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ABREVIATURAS.

AM Acetoximetil éster.
BAPTA Acido bis-(c-aminofenoxi)-etano-N,N,N’,N'-tetracético.

‘Ca* Calcio.
Cols. Colaboradores.

EGTA Acido etilenglicol-bis(B-aminoetil éter) N,N,N’,N'-tetracético.
GABA Acido y-aminobutirico.

GAD Glutamato descarboxilasa.

H Horaf(s).

LDH Deshidrogenasa lactica.

MC Medio Eagle con 10% de suero fetal bovino.
ML Medio Locke.

MOPS Acido 3-(N-morfolin) propansulfénico.
MTT Bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio.
N Ntimero de experimentos iguales.

NC Neuronas corticales.

NG Neuronas granulares de cerebelo.

P Probabilidad.

PBS Solucién salina amortiguada con fosfatos.
PKC Proteina cinasa C,

PLP Fosfato de piridoxal.

RR Rdjo de Rutenio.

SNC Sisterna nervioso central.

SR Reticulo sarcoplismico.

TRIS 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol.
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I. INTRODUCCION.

A. NEURODEGENERACION.

La neurodegeneraci6n, es decir, la muerte de neuronas es un fenémeno que
ocurre normalmente en el desarrollo y en situaciones patolégicas. En el caso del
crecimiento, se observa una pérdida de neuronas durante el -correcto
establecimiento de conexiones; en la mayoria de los casos, la supervivencia neural
se asocia con la recepcién de factores tréficos provenientes de las células blanco,
por lo que muchas células mueren al no recibir dicha sefial. Los objetivos de la
mauerte neuronal durante el desarrollo podrian incluir: la remocién de células con
funciones transitorias, la eliminacién de neuronas con el mismo funcionamiento,
el establecimiento de patrones morfogenéticos, la regulaci&n del nimero de
células en una regién en particular, la eliminacién de neuronas potencialmente
daiiinas, etc.

‘ Por otra parte, con el objeto de diferenciar a la muerte celular observada en
situaciones naturales de la que es resultado de un proceso patolégico, se han
propuesto los términos apoptosis y necrosis. La principal diferencia radica en los
cambios citoldgicos que acompafian a una u otra situacién: mientras que la
apoptosis se asocia con muerte normal, programada o natural, y al parecer

requiere de la expresion de algunos genes, la necrosis, en apariencia, no necesita
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de sintesis proteica para ocurrir. Sin embargo, evidencias recientes sugieren que
ambos mecanismos tienen en comtin la activaci6n por calcio (Oppenheim y cols.,
1992).

Como se mencioné anteriormente, existen muchos ejemplos de la muerte
neuronal que lleva a una situacién patoldgica, entre otros, la Corea de
Huntington,yla enfermedad de Alzheimer, el mal de Parkinson, la poliomielitis,
la pérdida de funciones especificas de una regién del sistema nervioso central
(SNC) luego de golpes o infartos, etc.

Una de las teorias més aceptada para explicar la muerte neuronal, sobre
todo en modelos de hipoxia, isquemia y traumatismos, es la excitotéxica. Esta se
llamé asf, porque se han involucrado a los cidos glutdmico y aspartico (que en
condiciones fisiologicas poseen propiedades excitatorias sobre las neuronas) en la
degeneracién. Dicha teorfa ha sido comprobada con mayor éxito en sistemas in
vitro, donde al agregar glutamato por perfodos cortos de tiempo a neuronas en

cuiltivo, estas células deg on, p do principalmente dos fases: la

primera se caracteriza por un hinchamiento neurcnal, que es ocasionado por una
entrada de sodio, cloruro y agua; la segunda incluye la entrada de calcio, lo que
posteriormente lleva a la liberacién del mismo catién desde fuentes intracelulares,
teniendo como resultado una elevacién en los niveles de calcio en el citoplasma.
Entre los cambios que pueden darse al aumentar la concentracién de calcio dentro

de la célula, y que podrian cooperar para el deterioro y/o muerte neuronal, deben
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rﬁencionarse los siguientes:

Activacién de la proteasa calpaina 1, que es capaz de degradar proteinas
estructurales de las neuronas, tales como tubulina, espectrina y proteinas
asociadas a microhibulos.

