%.

4.3 MUESTRA

El tipo de muestreo es no probabilistico por conveniencia, debido a que seleccionamos un

grupo de células que poseian caracteristicas de interés para nuestra investigacion,

correspondientes a neuronas hipocampales de ratas Sprague Dawley y células de linea celular
PC12.
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Las caracteristicas de interés para esta investigacion fueron:

La muestra que se utilizo para esta investigacion no habia sido objeto de investigacion en
el tema que estamos presentando.

La muestra elegida presentaba una fuerte relacion con funciones de aprendizaje y
memoria que se ven afectadas por patologias neurodegenerativas, por lo que se considerd

una zona critica de estudio.

4.4 VVARIABLES
4.4.1 Astaxantina

Descripcion de la variable: Variable Independiente.

Definicion Conceptual: ASX es un potente antioxidante extraido principalmente de la

microalga Haematococcus Pluvialis perteneciente al grupo de los xantéfilos, derivados de
los carotenoides. Su estructura quimica consta de una cadena de 40 carbonos y dos anillos
bencénicos en los extremos de la cadena. Estas caracteristicas le otorgan su capacidad de
neutralizar a los radicales libres y ademas de atravesar la barrera hematoencefalica, por lo
que es ampliamente estudiada en patologias del sistema nervioso.

Definicion Operacional: ASX se dosificd en una pesa analitica para ser administrada a las

ratas a través de una sonda, y ademas se llevé una bitacora con las fechas y las dosis de
suplementacion. En células PC12 se dosifico para ser administrada a través del medio de

cultivo.

4.4.2. Translocacion del NF-xB

Descripcion de la variable: Variable Dependiente.

Definicion Conceptual: Es una respuesta a estimulos de crecimiento, supervivencia,

diferenciacion celular y plasticidad sindptica. NF-xB es un dimero formado por la

combinacion de 5 subunidades, dentro de las cuales la méas comun es p65. En condiciones
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basales NF-kB se encuentra principalmente distribuido en el citoplasma unido a su
inhibidor IkB y en presencia de estrés oxidativo y estimulos inflamatorios se libera de IkB
y se transloca al nucleo para llevar a cabo un rol modulador, activando la transcripcion de
genes dianas tales como IL-1, IL-6 o TNF-a. Existen estudios en los cuales se ha
demostrado que esta respuesta puede ser modulada a traves de la dieta.

Definicion Operacional: La translocacion de NF-kB se comprobd en células hipocampales

de ratas Sprague Dawley de 4-5 meses de edad y 14 meses, y en células de linea celular
PC12 que cumplian con los criterios de inclusion y exclusion, mediante: 1) Evaluacion
visual por microscopia confocal de la localizacion de NF-xB en la célula a través de la
técnica de IF, 2) Cuantificacion relativa de la subunidad p65 de NF-xB a través de
Western blot.

4.2.3 Estrés oxidativo

Descripcion de la variable: Variable dependiente.

Definicion Conceptual: Desequilibrio de la homeostasis entre la maquinaria antioxidante

interna y la generacion de especies reactivas de oxigeno a favor de estas ultimas que
provocan inflamacién y posterior destruccion celular. Durante este proceso de estrés
oxidativo e inflamacion se ha evidenciado la activacion de diversas cascadas de
sefializacion celular y entre ellas las que involucran la activacion del NF-«B.

Definicion Operacional: Se comprobara mediante la identificacion del biomarcador de

estrés oxidativo 80HdG a través de inmunofluorescencia, que permite identificar
productos de la oxidacion del ADN causados por radicales libres al ADN nuclear y

mitocondrial en hipocampo de rata y en células PC12.

4.5 FUENTES Y METODOS DE RECOLECCION DE DATOS

Métodos de recoleccion de datos: Fuentes Primarias:

Bitacora de administracion de dosis de ASX a las ratas y al cultivo de linea celular PC12.
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e Lector de Placas EIx808 de Biotek®.

e Microscopio confocal de barrido laser Nikon C1 Plus.
e Programa VisionWorks®LS Analysis Software-UVP.
e Software de analisis de imagen Image J 1.6.

e Software de Andlisis de imagen EZ-C1 3.90 Viewer y NIS-Elements Viewer 4.20.

4.6 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de inclusion: Neuronas hipocampales de ratas Sprague Dawley de 4-5 meses de

edad y 14 meses, y células de linea celular PC12.

Criterios de exclusién: Células que no se pudieron evaluar por los siguientes motivos:

e Que no sobrevivieron a procesos de manipulacion operador(a) dependiente (Extraccién
del cerebro, por ejemplo).

e Fijacion inadecuada.

e Muestras de células hipocampales con artefactos en general.

e Muestras de células hipocampales cuya rata de origen tuvo algun trastorno metabdlico o
patologia hipocampal subyacente.

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

4.7.1 Inmunofluorescencia

Los datos obtenidos de los experimentos de inmunofluorescencia in vivo e in vitro se
expresan como promedio * error estandar medio. Los resultados fueron analizados mediante el
test ANOVA de una via. Posteriormente se utiliz6 el test de comparaciones multiples de Tukey
para datos con tendencia gaussiana y test de comparacién multiple de Dunn para datos con

tendencia no gaussiana. Se consider6 una significancia estadistica para p<0,05.
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4.7.2 \Western blot

Los datos obtenidos de los experimentos de Western blot in vivo e in vitro se expresan
como porcentaje del promedio * error estandar medio. En primer lugar, los resultados se
normalizaron con respecto al control de carga, y luego con respecto al control experimental.
Posteriormente se calculd el porcentaje y se utilizo el test ANOVA de una via, para luego utilizar
test de comparacién multiple de Dunn para datos con tendencia no gaussiana. Se consider6é una

significancia estadistica para p<0,05.

4.8 CONSIDERACIONES ETICAS

4.8.1 No maleficencia

Los animales de experimentacion que se utilizaron, es decir las ratas Sprague Dawley de
4-5 meses y 14 meses de edad, se obtuvieron del Bioterio de la Universidad de Valparaiso, del
cual esta a cargo el Médico veterinario Enzo Seguel, ubicado en las dependencias del edificio
Bruno Giinther. Desde el comienzo de los procedimientos experimentales, se les suministrd
comida y agua ad libitum y ademas las dosis de ASX, las cuales son inocuas para la salud de las

ratas.

Todo esto esta bajo las condiciones establecidas por el FAWC (Farm Animal Welfare

Committee), conocidas como las 5 libertades, las que establecen lo siguiente:

e Que los animales no padezcan ni hambre ni sed.

e Que no sufran malestar fisico ni dolor.

e Que no sufran heridas ni enfermedades.

e Que puedan ajustarse a su comportamiento normal y esencial.

e Que no sufran miedo ni angustia.

Ademas, con respecto a la experimentacion con estos animales, nos limitamos a seguir las

normas ARRIVE del Centro nacional para el reemplazo, refinamiento y reduccion de animales en
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experimentacion (3Rs) de Inglaterra, que es utilizado por el Comité Institucional de Bioética para

Investigacion y Cuidado Animal de la Universidad de Valparaiso (CIBICA).

REEMPLAZO: se aplico este concepto, debido a que sustituimos parte de los animales de

experimentacion por cultivos celulares.

REDUCCION: Se aplico este concepto, debido a que utilizamos la menor cantidad

posible de animales de experimentacion, utilizando 6 animales por cada situacion a investigar, y a
partir de esto obtuvimos muestras estadisticamente significativas. Ademas, se compartieron los

animales con otros estudiantes para asi maximizar la informacion obtenida de cada rata.

REFINAMIENTO: se aplicé este concepto para evitar el estrés y sufrimiento del animal

de las siguientes formas.

v Proveer de sustrato de papel y cilindros de cartén para su enriquecimiento durante su
estadia en el bioterio.
v' Evitar el flujo reiterado de personal no esencial dentro de la sala del bioterio.

\

Mantener un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas.
v" Mantener un extractor de aire y una temperatura apta para su desarrollo a través de aire
acondicionado.

v Mantener Comida y agua ad libitum.

<

Mantener bajos niveles de ruido en la sala.
v" En cuanto al procedimiento de eutanasia, se llevé a cabo con una camara de gases y

anestésico.

4.7.2 Beneficencia

Con este estudio se beneficid a las ratas envejecidas, mejorando sus capacidades
cognitivas y disminuyendo la inflamacién, lo cual se podria extrapolar a los humanos de forma

indirecta.

Este proyecto ademés aporta informacion en el area de la investigacion de los

suplementos nutricionales.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MODELO IN VIVO
5.1.1 Animales

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron un total de 24 ratas macho Sprague
Dawley, de los cuales 12 animales corresponden a ratas de aproximadamente 14 meses de edad y
otros 12 animales corresponden a ratas de entre 4 y 5 meses de edad que se utilizaron como
control experimental. Todos estos roedores de experimentacion fueron obtenidos desde el

Bioterio de la Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso.

Los animales permanecieron en una habitacion acondicionada con una temperatura
ambiente de 22+1 °C, con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, con acceso a agua y comida ad
libitum. En relacion a la alimentacion de las ratas, se utilizd pellet LabDiet® durante todo su
crecimiento en el bioterio, los cuales cumplian con los requerimientos nutricionales necesarios.
Las ratas fueron manipuladas de acuerdo a los protocolos de uso de animales de experimentacion,

aprobado por CIBICA, de la Universidad de Valparaiso.

5.1.2 Disefio experimental modelo in vivo

Los 12 animales envejecidos (14 meses) fueron subdivididos en 2 grupos: 6 animales
fueron alimentados con dieta normal y suplementados con aceite de Oliva extra-virgen
comestible (vehiculo) que corresponden al grupo control; y otros 6 fueron alimentados con dieta
normal y suplementados con ASX (AK Scientific, Inc .CA, USA, con 97% de pureza) diluida en
aceite de oliva. De la misma manera los 12 animales jovenes fueron subdivididos en 2 grupos: 6
animales fueron alimentados con dieta normal y suplementados con aceite de Oliva extra virgen y
el otro grupo de 6 animales fueron alimentados con dieta normal y suplementados con ASX

diluida en aceite de oliva. La finalidad de realizar experimentos en ratas jovenes es debido a la
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necesidad de tener un control con el cual se compare el modelo envejecido, y asi poder establecer
si la suplementacion con ASX genera cambios beneficiosos que se asemejen a las condiciones

basales de una rata joven.

Esta categorizacion de animales se realiza con fines tedricos, ya que los animales

permanecen en las mismas jaulas con los mismos comparieros.

Para identificar al animal suplementado con ASX del animal suplementado con vehiculo
se realiz6 una marca con un rotulador permanente de color rojo en la base de la cola del animal
alimentado con ASX y con un marcador de color negro en la base de la cola del animal
alimentado con vehiculo. En el caso de que el animal se encuentre solo en su jaula, se identifica
con una sefalética en el exterior de la caja. Durante la semana previa a la suplementacion con
ASX, se ingreso al bioterio para interactuar con los animales y generar una habituacion mutua,
siempre manteniendo las normas de vestimenta y seguridad para asi poder disminuir el estrés del

animal ante nuestra presencia en la etapa de experimentacion.

5.1.2 Suplementacion/ Dosis

La suplementacién con ASX se realizd via oral en dosis diarias de 4 mg a cada animal.
La preparacion del suplemento se realiz6 cada dia partiendo con la dilucién del antioxidante en
aceite de oliva. En el caso de los grupos controles se proporcion6 el mismo volumen de aceite de
oliva utilizado en la diluciéon del antioxidante. La suplementacién se efectué durante 20 dias
consecutivos a la misma hora, concertando esa cantidad de dias de acuerdo a la literatura y a
estudios previos realizados en el laboratorio. La administracion se realizdo mediante una pequefia
sonda pléastica que contenia la solucion diaria de suplemento, el cual se administré a traves de una
jeringa tuberculina sin aguja. Para evitar la manipulacion innecesaria del animal y por lo tanto
estados de estrés, solamente se acerca la sonda a la boca del animal, esperando que succione y asi

inyectar la solucion completa.
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5.1.3 Eutanasia Animales

Al término de la suplementacion, a los animales se les realiz6 ensayos experimentales de
conducta para otra investigacion durante una semana, en virtud de minimizar la cantidad de
animales en estudio, y por ende atendiendo al Principio de Reduccién de las 3R. Finalmente los
animales fueron anestesiados con solucion de Halotano (2-bromo-2-cloro-1,1,1-trifluoroetano,
con 99% pureza de Sigma-Aldrich), en un recipiente de plastico con tapa hermética. Una vez que
el animal se sedo, se midieron los reflejos en sus extremidades y posteriormente se sacrificé. El
corte se efectud en la region cervical con el uso de instrumental adecuado (guillotina para ratas)
permitiendo disponer de la region cefélica de manera mas rapida, donde luego se traspaso a una
placa de Petri plastica con papel absorbente en su interior. El resto del cuerpo del animal se
envaso, etiquetd y elimind como material biolégico a través del bioterio segun los protocolos

correspondientes.

5.1.4 Obtencidn de Hipocampo

Se realizé un corte sagital en el cuero cabelludo del animal con una hoja doble filo (tipo
Gillette). Con ayuda de una tijera quirdrgica se abrié el craneo y con pinzas quirdrgicas se
abrieron las meninges y se dej6 expuesta la masa encefalica. Con una espatula curva se extrajo el
cerebro del animal y se colocd encima de una placa petri con papel filtro, agregando solucion de
PBS (buffer fosfato salino) 1X frio (Ver anexo A.1l) y asi limpiar el exceso de sangre. Se
realizaron cortes coronales con bisturi a fin de eliminar el cerebelo y la region frontal del cerebro.
Se separaron ambos hemisferios, y se procedio a obtener el hipocampo de cada hemisferio con la
ayuda de una espatula recta. Este se disecciono en tres partes y se traspasd a tubos eppendorf.
Dos de las tres secciones se congelaron a -80°C para la realizacién de técnica de Western blot y
la tercera se introdujo en PFA (Paraformaldehido al 4% en PBS con 4% de sacarosa) para la

fijacion del tejido.
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5.2 MODELO IN VITRO
5.2.1 Cultivo Células

El cultivo celular utilizado fue de la linea PC12, que son células aisladas de
feocromocitoma de rata, provista por colaboracién del laboratorio del Dr. Tulio Nufiez, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile. El cultivo fue transportado y adquirido en botella de cultivo
T-25 (con un area de 25 cm?, Trueline, USA), el cual se tripsinizd (ver anexo A.2.4 y B),
obteniendo un pellet celular que se resupendié en 1 mL de medio de crecimiento completo que
contenia DMEM con 10% de antibiético anti anti 100X (ver anexo A.2), suplementado con 10%
suero de caballo y 5% suero bovino fetal (todo obtenido de Gibco by Life Technologies, USA.).
Posteriormente se procedio a sembrar una nueva botella tomando 150 pL de la suspensién celular

(1.000.000 de células aproximadamente) en 8 mL de medio de crecimiento completo.

El crecimiento del cultivo se realiz6 en incubadora a 37°C con 5% CO2 y 95% de Og,
procurando tener un porcentaje de confluencia no superior al 70%, por lo que realizaba sub-

cultivo celular cada 3 dias.

5.2.2 Disefio Experimental modelo in vitro

El disefio experimental se constituyé de 4 condiciones, las cuales fueron:

o Cultivo control.

o Cultivo control + H2Oo.

o Cultivo pre-tratamiento con ASX.

o Cultivo pre-tratamiento con ASX + H20».

Para lo anterior, se utilizaron placas de cultivo de 35 mm (Trueline, USA), donde se
sembraron 70 pL de suspensién celular PC12 (aproximadamente 450.0000 células) en 3000 pL
de medio completo (ver anexo A.2.2) por cada placa, por lo tanto, para un experimento (n = 1) se
sembraron 8 placas (4 placas para inmunofluorescencia y 4 placas para Western blot) atendiendo

a las condiciones ya mencionadas. En el caso de las condiciones que se destinaron para
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inmunofluorescencia, las celulas se hicieron crecer sobre cubreobjetos de vidrio esterilizados de
12 mm de didmetro. Las células se incubaron durante 3 dias, revisando que el porcentaje de
confluencia no alcanzara el 70%. Una vez que las células se encontraron en las condiciones
deseadas, se elimino el medio de crecimiento completo y se lavaron las células con 500 uL PBS
1X esteril. En esta etapa del proceso experimental se agregé a las células medio de crecimiento
restringido (ver anexo A.2.3) el cual consisti6 en DMEM 10% de antibiotico anti anti 100X,
suplementado con 1% suero bovino fetal, para evitar que las células siguieran multiplicandose y
creciendo. Para el caso de las condiciones suplementadas con ASX, se utilizO un extracto
obtenido de Lithodes antarcticus, mas conocida como la centolla patagonica o magallanica a
través de la empresa BIOTEX S.A., Santiago, Chile, provista a una concentracion inicial de 467

mM en solucién etandlica.