La activaci6n de fosfolipasas que al actuar sobre la membrana celular
liberan &cido araquidénico. La oxidacién del araquid6nico produce radicales libres
de oxige.no, los cuales son capaces de producir degradacién peroxidativa de la
membrana,

1La produccién de radicales super6xido por la xantina oxidasa, generada por
accién de una proteasa activada por calcio.

Aumento en la entrada de calcio a través de canales en la membrana,

- debida a la activacién de la protefna cinasa C (Choi, 1988).

B. RO]Q DE RUTENIO.
El rojo de rutenio (RR) es un colorante inorganico sintético que se ha
- utilizado en microscopia Optica y electrénica para tefiir las membranas
citoplasmica y mitocondrial (Luft, 1971).

Este comp inhibe la captura y transporte de calcio (Ca™) mitocondrial

(Moore, 1971; Vasington y cols., 1972; Luthra y Olson, 1977), bloquea 1a uni6n de
Ca™ al sarcolema aislado de misculo esquelético en un 80-90 % a una

concentracién de 10 ytM (Madeira y Antunes-Madeira, 1974) y, puesto que esta

3



inhibicién no depende de la concentracién de RR en el medio, se propuso que su
sitio de accién era distinto al de la uni6n con calcio.

En otro sistema aislado, el retfculo sarcoplasmico (SR) proveniente del
miisculo esquelético del conejo, el RR pudo bloquear la entrada de calcio
ocasionada por cafefna a una concentracién de 100 nM (Palade, 1987).

EL RR ocasiona un decremento en la actividad enzimitica de la protefna
i'esponsabfé del transporte activo de calcio, la ATPasa de calcio, tanto en
mitocondrias hepéticas (Vasington y cols., 1972) como en el sarcolema (Madeira
y Antunes-Madeira, 1974).

Charuk y cols. (1990) encontraron que el colorante no sélo era capaz de
inhibir Ia uni6n del calcio a la calsecuestrina, sino que se unfa a la calmodulina
y a la troponina C, pero no a las protefnas membranales del rifién o a protefnas
utilizadas como marcadores de peso molecular. La afinidad del RR por la
calsecuestrina fue alta (K, = 0.7 uM, B., = 218 nmol/mg protefna), por lo que el
RR se ha usado para una identificacién répida de las protefnas que unen calcio.

El oxicloruro de rutenio amoniacal o RR inhibe de modo no competitivo la
unién del calcio a los sinaptosomas aislados de la corteza cerebral de la rata
(Kamino y cols,, 1976); aunque estos autores no encontraron un sitio de unién
especifico para el RR, sugirieron que el colorante se une a las glicoproteinas de
la membrana sinaptosomal, que conforman el sitio de unién del calcio. En

terminales nerviosas del ratén, el RR impide la entrada del calcio estimulada por
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despolarizaci6n, sin afectar el influjo basal de ese catibn; ademas de que el
colorante se une a los sinaptosomas con una constante de disociacion de 3.7 uM
y una unién méxima de 10 nmol/mg de proteina (Tapia y cols., 1985).

Acorde con estos datos, el RR impide la liberacién estimulada de
neurotransmisores, en la unién neuromuscular por inhibicién del flujo de calcio
(Rahaminoff y Alnaes, 1973), y ejerce un efecto inhibitorio sobre la liberacién de

acetilcolina en !a placa neuromuscular (Person y Kuhn, 1979).