5.2.2.1 Pre-tratamiento con ASX

Con la finalidad de incorporar este extracto del antioxidante al medio de cultivo, fue
necesario realizar diversas diluciones hasta conseguir la concentracion adecuada: en primer lugar,
se prepard un “Stock 17 al 5 mM diluyendo la concentracion inicial en etanol absoluto. Luego a
partir del “Stock 17 se prepard un “Stock 2 al 500 uM también con etanol absoluto. Finalmente
se extrajo 60 uL del “Stock 2” y se diluyé en 2940 pL de medio de crecimiento restringido (ver
anexo A.2.3), que es el volumen final que se agrega a cada placa suplementada con ASX 10 uM.
Para las condiciones que no se suplementaron con ASX (es decir la condicién control y H2O), se
agrego 60 pL de etanol absoluto en 2940 pL de medio de restriccion, que es el volumen que se

agrega a cada placa. Todas las condiciones se incubaron por 24 horas.

5.2.2.2 Estimulacion con peroxido de hidrogeno

Pasadas las 24 horas de pre-tratamiento, se elimind el medio con ASX y se lavd
cuidadosamente con PBS 1X estéril, para luego estimular las placas correspondientes con H20-
(30% 100 vol, Winkler). De la concentracion inicial de H20- al 8,82 M, se realiz6 un “Stock 17 al
1 M, y a partir de este se realizoé un “Stock 2” al 10 mM. De este “Stock 2 se extrajo 60 puL y se
diluy6 en 2940 pL de medio de restriccion quedando el volumen final a una concentracién de 200
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M. Se incubo con H20O; durante 1 hora. Luego de transcurrido el tiempo, se elimino el medio
con H20>, se lavo cuidadosamente con PBS 1X estéril y se agregé medio de restriccion, dejando
a las células recuperarse por 24 horas.

5.2.3 Inmunofluorescencia

5.2.3.1 Inmunofluorescencia en Hipocampo

Al término de la fijacion, se procedidé a lavar con PBS 1X para luego sumergir las
secciones en sacarosa al 30%, hasta que el hipocampo descendiera a la base del tubo eppendorf.
En vibratomo (Leica VT1200S) se realizaron cortes de 50 pum de grosor y se traspasaron a una
placa de cultivo de 24 pocillos (Trueline, USA) manteniendo la identificacidn de las rebanadas de

hipocampo de acuerdo al tratamiento y edad de cada rata.

Posterior a la realizacion de los cortes de hipocampo, se realizd recuperacion antigénica
inducida por calor con buffer citrato de sodio pH 6.0 en vaporera (Oster modelo CKSTST7711)
cercano a los 97°C. Se precalent6 una placa de cultivo de 24 pocillos con buffer citrato de sodio
durante 10 minutos y luego se sumergieron las muestras en los pocillos correspondientes. Las

muestras se mantuvieron durante 20 minutos en la vaporera, y posteriormente se dejaron enfriar.

Posterior a la recuperacion antigénica se continud con lavados en PBS-tritén al 0,2% (ver
anexo A.3) y se incubaron las muestras con solucion de permeabilizacion (ver anexo A.3) a 4°C
por 24 hrs. Posteriormente se lavd con PBS-triton al 0,2% Yy se incubo durante toda la noche a
4°C con el anticuerpo primario policlonal anti NF-kB (Conejo anti NF-xB p65, Santa Cruz, USA)
y con el anticuerpo primario monoclonal anti 80OHdG (Raton anti 8OHAG, Santa Cruz, USA). Al
término de la incubacion, se continud con lavados y se incubd para NF-kB con un anticuerpo
secundario fluorescente anti conejo (Alexa Fldor burro anti-conejo 546 nm de Life
Technologies), y para 80OHdG se incubo con anticuerpo secundario fluorescente anti raton (Alexa
Fldor cabra anti-raton 488nm de Life Technologies) durante 2 horas a temperatura ambiente,
seguido de lavados y terminando con una tincion nuclear con 1 pL de colorante fluorescente
Hoechst 33342 por cada 1000 pL de PBS. El montaje del tejido se efectud en portaobjeto con
medio de montaje hidrofilico (Medio de Montaje para fluorescencia Dako, USA) y cubreobjetos
libre de talco (Deltalab).
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5.2.3.2 Inmunofluorescencia cultivo celular

En este caso, se tuvo en consideracion retirar cuidadosamente los cubreobjetos de las
placas de cultivo y posicionarlas en la placa de 24 pocillos. Se continué con lavado en PBS-triton
0,2% Yy posterior fijacion con PFA al 4% con 4% de sacarosa durante 40 minutos. Se incub6 en
solucion de permeabilizacion por 24 hrs, y se continué con el mismo procedimiento de
inmunofluorescencia mencionado anteriormente. Todo lo anterior, se realizé protegiendo la placa

de la luz directa y utilizando para los lavados un homogeneizador orbital (Labnet Orbit P4).

5.2.4 Western Blot

5.2.4.1 Extraccion de Proteinas de hipocampo

Muestras de hipocampo (10 mg) se lisaron con buffer de lisis Nonidet P-40 (ver anexo
A.4) al cudl se le adiciond una mezcla de inhibidores de proteasas (Halt™ Protease &
Phosphatase Inhibitor Cocktail 100X, Thermo Scientific,USA) Posteriormente se sonicé durante
5 s a maxima potencia (Ultrasonic procesor de Colpalmer) y luego se dejo actuar el buffer de
lisis durante 2 horas con agitacion en vortex (LSE™ de Corning) durante 15 s cada 30 min.
Posteriormente se centrifugaron (Microcentrifuga Universal 32 R de Hettich) a 12.000 rpm
durante 20 min a 4°C y finalmente se recolecté el sobrenadante obtenido y se almacené en
alicuotas de 35 pL a - 80°C. La posterior determinacion de concentracion de proteinas se realizo

con el método de Bradford (Lector de Placas EIx808 de Biotek) (ver anexo C).

5.2.4.2 Extracciéon de proteinas de cultivo de células PC12

Primero se retird el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS frio 1X.
Posteriormente se lisaron con buffer de lisis NP-40 al cuél se le adicion6 una mezcla de
inhibidores de proteasas (HaltTM Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail 100X, Thermo
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Scientific,USA). Luego se dej6 actuar el buffer de lisis durante 2 horas con agitacion en vortex
(LSE™ de Corning) de 15 seg cada 30 min. Finalmente se centrifugaron (Microcentrifuga
Universal 32 R de Hettich) a 12.000 rpm durante 20 min a 4°C para luego recolectar el
sobrenadante y almacenarlo a -80°C en alicuotas de 35 pL. La posterior determinacion de
concentracion de proteinas se realizo en un lector de placas (EIx808 de Biotek) con el método de
Bradford.

5.2.4.3 Electroforesis y Western Blot

Primero se denaturaron las muestras obtenidas incubandolas durante 10 min a 95°C en un
bloque térmico (Termoblock LSE® de Corning) en Laemmli Sample Buffer 5x. Para favorecer la
separacion de la subunidad p65 del NF-kB se utilizo una concentracion de acrilamida al 12%
preparada a partir de una solucion de Acrilamida/Bis-Acrilamida (37.5:1 30% p/v, Winkler).
Luego las proteinas se separaron por electroforesis en condiciones denaturantes a 100 volts
durante 3 horas a 4°C en una solucion tampon de Tris-Glicina. Para lo anterior se utilizé una
camara de electroforesis (MiniPROTEAN® TetraCell, Biorad, USA) conectada a una fuente de
poder (Power pack Basic, Biorad, USA). A continuacion se transfirieron a una membrana de
PVDF (Polifluoruro de Vinilideno) de 0,45 um (Biorad, USA) utilizando un sistema de
transferencia semi-himeda durante 16 h a 4°C en la solucién Laemmli Running Buffer 1X.
Posteriormente se incubaron las membranas de PVDF en una solucion de bloqueo de TBS-T al
0,05% con leche descremada al 5% durante 1,5 h a temperatura ambiente en un agitador digital
orbital (2800A de Mrc Laboratories) con agitacion constante, para luego ser incubadas con
anticuerpo primario anti p65-NF-xB (D14E12 XP® Rabbit mAb de Cell Signaling) diluido
1:7000 en solucion de bloqueo durante 16 h a 4°C con agitacion constante.( Agitador Digital
Orbital Shaker de Heathrow Scientific). Al finalizar la incubacion, se realizaron 2 lavados de 10
min cada uno con una solucién de TBS-T al 0,05% Yy a continuacién, se incubd con el anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo (Goat anti IgG Rabbit Pierce® Antibody de Thermofisher, USA)
conjugado con peroxidasa en la solucion de bloqueo con una dilucion de 1:10000 durante 2 h a
temperatura ambiente con agitacidn constante. Posteriormente se lavaron las membranas 3 veces
con una solucion de TBS-T (tris buffer salino — Tween 20) al 0,05% durante 10 min cada lavado.

Finalmente, se visualizaron las bandas mediante un kit de quimioluminiscencia (Clarity™
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Western ECL Blotting, Biorad, USA) y se capturaron las imagenes a traves de una camara digital
(Biochemi 510 de UVP) conectado a un transiluminador (Epichemi 510 de UVP) controlado con
el programa VisionWorks®LS Analysis Software-UVP. Las intensidades de las bandas
capturadas se cuantificaron utilizando el software Image J 1.6. Después del procedimiento
comentado, se siguid el protocolo de stripping (ver anexo D) para la posterior identificacion de la
proteina control. Para ello, posterior al stripping, se incubaron nuevamente las membranas con
una solucién de bloqueo de TBS-T 0,05% % con 5% de leche descremada durante 1,5 h a
temperatura ambiente, para luego incubar con un anticuerpo primario monoclonal anti BllI-
Tubulina (Promega Corporation, USA) con una dilucion de 1:7000 en solucién de blogueo
durante 16 h a 4°C con agitacion constante. Al terminar la incubacion, se realizaron 2 lavados de
10 min cada uno con una solucién de TBS-T 0,05% y a continuacion se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-lgG de raton, (Goat anti IgG mouse Pierce® Antibody de
Thermofisher) conjugado con peroxidasa en la solucion de bloqueo con una dilucion de 1:10000
durante 2 h a temperatura ambiente con agitacion constante. Finalmente se visualizaron las

bandas de la misma forma que para el anticuerpo anterior.
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CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1 ESTUDIOS IN VIVO

6.1.1 Localizacion intracelular del NF-kB en hipocampo de ratas jovenes y
envejecidas alimentadas con una dieta normal o suplementada con

astaxantina.

Para la realizacion del primer objetivo de este trabajo de investigacion se realizaron
experimentos de Inmunofluorescencia, a través de los que se estudio la localizacion sub-celular
de NF-«xB en las regiones CA1-CA3 del hipocampo de ratas Sprague Dawley para los distintos
grupos en estudio. La FIGURA 6.1 muestra las diferencias observadas en la distribucion de este
factor de transcripcion, donde las imagenes A y B corresponden a hipocampos de ratas jovenes
sin y con suplementacion de ASX respectivamente. La comparacion de estas imagenes sugiere
que, no se observaron cambios en la distribucion y localizacion de NF-xB en estos grupos. La
imagen C corresponde a un hipocampo de rata envejecida y suplementada sélo con vehiculo, en
ella la inmunodeteccion de NF-kB sugiere que se encuentra localizado principalmente a nivel
nuclear y en la imagen D, que corresponde al hipocampo de una rata envejecida y suplementada
con ASX, sugiere que NF-xB no se localiza en el nicleo.
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FIGURA 6.1 Inmunofluorescencia de NF-xB (p65/RelA) en hipocampo de ratas.

Iméagenes obtenidas mediante microscopia confocal de las zonas CA1-CA3 de hipocampo
de ratas Sprague Dawley. En rojo se observa la fluorescencia de NF-«B obtenida excitando a 546
nm y en azul se observa la fluorescencia obtenida a 360 nm que corresponde a la contra-tincion
nuclear con Hoechst. (A) Hipocampo de rata joven suplementada con vehiculo. (B) Hipocampo
de rata suplementada con 4 mg de ASX durante 20 dias. (C) Hipocampo de rata envejecida
suplementada con vehiculo. (D) Hipocampo de rata envejecida suplementada con 4 mg de ASX
durante 20 dias.
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Estos resultados se confirman con la cuantificacion de los niveles nucleares de NF-«xB
realizado en las zonas CA1-CA3 del hipocampo de las ratas en estudio. La FIGURA 6.2 muestra
que las columnas que representan a las ratas envejecidas suplementadas con vehiculo
(Envejecidos VEH) identificadas con asterisco presentan una mayor intensidad de fluorescencia
para NF-kB en el ndcleo significativa con respecto a la condicion Joven VEH. Ademas, en el
andlisis estadisticos no se observan diferencias significativas en cuanto a las translocacion de NF-

kB entre el grupo Envejecido ASX y las condiciones Joven VEH y Joven ASX.
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FIGURA 6.2 Efecto de astaxantina en translocacion nuclear de NF-«B en hipocampo
de ratas Sprague Dawley.

Cambios en la translocacion nuclear de NF-kB con una dosis de ASX de 4 mg diarios por
un periodo de 20 dias. Los resultados se presentan como promedio * error estandar medio de la

cuantificacion de los nudcleos (n>68). * Indica diferencia significativa con respecto al animal

joven VEH a p<0.05 evaluada con ANOVA de una via ( no paramétrico) , v test de comparaciéon

multiple de Dunn.
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6.1.2 Contenido relativo de la proteina NF-kB en hipocampo de ratas jovenes y

envejecidas alimentadas con una dieta normal y suplementada con ASX.

Para la realizacion del segundo objetivo se determin0, a través de Western Blot, si existia
un cambio en los niveles de expresion de NF-xB en las células de hipocampo de ratas jovenes y
envejecidas al ser suplementadas en su dieta con 4 mg de ASX. En la FIGURA 6.3 A se muestran
imagenes representativas de las electroforesis de proteinas realizadas para determinar los niveles
de NF-kB y de B III Tubulina agrupados seglin las condiciones (3 réplicas biologicas). En la
FIGURA 6.3 B se observa un grafico realizado a partir del porcentaje las medias de los niveles de
NF-kB proveniente de la cuantificacion de la intensidad de las bandas de las imagenes de
electroforesis, los que fueron normalizados con respecto a B-111 Tubulina. Se graficaron los
resultados tras ser normalizados respecto al control (Rata joven tratada con vehiculo) en los
distintos grupos evaluados. Al realizar el analisis de los datos (ANOVA de una via y test de
comparacion maltiple de Dunn) no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos tratados con ASX y los grupos tratados con VEH, en ninguna de las condiciones
evaluadas (Jovenes VEH 1.000 * 0.3602, jévenes ASX 1.163 + 0.5532, envejecidos VEH 1.080
+ 0.4026, Envejecidos ASX 0.9584 + 0.2951) (p<0,05 n=6). Tampoco se observo diferencias

significativas al comparar el grupo de ratas envejecidas con el grupo de ratas jovenes.
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FIGURA 6.3 Efecto de astaxantina sobre el contenido relativo de la proteina NF-xB en
células de hipocampo de ratas jovenes y envejecidas.

(A) imagenes representativas de las electroforesis de proteinas obtenidos mediante
Western Blot para calcular el contenido de NF-xB en hipocampo de ratas Sprague Dawley
jévenes y envejecidas tratadas con 4 mg de ASX durante 20 dias. (B) Grafico con los resultados
presentados como porcentaje del promedio + error estandar (6 réplicas bioldgicas) del contenido

de la proteina NF-xB en hipocampo de ratas Sprague Dawley en las mismas condiciones.

6.1.3 Presencia de marcadores de dafio al ADN en hipocampo de ratas jovenes

y envejecidas alimentadas con una dieta normal y suplementada con ASX.

Para la realizacion del tercer objetivo se realizaron inmunofluorescencias que permiten
identificar a nivel nuclear la presencia de 80OHdG en las regiones CA1-CA3 de hipocampo de

ratas Sprague Dawley en los distintos grupos. La FIGURA 6.4 muestra las diferencias observadas
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en cuanto a la presencia de este marcador de dafio oxidativo al ADN en las regiones CA1-CA3
del hipocampo de ratas en las distintas condiciones. Las imagenes A y B corresponden a
hipocampos de ratas jovenes sin y con suplementacion de ASX respectivamente, estas no
presentaron diferencias observables en la intensidad nuclear de 80HdG. Las imagenes C y D que
corresponden a hipocampo de ratas envejecidas sin y con suplementacion de ASX

respectivamente, presentan un aumento generalizado de 8OHdG.