Por otro lado, utilizando un sist de rebanadas proveni del
hipocampo de’ la rata, Wieraszko, en 1985, demostré que el RR, a una
concentracién de 0.71 mM, impedia la transmisién sinptica; este efecto podia ser -
revertido mediante lavados, siempre y cuando el tiempo de exposicién no fuera
muy prolongado, puesto que si se dejaba al tejido en contacto con el colorante
durante 3 horas, la eliminacién det RR del medio no podia restablecer potenciales

evocados, a menos que el transporte de caldo se facilitara con 72 pM de 34

diaminopiridina. El t » de estas rebanadas con inidasa, para

eliminar los residuos de 4cido sidlico, ocasioné que el efecto del RR tardara casi

el doble de tiempo en aparecer, mientras que la adicién de gangli6sidos o 4cido

sidlico a las rebanadas normales, ant iz6 la inhibicién producida por el RR,

-5

al igual que lo hizo la presencia de calcio 13.2 mM. De este trabajo puede
concluirse que el RR se une a los residuos de 4cido sidlico e impide la

neurotransmisién, bloqueando el transporte de calcio hacia dentro de las células.
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Por otra parte, experimentos realizados en cultivos de neuronas
provenientes de los ganglios simpiticos del sapo han demostrado que el RR es
capaz de aumentar la elevacion de los niveles citoplasmaticos de calcio al agregar
cafeina, as{ como impedir la normalizacién de dichos niveles, siempre y cuando
el colorante se aplique intracelularmente a una concentracién de 30 pM (Marrion
y Adams, 1992). Acorde con estos resultados, Thayer y Miller, en 1990,
demostraron que el RR (10 uM) aplicado intracelularmente era capaz de remover
el componente amortiguador mas importante de calcio, cuando una gran cantidad
de este cati6n era agregado a neuronas del ganglio de la rafz dorsal de rata en
cultivo.

Ademis de las evidencias obtenidas en sistemas aislados acerca del efecto
inhibidor del RR sobre Ia salida de los neurotransmisores, otros experimentos in

vivo apuntan hacia un mecanismo de acci6n similar en sistemas m4s complejos.

Administrado intrac \| te en rat y gatos, el RR produce convulsiones

Yirad

g e intraperit 1 | panilisis flicida (Tapia y cols., 1976); al

parecer, ambos efectos fueron generados por una alteracién en alguno de los

: i,
mec 5! dn}

de calcio, puesto que la inyeccién de CaCl, evit6 las
convulsiones y la pardlisis. En experimentos posteriores, que consistieron en
inyectar a ratones paralizados por RR sustancias que facilitan Ia liberacién de
transmisores en la placa neuromuscular, como la 4-aminopiridina o la guanidina,

se observé que los animales podfan moverse, por lo tanto el efecto del colorante,
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a nivel sistémico, podfa ser debido a una inhibicién en la liberacién de acetilcolina
de la placa neuromuscular (Tapia, 1982). Con respecto al efecto convulsivo del RR
cuando se inyecta intracerebralmente, se comprobé que los sinaptosomas aislados
de ratones en dicho estado, liberaron menos 4cido y-aminobutirico (GABA), que
es un neurotransmisor inhibidor, lo que sugiere que la actividad epiléptica podrfa
deberse a una menor liberacién de este transmisor en el cerebro ( Meza-Ruiz y
Tapia, 1978).

Inyectado en la rata, el RR tiene distintos efectos dependiendo de la via de

3

administracién: sistémi t

produce parélisis flicida y, posteriormente,
convulsiones ténico-cldnicas; administrado en la sustancia nigra, ocasiona una

conducta de giro contral | al lado lesionado, en donde las neuronas se

observaron incluidas por RR, principaimente en los somas (Tapia y Flores-
Hen\éndei, 1990). En el 4rea CA, del hipocampo produce un tipo de epilepsia,
llamada sacudidas de perro mojado, ademas de vacuolizacién y muerte neuronal,
las cuales pudieron observarse por microscopfa éptica y electrénica (Garcia-
Ugalde y Tapia, 1991).