FIGURA 6.4 Inmunofluorescencia de 8OHdG en hipocampo de ratas.

Iméagenes obtenidas mediante microscopia confocal de las zonas CA1-CA3 de hipocampo
de ratas. En verde se observa la fluorescencia de 80OHdG obtenida excitando a 488 nm y en azul
se observa la fluorescencia obtenida a 360 nm que corresponde a la contra-tincion nuclear
(Hoechst). (A) Hipocampo de rata joven suplementada con vehiculo. (B) Hipocampo de rata
joven suplementada con 4 mg de ASX durante 20 dias. (C) Hipocampo de rata envejecida
suplementada con vehiculo. (D) Hipocampo de rata envejecida suplementada con 4 mg de ASX

durante 20 dias.
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La FIGURA 6.5 muestra la cuantificacion de los niveles de fluorescencia de 80OHdG
nucleares de las regiones CA1-CA3 de los hipocampo de ratas. La columna que representa al
grupo de ratas envejecidas suplementadas con vehiculo identificadas con asterisco, presentd un
aumento significativo en la intensidad de fluorescencia nuclear de 80OHdAG con respecto a la
columna del grupo joven suplementado con vehiculo. Ademas la columna que representa al
grupo de ratas envejecidas y suplementadas con ASX muestra una disminucion significativa en
los niveles de fluorescencia de 80OHAG respecto al grupo de ratas envejecidas suplementado con
vehiculo, y tambien con respecto al grupo de ratas jovenes suplementadas con vehiculo. Estos
resultados sugieren que la suplementacién de la alimentacion de las ratas envejecidas con ASX

previene el dafio al ADN detectado en las ratas envejecidas alimentadas con dieta normal.
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FIGURA 6.5 Efecto de astaxantina en la intensidad de fluorescencia nuclear de
80HdG en hipocampo de ratas Sprague Dawley.

Cambios en los niveles de 80OHAG nuclear en hipocampo de ratas suplementadas con una
dosis de ASX de 4 mg diarios por un periodo de 20 dias. Los resultados se presentan como

promedio * error estandar medio de la cuantificacion de los nucleos (n>54). * Indica diferencia

significativa con respecto al animal joven VEH v # indica diferencia significativa con respecto a
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envejecido VEH a p<0.05 evaluada con ANOVA de una via (no paramétrico) , vy test de

comparaciéon multiple de Dunn.

6.2 ESTUDIOS IN VITRO

6.2.1 Localizacién intracelular del NF-xB en linea celular PC12 con y sin pre-
tratamiento con ASX en un modelo de estrés oxidativo inducido por peroxido

de hidrogeno.

Para la realizacion del cuarto objetivo se realizaron inmunofluorescencias con el propésito
de determinar la localizacion sub-celular de NF-kB en células PC12 en cultivo sometidas a las
distintas condiciones previamente descritas. La FIGURA 6.6 muestra las diferencias detectadas
en la distribucion sub-celular del factor de transcripcion. Las imagenes A 'y B que corresponden a
células PC12 sin y con suplementacion de ASX respectivamente, y que ademas no fueron
estimuladas con H>O2, no presentan cambios en la distribucién sub-celular de NF-«xB el cual se
observa predominantemente en el citoplasma. Sin embargo, en la imagen C que corresponde a
ceélulas PC12 estimuladas solo con H202, NF-kB se observa preferentemente localizado en el
nucleo en comparacion con la imagen D, que corresponde a células PC12 pre-tratadas con ASX 'y
estimuladas con H20-, donde se detectdé a NF-xB localizado en el citoplasma, una distribucion

similar a la de los grupos que no fueron tratadas con H2Ox.
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FIGURA 6.6 Inmunofluorescencia de NF-«B (p65/RelA) en linea celular PC12.

Iméagenes obtenidas mediante microscopia confocal en celulas de linea PC12. En rojo se
observa la fluorescencia de NF-kB obtenida excitando a 546 nm y en azul se observa la
fluorescencia obtenida a 360 nm que corresponde a la contra tincion nuclear (Hoechst). (A)
Células PC12 estimuladas con 200 uM de H20. (B) Células PC12 pre-tratadas con 10 pM de
ASX vy estimuladas con 200 uM de H20,. (C) Células PC12 suplementada con vehiculo. (D)
Células PC12 suplementadas con 10 uM de ASX.

La FIGURA 6.7 muestra la cuantificacion de los niveles de fluorescencia de NF-«B en las
distintas condiciones de estudio. Se observan las diferencias que existen entre las columnas
donde las células que fueron tratadas solo con H20: (identificadas con asterisco) presentan una
mayor intensidad de fluorescencia para NF-kB en el nlcleo, a diferencia de las células que fueron
tratadas solo con el vehiculo, las células que fueron tratadas solo con ASX, y las células que
fueron pre-tratadas con ASX y estimuladas con H20., efectivamente presentan una menor

intensidad de fluorescencia a nivel nuclear para NF-kB.
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FIGURA 6.7 Efecto de astaxantina en translocacion nuclear de NF-xB en células
PC12.

Cambios en la translocacion nuclear de NF-xB en células PC12 pre-tratadas con 10 uM
de ASX durante 24 h y estimuladas con 200 uM de H,O> durante 1 h. Los resultados se presentan

como promedio * error estandar medio (n>31). * Indica diferencia significativa con respecto al

vehiculo a p<0.05 evaluada con ANOVA de una via, y test de comparacion multiple de Tukey.

6.2.2 Contenido relativo de NF-kB en linea celular PC12 con y sin previo
tratamiento con ASX en un modelo de estrés oxidativo inducido por peroxido

de hidrdgeno.

Para evidenciar si el pre-tratamiento con 10uM de ASX genera cambios en el contenido
de proteina total de NF-«B, se utilizaron cultivos de células PC12 de acuerdo al modelo de estrés
oxidativo inducido por 200uM de H»0. durante 1 hora. En la FIGURA 6.8 A muestra las
imagenes representativas de las electroforesis de proteinas a partir de las cuales se calcularon los
niveles de NF-kB y de B III Tubulina agrupados segtin las condiciones (3 réplicas biologicas). En

la figura 6.8 B se observa el grafico obtenido a partir de la cuantificacion del contenido de NF-xB

38



en las distintas condiciones normalizadas con respecto al contenido de B III Tubulina. La grafica
final muestra en porcentaje los resultados normalizados con respecto al control (VEH/-H20,). Al
realizar el analisis de los datos (ANOVA de una via y test de comparacion multiple de Dunn) no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos (- H.O> VEH
1.000 + 0.1008, - H,0, ASX 0.8524 + 0.2975, + H202 VEH 0.3332 + 0.1536, + H202 ASX
0.6136 + 0.07928) (p<0,05 n=3).
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FIGURA 6.8 Efecto de astaxantina sobre el contenido relativo de NF-xB en células
PC12.

En A se observan los niveles de quimioluminiscencia obtenidos en Western Blot (3
réplicas biologicas) para la expresion de NF-kB en células PC12 en un modelo de estrés
oxidativo. En B se observa un grafico con los resultados obtenidos presentados como un
porcentaje del promedio * error estandar (3 réplicas bioldgicas) de la expresion de NF-kB en

células PC12 en las mismas condiciones.
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6.2.3 Presencia de marcadores de dafio al ADN en linea celular PC12 con y sin
pretratamiento con ASX en un modelo de estrés oxidativo inducido por

perdxido de hidrdgeno

Para la realizacion del sexto objetivo se realizaron inmunofluorescencias en células PC12
para medir los niveles nucleares de 80OHAG en las distintas condiciones. La FIGURA 6.9 muestra
las diferencias en la intensidad de fluorescencia de 80OHdAG. La imagen A que corresponde a
celulas PC12 vehiculo, en ella se observa una intensa marca para 80OHdG nuclear en comparacion
con la imagen B que corresponde a células de linea PC12 pre-tratadas con ASX, donde se
observa una disminucion aparente en la intensidad de la marca de 80OHdG nuclear. Por otra parte,
la imagen C que corresponde a células de la misma linea celular estimuladas con H202, mostré
una intensa marca nuclear de 80OHdG en comparacién con la imagen D que corresponde también
a células de la misma linea celular a la que se le realizé pre-tratamiento con ASX y luego se

estimuld con H20», en donde se observd una disminucion de la intensidad de 8SOHdAG nuclear.
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FIGURA 6.9 Inmunofluorescencia de 8OHdG en linea celular PC12.

Iméagenes obtenidas mediante microscopia confocal en células de linea PC12. En verde se
observa la fluorescencia de 80OHdG excitando a 488 nm y en azul se observa la fluorescencia
obtenida a 360 nm que corresponde a la contra tincion nuclear (Hoechst). (A) Células PC12
suplementadas con vehiculo. (B) Células PC12 pre-tratadas con 10 uM ASX. (C) Células PC12
estimuladas con 200 uM de H20,. (D) Células PC12 suplementadas con 10 uM de ASX y
estimuladas con 200 uM de H20:.

La FIGURA 6.10 muestra la cuantificacion de los niveles de fluorescencia de 80OHdG en
las distintas condiciones de estudio. Se observan las diferencias existentes entre las columnas
donde el grupo de células estimuladas con 200 uM de H20> presenté un aumento significativo
con respecto al grupo de células estimuladas s6lo con el vehiculo. Ademas el grupo de células
pre-tratadas con ASX y estimuladas con 200 pM de H20>, presentd una disminucion significativa
con respecto al grupo suplementado con el vehiculo y también con respecto al grupo estimulado
con 200 uM de H20>.
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FIGURA 6.10 Efecto de astaxantina en la intensidad de fluorescencia nuclear de
80OHdG en linea celular PC12

Cambios en la intensidad nuclear de 80OHdG en células PC12 pre-tratadas con 10 uM de
ASX durante 24 h y estimuladas con 200 uM de H2O> durante 1 h. Los resultados se presentan

como promedio * error estandar medio (n>54).* Indica diferencia significativa con respecto a

VEH v # indica diferencia significativa con respecto a PER a p<0.05 evaluada con ANOVA de

una via, y test de comparacion multiple de Dunn.
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CAPITULO 7. DISCUSION

7.1 EFECTO DE ASX SOBRE LA TRANSLOCACION DE NF-kB

Como ya se mencion6 con anterioridad NF-«kB es un factor fundamental en el desarrollo
del sistema nervioso ya que regula el crecimiento axonal y dendritico por lo que se encuentra
ampliamente expresado en neuronas. Ademas posee un rol critico en respuestas inmunitarias
innatas como por ejemplo en celulas gliales donde se incluyen astrocitos, microglia y
oligodendrocitos ya que este tipo de células emplean NF-xB como mediador que promueve la
transcripcion de citoquinas pro-inflamatorias (39), 1o que convierte a las proteinas NF-kB en un
potencial blanco terapéutico para estudios clinicos que busquen mejorar o prevenir la

neuroinflamacion (66).

El hipocampo es una de las estructuras cerebrales que presenta una alta susceptibilidad al
dafio por neuroinflamacién pero también se ve afectado por el proceso natural de envejecimiento.
Esta estructura se caracteriza por presentar una red neuronal que juega un rol crucial en el
aprendizaje y la memoria (19) lo cual se encuentra afectado durante la vejez, que en conjunto con
otras patologias subyacentes da pie para el origen de enfermedades neurodegenerativas las cuales

presentan una incidencia cada vez mayor debido al aumento de la esperanza de vida (67).

Existen diversos estudios que buscan modular la actividad de NF-«xB a través del consumo
de sustancias ya sean sintéticas como de origen natural, y dentro de estos ultimos, los
antioxidantes se consideran la mejor opcion debido a su facil acceso. Vitamina C (68), resveratrol
(69) y astaxantina (65) son algunos de los antioxidantes que han presentado efectos sobre la
translocacion de NF-xB. En este estudio se evalu6 ASX como un modulador de NF-xB en
hipocampo de ratas envejecidas donde se observO que este antioxidante disminuye la
translocacion de este factor de transcripcion al nacleo (FIGURA 6.1 y 6.2), lo que sugiere que
ASX presentaria un efecto protector de la neuroinflamacion ante el estrés oxidativo subyacente al
envejecimiento, lo cual es consistente con la literatura (65). Ademas ASX mejoraria funciones
cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la memoria a corto y largo plazo en ratas envejecidas
(62) (55). Lo anterior se puede proyectar a estudios en humanos, ya que los niveles y distribucion

de NF-«xB en hipocampo son similares a los de ratas (70).
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Para complementar los estudios in vivo de esta investigacion, se realizé un estudio
utilizando células PC12 pre-tratadas con ASX y estimuladas con H2O> para evaluar cambios en la
translocacion de NF-kB ante un estimulo que produce inflamacion aguda. Los resultados como se
muestran en las FIGURAS 6.6 y 6.7 refieren resultados similares al estudio in vivo, ya que ASX

disminuyd la translocacién nuclear de NF-xB en presencia de dafio oxidativo causado por H20..

Todo lo anterior se ve complementado con estudios en cultivo primario de neuronas
hipocampales de rata donde se evalu6 el tiempo que toma NF-kB (RelA) en redistribuirse al
nacleo, que resultd en una respuesta relativamente rapida ya que a los 80 minutos luego de haber
sido estimulados con un neurotoxico, se produjo la translocacién nuclear de este factor de

transcripcion (71).

7.2 EFECTO DE ASX EN LA EXPRESION RELATIVA DE NF-xB

El rol de NF-xB y sus potenciales consecuencias en inflamacion celular es objeto de
intensa investigacion en el envejecimiento. Se ha demostrado que la inhibicién tanto genética
como farmacoldgica de la sefializacion de NF-xB evita las consecuencias asociadas con la edad
en roedores, prolongando significativamente su longevidad (72). Por otra parte, existen diversos
estudios que correlacionan la suplementacién de antioxidantes naturales adquiridos a través de la
dieta, con los niveles de expresion de NF-kB, y sus efectos en la maquinaria antioxidante del
organismo tales como vitamina E, licopeno, entre otros (41) (73) (74). En los altimos afios, se
han realizado un sin nimero de estudios evaluando el efecto de ASX sobre la activacion de NF-
kB, y principalmente el efecto de este antioxidante sobre las proteinas implicadas en la cascada
de activacion, y se ha evidenciado una modulacion inhibitoria por parte de ASX en esta via de
sefializacion, ya que este antioxidante disminuye la actividad de proteinas quinasas activadoras de
NF-xB tales como IKKa/p presentes en el citoplasma (cuya funcion es fosforilar IkBa y activar a
NF-xB), por lo que ASX disminuiria la fosforilacion de IkBa manteniendo secuestrado a NF-
kB(RelA) en el citoplasma y en consecuencia disminuyendo su presencia a nivel nuclear. Todo lo
anterior ha sido estudiado ante estimulos inflamatorios o de estrés oxidativo en microglia (75). En

la figura 6.3 se muestran los resultados obtenidos en esta investigacidn, donde los niveles totales
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de NF-kB p65 en hipocampo de animales jovenes y envejecidos suplementados con ASX, no

exhiben diferencias significativas en la expresion relativa de este factor.

Es necesario destacar que, si bien esta investigacion no mostré cambios en los niveles
totales de expresion de NF-kB, otros trabajos si se han evidenciado cambios en la distribucion
sub-celular de este factor, en donde la metodologia empleada consistio en la separacion de la
fraccion citoplasmatica y nuclear, pudiendo de esta manera evaluar separadamente los extractos
de proteinas y constatando diferencias en la expresion de este factor ante un pre-tratamiento con
ASX y estimulos nocivos, lo cual resulta en la disminucién nuclear de NF-xB p65 con respecto al
citoplasma en lineas celulares y modelos animales (65) (76). Ademas, en estructuras cerebrales
tales como hipocampo (77) y células participes de la inflamacién (78) la expresion proteica total
de NF-xB p-65 se utiliza como control, ya que permanece constante e invariable, en comparacion
con los niveles de expresion de NF-xB p65 fosforilado que corresponde a su forma activada y
unida al ADN.

Los resultados en esta investigacion obtenidos del modelo in vitro fueron similares a los
obtenidos en el modelo in vivo como se observa en la figura 6.8 donde la expresion relativa de

NF-kB p65 se mantiene constante en las 4 condiciones experimentales.