Por otro lado, la inyeccién de RR en concentraciones entre 5 y 40 uM en el
ojo de conejo produce una respuesta inflamatoria, miosis (constriccién de la
pupila) y ruptura de la barrera sanguinea, lo que lleva a un aumento en la
presion intraocular por presencia de proteinas. Estos efectos dosis-dependientes

son antagonizados por la administracién de @-conotoxina (2 upM), pero no por
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nifedipina 17 uM, lo que indica una dependencia del influjo de calcio a través de
los canales tipo N (Andersson y Le Greves, 1991),

En otros sistemas vivos, como el caso de las amibas, el RR ocasiona la
muerte de éstas en tiempos muy cortos (2-30 minutos) a concentraciones de 0.6
a 1.2 mM. Los cambios que acompafiaron a la exposicién al colorante son:
retraccion de pseudopédos, mayor fragilidad al contacto y después de 15-20
minutos, pudo observarse movimiento browniano en el citoplasma; finalmente las
células se desintegraron en menos de 1 hora. El colorante no pudo ser despegado
de la superficie mediante lavados; es importante mencionar que aunque la
membrana de las amibas no sufrié cambios notables, el colorante fue capaz de
penetrarla, puesto que se hall6 RR en la parte interna de la membrana e incluso
dentro de las células, aunque la presencia de estos granulos fue atribuido a
pinocitosis (Szubinska y Luft, 1971).

C. COMPUESTOS CAPACES DE PREVENIR LOS EFECTOS PRODUCIDOS
POR AUMENTO EN LA CONCENTRACION DE CALCIO CITOPLASMATICO.

1. DANTROLENO.

El dantroleno es un compuesto lipofilico, cuyo nombre sistemaético es: 1-({5
(p-nitrofenil) furfurlideno] amino} hidantoina (figura 1); cruza ficilmente la
membrana plasmitica y la barrera hemato-enceflica. En la clinica, esta hidantofna

ha sido utilizada para tratar la hipertemia maligna, padecimiento hereditario que
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se segrega de manera autosémica dominante y se caracteriza porque los pacientes
muestran” taquicardia, alteracién de la presion sanguinea, arritmias,
hiperventilacién, acidosis metabdlica y rigidez muscular; las alteraciones en esta
enfermedad parecen ser debidas a aumentos repentinos de calcio en el citoplasma
del musculo (Ward y cols., 1986).

En general se acepta que el dantroleno impide la liberacién de calcio en el
miisculo esquelético pero no en el cardiaco, aunque no afecta la cantidad total de
calcio ‘acumulado por el miisculo estriado; al parecer, su sitio de accién es en el
reticulo sarcopldsmico y no puede bloquear totalmente la liberacién de calcio
desde el SR (Van Winkle, 1976). En estudios in vitro, realizados con neuronas
provenientes de varias regiones, se ha probado que el dantroleno es efectivo
contra la elevacién de calcio intracelular proveniente de fuentes internas y por lo

tanto, capaz de prevenir la muerte ocasionada por el to de este catién

(Frandsen y Schousboe, 1992, 1993; Lei y cols., 1992) por lo menos parcialmente.

2. BAPTA.

Este cido, el bis-(o-aminofenoxi)-etano-N,N,N’, N'-tetracético (figura 1), con
actividad quelante de Ca*, ha probado tener efectos protectores contra deterioros
celulares producidos por una elevacién en el calcio citoplasmético. Una
estimulacién prolongada de rebanadas de hipocampo lleva a una salida del calcio

de fuentes intracelulares o bien, a una entrada del mismo catién a través de
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canales sensibles al voltaje. El BAPTA previno los signos de deterioro en este
sistema (Scharfman y Schwartzkroin, 1989).

Usando células de hepatoma murino 1cl¢7 expuestas a KCN y iodoacetato,
Nicotera y cols. (1989) observaron que la anoxia ocasionaba un aumento en los
niveles de calcio intracelular. Dicha elevacién, al igual que la muerte, pudo
prevenirse al adicionar 50 yM de BAPTA-AM (el acetoximetil éster del dcido, que
es la forma permeable para las células vivas). En esta misma ifnea celular,
Dypbukt y cols. (1990) observaron la proteccién contra la elevacién en el calcio
interno, y por lo tanto de la muerte celular producida por quinona con 30 uM de

BAPTA-AM.

3. GANGLIOSIDOS.

Los gangli6sidos son glicoesfingolipidos que se encuentran principalmente
en las células de los vertebrados. En el SNC, constituyen aproximadamente el 10%
de los lipidos totales de la membrana y el 66% del 4cido sislico conjugado
(Ledeen, 1983). Estos constituyentes se hallan concentrados en la parte externa de
la membrana, de la cuél constituyen del 10 al 20% de los lipidos totales. Cuatro
de los cinco gangliésidos més abundantes en el cerebro de los mamiferos
pertenecen a la familia ganglio, que se caracteriza por la presencia de N-
acetilgalactosamina (figura 2). La ceramida es el punto por el que los gangliésidos

se unen a la membrana. (Ledeen, 1985). Las abreviaturas se refieren al nimero de
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Acidos sislicos que contienen; asf, los gangliésidos con un 4cido sidlico se abrevian
GM, con dos, GD, con tres, GT y con cuatro GQ; el nimero que sigue a la
abreviatura se obtiene al restar del 5 los residuos de carbohidratos contenidos en
la molécula, y la letra al final se refiere a los distintos arreglos que puede
presentar cada uno de ellos (Svennerholm, 1963).

En sistemas in vitro, los gangliésidos han demostrado tener diferentes
efectos, por ejemplo:

Los gangliésidos inhiben el influjo de calcio y aumentan la liberacién del
mismo ion en neuronas de pollo, en concentraciones de 10 nM a 10 pM (Guérold
y cols., 1992). En este caso no se observaron diferencias entre las concentraciones
o los tipos de gangli6sidos utilizados (GM1 o GD1a).

La preincubacién por 2 horas de neuronas granulares del cerebelo de larata

(NG) con 100 pM de GM1 pudo contrarrestar el aumento en el calcio intracelular

inducido por el 4cido glutimico, medido después de 2 y 13 minutos (Milani y
.cols., 1991). Por otro lado, De Erausquin y cols. {1990) reportaron en el mismo
modelo que el GM1 era capaz de revertir el aumento en los niveles de calcio
citoplasmatico a tiempos grandes, pero no en periodos cortos luego de la
exposicién a una dosis téxica de glutamato. En este caso, los ganglidsidos
aumentaron el tiempo en el que las neuronas permitieron la entrada de un

colorante polar, el yoduro de propidio, sugiriendo un mejor estado de la

+ : 1 247
citog
{
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_Una mezcla de gangliésidos compuesta por GM1, GD1a, GD1b y GT1b, o
bien, cada uno en forma independiente, fueron capaces de proteger a las células
neuro-2a de la muerte inducida por un ionéforo de calcio, el A23187 (Nakamura
y cols., 1992). La proteccién fue dependiente de la presencia de gangli6sidos en
el perfodo posterior a la exposicién al fon6foro, y la preicubacién no proporcioné
ninguna proteccién.

Usando como modelo las NG, Vaccarino y cols. (1987) pudieron demostrar
que los gangliésidos GM1 y GT1b eran capaces de prevenir la traslocacién desde
el citoplasma a la membrana de la protefna cinasa C (PKC), asf como la activacién
de esta protefna inducidas por el glutamato, sin afectar el influjo de calcio y
sugiriendo que la traslocacibn de la PKC podria impedirse porque los
gangliésidos no permiten la unién de esta cinasa a la fosfatidilsefina de la
membrana. Acorde con los datos anteriores, Kreutter y cols. (1987) encontraron
que los gangliésidos eran capaces de inhibir la actividad de la PKC in vitro, de
manera dependiente de la dosis. La potencia de las distintas especies probadas
fue: GT1b > GDla = GD1b > GM3 = GML1.

En un reporte de Faravon y cols. (1988) se encontr6 que una preincubacién
de 2 horas con ganglidsidos era capaz de proteger contra la muerte celular
inducida por glutamato o kainato en neuronas corticales (NC) 0 en NG. El orden
de potencia al usar diferentes concentraciones que iban de 10 a 200 pM fue el

siguiente: GT1b > GD1b > GM1 , mientras que el asialo-ganglidsido no tuvo
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efecto. La determinacién de GT1b incorporado a la membrana mostré una
perfecta correlacidn entre esta cantidad y la supervivencia. En las NG, 60 yM
GT1b no caus6 cambios en la amplitud o la frecuencia de apertura de los canales
i6nicos activados por el dcido glutdmico. La traslocacién de PKC resultante del
tratamiento con los acidos glutdmico y kafnico fue abolida por los gangli6sidos
usados con el mismo orden de potencia mencionado.