Cabe destacar que existen diversos mecanismos de autorregulacion de NF-kB mediante
circuitos de retroalimentacion negativa (negative feedback loops), que permiten finalizar de
manera adecuada la respuesta de NF-kB. Ademaés, existe una amplia gama de complejos
proteicos que contribuyen a que los procesos de inflamacion sean rapidos y oportunos, y en el
caso de NF-«B, los propios mecanismos que activan su funcion transcripcional también son los
encargados de favorecer la produccién de los inhibidores de NF-kB, los cuales generan distintos
efectos segun el nivel de la cascada de transduccion de sefiales en que se presenten. Por ejemplo,
proteinas que interfieren en pasos posteriores a la activacion de receptores de membrana, pueden
afectar toda la cascada de sefializacion rio abajo, pero si las proteinas se presentan en etapas
tardias de la activacion de NF-«B, se puede silenciar la transcripcion de ciertos genes, pero no la
respuesta completa de NF-xB (79). Ademas, existe una retroalimentacion clasica “NF-kB-IxB”
que tiene como finalidad mantener una retroalimentacion que controle la activacion nuclear de
RelA. La activacion de esta retroalimentacion se inicia al momento que NF-«B ingresa al niicleo

ya que este mismo factor induce la re-sintesis de sus propias proteinas inhibitorias IxB-a/p que
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contienen un dominio estructural (AR, “ankyrin repeat’), cuya funcion es recapturar e inactivar
NF-xB (80).

7.3 EFECTO DE ASX SOBRE MARCADORES DEL DANO AL ADN

Los resultados obtenidos en el modelo in vivo de esta investigacion como se observan en
las FIGURAS 6.4 y 6.5 evidenciaron que el tratamiento con ASX provoco una disminucién de la
intensidad del marcador de dafio a ADN 80HdG en relacién a los animales que no fueron
suplementados con una dieta rica en antioxidantes. Si bien en las imagenes 6.4 se observa una
marca generalizada para el anticuerpo 80OHdG, este trabajo evalud solo cambios en la intensidad
nuclear de este marcador de dafio al ADN, debido a que ASX prevendria la formacion de 8OHdAG
al disminuir las EROs. Existe un aparente mecanismo de eliminacion de 80HdG, el cual
consistiria en el clivaje de este residuo por la accion de enzimas con actividad
endonucleasa/glicosilasa como parte del mecanismo de reparacion del material genético nuclear,
retirando este residuo del ADN, y migrando a través de la célula para finalmente, luego de
circular por el sistema sanguineo, ser excretado a través de la orina (81) (34) (82). No obstante, a
diferencia del ADN nuclear, el ADN mitocondrial carece de la estructura cromatinica protectora,
de histonas e intrones, por lo que posee mecanismos menos eficientes para combatir el dafo
causado por estrés oxidativo. La acumulacion mitocondrial de 80OHdG se ha reportado como un
factor de riesgo de diversas enfermedades, lo cual es de vital importancia en la herencia de
enfermedades ligadas al ADN mitocondrial (83). Se calcula que diariamente, cada célula
produciria 178 residuos de 80HdG como producto de los procesos metabdlicos normales, y
ademas la tasa de produccion seria mas alta en animales y células que presenten un metabolismo

mas acelerado (81).

Cabe destacar que en la FIGURA 6.4 B y C correspondientes a ratas Sprague Dawley
envejecidas sin y con suplementacién con ASX respectivamente, se observa una intensa marca
para 80OHdG citoplasmatica, por o que muchos se preguntaran el motivo por el cual se midié
solo la intensidad nuclear de este marcador de dafio al ADN, y es porque ASX no actuaria sobre

los niveles de 80OHAG ya presentes y que se han acumulado durante largos periodos de tiempo,
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sino que solo actuaria previniendo la formacion de nuevas moléculas de 80OHAG a nivel nuclear y

mitocondrial.

Lo mismo se podria discutir sobre los resultados de la medicion de los niveles en la
intensidad de 80OHAG en el modelo in vitro utilizado en este trabajo, ya que como se muestra en
las FIGURAS 6.9 y 6.10, se observa una intensidad basal de 8OHdG en el grupo control similar a
la observada en el grupo estimulado con H202, que se podria deber al normal metabolismo
celular (81), pero que también se podria deber al efecto del vehiculo utilizado en la dilucion del
extracto de ASX, que en este caso fue etanol absoluto, y que en la actualidad se sabe que esta
sustancia posee un efecto carcinogénico (84). Sin embargo, ante el pre-tratamiento con ASX se

pudo disminuir la intensidad de 80OHdG a nivel nuclear.

Para finalizar, los resultados obtenidos en esta investigacion complementan
investigaciones que demuestran los efectos beneficiosos del consumo de antioxidantes,
especialmente los obtenidos a través de los alimentos, y que promueven el bienestar durante el
envejecimiento, sin embargo, los mecanismos a través de los cuales estos antioxidantes actuan
aun necesitan ser dilucidados. Otros estudios que podrian complementar los objetivos de esta
investigacion serian la cuantificacion en hipocampo de mediadores pro-inflamatorios en
presencia y ausencia de suplementacion con ASX, la medicion de la actividad de enzimas
antioxidantes enddgenas en la misma zona, y también la comparacion de los niveles de expresion

relativa de NF-«B tanto en el citoplasma como en el nicleo.

47



CAPITULO 8 CONCLUSIONES

Se acepta la hipotesis que ASX previene el estrés oxidativo disminuyendo la translocacion

de NF-kB al nticleo, en neuronas hipocampales de ratas Sprague Dawley envejecidas, y en un

modelo celular de estrés oxidativo.

1.

En ratas envejecidas la suplementacion con 4 mg diarios de ASX durante 20 dias
disminuyo la translocacién nuclear de NF-xB.

ASX no afecto los niveles de expresion relativa de NF-xB en hipocampo de ratas
jovenes y envejecidas alimentadas con una dieta normal y suplementada con 4 mg de
ASX durante 20 dias.

En ratas envejecidas la suplementacion con 4 mg de ASX durante 20 dias disminuyo
la intensidad nuclear de 8OHdG.

En cultivo de células PC12 el pre-tratamiento con ASX 10uM disminuyd la
translocacion nuclear de NF-kB ante el dafio oxidativo causado por H202 200 pM.
ASX 10uM no afectod los niveles de expresion relativa NF-xB en cultivo de células
PC12 en presencia y ausencia de estimulacion con H20O2 200 uM.

En cultivo de células PC12 el pre-tratamiento con ASX 10uM disminuy6 la intensidad
nuclear de 8OHAG ante el dafo oxidativo causado por H20, 200 pM.
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ANEXOS

A. PROTOCOLOS DE PREPARACION DE SOLUCIONES

A.1PBS 10X

Para 2 L de solucion se utilizaron los siguientes reactivos:

- Cloruro de Sodio (NaCl): 161,2 g

- Cloruro de Potasio (KCl): 4,4 g

- Fosfato de Sodio Dibasico (Na2HPOa): 23 g
- Fosfato monopotésico (KH2PO4): 4 g

Se utiliz6 agua destilada para el volumen requerido. Luego para la obtencion de PBS 1X
se diluy6 un volumen de 100 mL de PBS 10X en 900 mL de agua. Se almaceno a 4°C.

Nota: en el caso de PBS 1X utilizado para cultivo celular, antes de ser almacenado a 4°C

la solucién se filtro con filtro estéril para jeringa con un poro de 0,2 pum.

A.2 MEDIO DE CULTIVO

A.2.1 DMEM con antibiotico Solucion Stock

Para realizar esta solucion se necesito:

- Medio de cultivo DMEM polvo. Sobre para reconstituir en 1 L

- Bicarbonato de sodio (NaHCO3): 3.7 g

- Antibiotico Anti-Anti 100X: 10 mL

- Hidroxido de sodio (NaOH) 5M o acido clorhidrico (HCI) 5M esteril para ajustar pH

Primero se autoclavd 1 L de agua destilada en botella de vidrio, y se dej6 a temperatura
ambiente hasta disminuir la temperatura del agua. Luego bajo campana de flujo laminar, se vacio
contenido del sobre de DMEM en la botella con el agua autoclavada. Se homogeneizo

manualmente hasta percibir la disolucion completa del polvo (medio de color amarillento), se
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agrego el bicarbonato de sodio (el medio debe cambiar a color rojo intenso), y posteriormente se
midio el pH con un pH-metro (Hanna Instruments, USA) ajustando 0,2 -0,3 unidades por sobre el
pH deseado, alrededor de 7,2 a 7,4. Una vez ajustado el pH se procedio a filtrar el medio bajo
campana de flujo laminar utilizando unidad de filtraje de 0,45 um (Thermo Scientific Nalgene™
Rapid- Flow Filtration Products) junto con una bomba al vacié. Finalmente se agregé antibiotico
Anti Anti 100x. La botella se sell6 con parafilm y se mantuvo en condiciones de almacenamiento

estéril a una temperatura de 4°C.

A.2.2 Preparacion de medio de crecimiento completo
Para 50 mL:

- DMEM con antibiotico solucién stock: 42,5 mL
- Suero de caballo: 5 mL
- Suero bovino fetal: 2,5 mL

Luego se filtrd con Filtro estéril para jeringa con un poro de 0,2 um y se almacend en

tubos falcon de 50 mL sellado con parafilm a 4°C

A.2.3 Preparacion de medio de crecimiento restringido
Para 50 mL:

- DMEM con antibi6tico solucion stock: 49,5 mL

- Suero bovino fetal: 500 pL

Luego se filtrd con filtro estéril para jeringa con un poro de 0,2 um y se almacend en

tubos falcon de 50 mL sellado con parafilm a 4°C.
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A.2.4 Preparacion Tripsina- EDTA
Para 20 mL

- Tripsina al 2,5% 10X (Gibco by Life Technologies, USA): 2 mL
- PBS 1X estéril: 17 mL
- EDTA (sal disédica 2-Hidrato, Winkler) estéril a 0,25 M: 80 pL

A.3 SOLUCIONES PARA INMUNOFLUORESCENCIA

A.3.1 Solucion de Permeabilizacion
Para 50 mL

- Suero de Cabra: 2,5 mL
- Borohidruro: 50 mg
- Tritdén 100X: 350 pL

Completar hasta un volumen de 50 mL con PBS 1X. Se almacen¢ a 4°C

A.3.2 Solucién para dilucién de anticuerpo (PBS-tritén 0,4%)
Para 50 mL

- Tritdén 100X: 200 pL
- PBS1X:49,8mL

Se almacend6 a 4°C.



A.3.3 Solucidn de lavado (PBS- tritén 0,2%)
ParallL

- Tritén 100X: 2 mL
- PBS 1X:998 mL

Se almacend a 4°C.

A.3.4 Sacarosa 30%
Para 50 mL

- Sacarosa: 15 ¢
- PBS 1X:50 mL

A.3.5 Buffer Citrato (10 mM, pH 6.0)

Solucién A:

- Acido citrico: 2,31 g
- Agua destilada: 110 mL

Solucién B:

- Citrato de sodio: 14,7 g
- Agua destilada: 500 mL

Para almacenar las soluciones:

Se toman 9 mL de solucién A y 41 mL de solucion B, se mezclan. Posteriormente se

congelan en tubos falcon de 50 mL.

Nota: A la hora de utilizar el buffer, se descongela el falcon con la solucién A+B y se

diluyen en 450 mL de agua destilada. Ajustar pH a 6,0
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A.4 SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

A.4.1 Buffer de Lisis NP-40

A.4.2 Solucién de Bloqueo (Leche descremada al 5% en TBS-T)

Para realizar esta solucion se necesito:

Cloruro de Sodio (NaCl) (150mM): 0,825 g
Tris Base (50mM): 1,51 g
Agua destilada: 200 mL

Al volumen anterior se le adiciond:

NP-40: 2,5 mL
Agua destilada: 247,5 mL.

Se almacend a temperatura ambiente.

Para realizar esta solucion se necesito:

Leche descremada: 10 mg
TBS-T al 0,05%: 200 mL

Se prepard cada vez que se iba a bloquear.

A.4.3 TBS 10X

Para realizar esta solucion se necesito:

Tris (25 nM): 30.02 g
Glicina (190 nM): 144.10 ¢
SDS (0.02% p/v): 0,2 g
Agua destilada: 1 L

Se ajusto el pH a 7,4 y almaceno a 4°C.
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A.4.4 TBS-T 0,05%

Para esta solucién se necesito:

- TBS 10X: 200 mL
- Tween 20: 1 mL

- Agua destilada: Necesaria para completar 2 L

Se almacend a temperatura ambiente.

A.45 TBS-T 0,1%:

Para esta solucién se necesito:

- TBS 10X:50 mL
- Tween 20: 500 pL

- Agua destilada: volumen necesario para completar 500 mL

Finalmente se almaceno a temperatura ambiente.

A.4.6 Laemmli Sampler Buffer 5X

Para esta solucién se necesito:

- SDS(10%pliv):1g

- Glicerol (50 % v/v): 5 mL

- Tris Base (1M): 0,363 g

- DTT(0,5M):0,77 ¢

- Agua destilada: Se afor6 a 10 mL.

- Posteriormente se agregd Azul de Bromofenol (0,0005% p/v): 0,005 g

Se almacend a -20° C
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A.4.7 Solucién Tampon Tris-Glicina / Buffer de Electroforesis 10X

Para esta solucién se necesito:

Glicina (192mM): 145,7 ¢
Tris Base: 30,2 ¢
SDS (0,1% p/v): 10 g

Agua destilada: volumen necesario para completar 1 L

Se ajustd el pH a 8,3 y almacend a temperatura ambiente.

A.4.8 Laemmli Running Buffer/ Buffer de Transferencia 10X

Para esta solucion se necesito:

Glicina (190mM): 144,1 g
SDS (0,2% p/v): 2 g
Tris Base (25mM): 30,3 ¢

Agua destilada: Volumen necesario para completar 1 L
Se ajusto el pH a 8,3
Para una concentracion de 1X

Laemmli Running Buffer 10X: 100 mL
Agua destilada: 700 mL
Metanol: 200 mL

Se ajusto el pH a 8,3 y antes de ocupar se dejé enfriar a 4°C.

A.4.9 PSA 10% plv

Se necesito:

PSA:1g
Agua destilada: 10 mL
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- Se prepararon alicuotas de 200 pL

Se almacend a -20°C

A.4.10 SDS 10%o:

Se necesito:

- SDS:10g
- Agua destilada: 100 mL

Se almacend a temperatura ambiente.

A411Tris1,0 M pH=6.8

Se necesito:

- Tris Base: 30,285 g
- Agua destilada: 250 mL de agua destilada
- Seajusto el pH a 6.8.

Se almacend a temperatura ambiente.

A.4.12 Tris 1,5M pH=8,8

Se necesito:

- Tris Base: 45,43 g
- Agua destilada: 250 mL
- Seajustoel pHa8.8

Se almacend a temperatura ambiente.
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. PROTOCOLO DE SUBCULTIVO DE CELULAS PC12

- Observar las células en microscopio éptico, procurando que el porcentaje de confluencia

celular no supere en un 70%.

- En campana de flujo laminar estéril, con puntas autoclavadas y pipetas de uso exclusivo
para cultivo celular, extraer el medio de cultivo de la botella y lavar las células con 1 mL
de PBS 1X estéril. Agregar el PBS por el borde de la botella para evitar que las células se
despeguen.

- Eliminar el PBS y agregar 1 mL de tripsina-EDTA estéril.

- Dejar en incubadora a 37°C durante 5-6 minutos.

- Inactivar tripsina con 400 pL de suero bovino fetal y tomar toda la suspension celular
para traspasarla a un tubo falcon de 15 mL. Luego centrifugar a 1000 rpm durante 5
minutos.

- Eliminar el sobrenadante y re-suspender el pellet en 1 mL de medio de crecimiento
completo DMEM

- Para sembrar otra botella de cultivo agregar 150 pL de la suspensién celular en 8 mL de
medio de crecimiento completo DMEM.
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C. CUANTIFICACION DE PROTEINAS PARA WESTERN BLOT

La cuantificacion se realiza en una placa desechable de 96 pocillos. En donde se realiza
una curva de calibracion por duplicado con concentraciones ascendentes de BSA O pL- 2 uL- 4
pL- 6 pL- 8 pL- 10 pL, volumen de agua necesario para completar 50 pL y 200 pL de Reactivo
de Bradford. Posteriormente, por duplicado se ocupan 2 pL de la muestra problema y se completa
el volumen de la misma forma que para BSA. Finalmente se miden en un lector multiplacas a 595

nm.

D. PROTOCOLO DE STRIPPING WESTERN BLOT

Las membranas fueron sumergidas en una solucion 0.5 M de NaOH por 10 min. en
agitacion. Luego las membranas fueron lavadas con agua destilada y luego dos veces por 10 min.
con agitacién constante con grandes volumenes de tampon PBS 1X con 0.1% Tween 20.
Finalmente, luego de este procedimiento las membranas pudieron ser nuevamente utilizadas para

el tratamiento con anticuerpos.
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