Cuando las NG fueron sometidas a un periodo de tiempo (4h) sin glucosa,
mostraron degeneracién luego de 24 horas. Los efectos toxicos fueron
antagonizado por el GM1 al ser adicionado en la incubaci6n sin glucosa, en igual
proporcifn, a concentraciones de 30 y 100 pM (Facci y cols., 1990).

Manev y cols. (1990) reportaron que tanto el gangliésido natural GM1, como
los derivados semisintéticos de éste, GM1 con N-acetil esfingosina (LIGA 4) y
GM1 con N-dicloroacetil esfingosina (LIGA 20) fueron capaces de prevenir la
toxicidad del glutdmico en las NG. Los compuestos semisintéticos demostraron
mayor potencia que el GM1, sus efectos fueron més rdpidos, y més duraderos.
Como ninguno de los gangliésidos interfiri6 con los canales i6nicos abiertos por
el glutamato, la proteccién fue atribuida a la insercion de estos lipidos en la
membrana, lo que ocasionarfa una inhibicién de los segundos mensajeros
éctivado§ por el 4cido glutdmico, como por ejemplo, el impedimento en la

translocacién de la PKC desde el citosol a Ja membrana.
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II. OBJETIVOS.

En esta tesis se pretende caracterizar algunos de los efectos del Rojo de
Rutenio observados in vivo, en sistemas in vitro (rebanadas de tejido nervioso y
cultivos celulares primarios). Dichos modelos tienen la ventaja de permitir un
mayor control de la concentracién de RR, y, en el caso de los cultivos, pueden
tenerse de manera aislada neuronas o células gliales para evaluar de manera
especifica los efectos del colorante.

Buscando tener’ un sistema eficiente para cuantificar el dafio celular
producido por el RR, se probaran Ia liberacién de deshidrogenasa lictica (LDH)
y la actividad de la descarboxilasa glutdimica (GAD) en rebanadas de hipocampo,
asf como salida de LDH y reducci6n del colorante MTT en cultivos celulares.

Tomando en cuenta que el RR penetra a los somas neuronales in vivo
(Flores-Hernandez y Tapia, 1990; Garcfa-Ugalde y Tapia, 1991), y se ha
demostrado que dentro de las neuronas impide la normalizacién de los niveles
de calcio, se probardn drogas que disminuyan la concentracién intracelular de este
catién, o bien, que disminuyan las alteraciones inducidas por calcio citoplamatico
elevado, con el objeto de buscar proteccién contra la muerte neuronal. También
se tratard de corroborar la idea de que el RR eleva los niveles de calcio
citoplasmético, y que este ultimo evento se relaciona con la muerte celular, como

se ha reportado en muchos modelos mencionados en la introduccién.




III. METODOS.

A. OBTENCION DE LAS REBANADAS DE HIPOCAMPO.

Se utilizaron ratas machos Wistar de 200 a 250 gramos, de las cudles se
obtuvieron rebanadas del hipocampo de la siguiente manera: las ratas fueron
decapitadas, el cerebro extraido de la manera mas répida posible y posteriormente
fue mantenido en una caja petri sobre hielo y bafiado con medio Krebs-Ringer,
que habfa sido’ previamente gaseado durante 10 minutos con una mezcla de
oxigeno (95%) y biéxido de carbono (5%). Las rebanadas fueron obtenidas de dos
formas diferentes: 1) EI hipocampo fue disecado y cortado en un rebanador Mc ~
Ilwain marca Brinkmann, calibrado para dar rebanadas de 400 pm de grosor.
2) Las rebanadas se obtuvieron luego de fijar el cerebro con pegamento a una base
y cortarlo con un vibroslice (modelo 752M, Campden Instruments Ltd) para tener
rebanadas de 200 um. Los dos tipos de incubaciones que se hicieron difieren en
el tiempo, concentracién y estado de las rebanadas: 1) 4 rebanadas fueron puestas
en recipientes con 1 ml de medio de Krebs gaseado, que contenfa o no RR en una

concentracién 20 pM; luego de media hora de incubicién a 37°C con agitacién y

sin gaseo continuo, las rek das se homogeneizaron en 200 ul de Krebs, con
ayuda de mazos de teflén y un motor de taladro. Con los homogeneizados se

realizaron las determinaciones de la deshidrogenasa- lactica (LDH) y
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descarboxilasa glutdmica (GAD); en los medios en que fueron incubadas las
rebanadas se determiné sélo la actividad de LDH liberada. En el segundo grupo
de experimentos, tres rebanadas de hipocampo de 200 um fueron incubadas en
medio Krebs durante media hora con gaseo continuo. Después, se incubaron, con
gaseo, durante 1 hora en 1 ml de medio en ausencia o presencia de 100 uM de
RR. Al término de la incubacién a 37°C, las rebanadas se homogeneizaron durante
15 segundos en un volumen de 200 ul con ayuda de un sonicador Sonifer 250

(Branson). La actividad de LDH fue determinada en el medio despues de la

incubacitn y en los homc dos para obt el porcentaje de liberacién al
y 4 p P

medio referido a la actividad total.

B. CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS.

En el presente estudio se utilizaron 3 tipos de células: neuronas granulares
del cerebelo (NG), neuronas corticales (NC) y astrocitos del cerebelo. El
procedimiento de extraccién, descrito con mayor detalle por Moran y Patel (1989)
es basicamente el mismo, pero el origen es distinto: mientras que las NC se
obtienen a partir de ratas fetales de 17 dfas de gestacién (Dichter, 1978), las NG
y los astrocitos (Patel y Hunt, 1985) provienen de ratas de 8 dias de edad (Mor4n
y Patel, 1989).

Las cajas petri desechables (Nunc) usadas para los cultivos fueron tratadas

con poli-L-lisina (5 pg/ml) 24 horas antes, excepto en los astrocitos, con el objeto
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de permitir la adherencia de las neuronas,
Las neuronas fueron sembradas a una densidad de 1.2 a 1.5 millones/ml,

y fueron adicionadas de citosina arabinosa 10 pM aproximad te 20 horas

despues de sembradas para evitar la proliferacién de células gliales. En el caso de
los astrocitos, estos se sembraron a una densidad de 0.6 a 0.8 millones/ml, no se
les agreg6 citosina arabinosa, y se utilizaron despues que habfan transcurrido 14
dfas o més, siempre que se les haya cambiado el medio cada semana. Las células
fueron sembradas en un medio basal Eagle (Sigma Chemical Company)
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (Microlab) con
25 mM de KCl, 2 mM de glutamina, y una solucién de penicilina (50 U/ml) y
estreptomicina (50 pg/ml),

Luego de sembradas, las células fueron mantenidas a 37°C, en una
atmésfera de CO, (4.5%) y aire saturado con vapor de agua (95%) durante 4-6 dfas
en el caso de las neuronas y por lo menos 2 semanas para las células gliales;
después de transcurrido estos tiempos, y de observar en el microscopio que se
encontraran en buen estado, se cambi6 el medio condicionado por el medio de
Locke (ML) o el propio medio Eagle (MC) precalentados. Las cajas contenfan: 0
(controles), 20, 50 0 100 pM de RR, y fueron incubadas durante 8, 16 o 24 horas.
El ML tiene la siguiente composicion (en mM): NaCl 154, KCl 5.6, NaHCO, 3.6,
CaCl, 2.3, MgCl; 1.2, glucosa 5.6, HEPES 5, pH=7.4 (Manev y cols,, 1990).

En otros experimentos con dantroleno, se realizé una preincubacién de 2
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horas en ML con o sin dantroleno 30 pM. La adicién de RR (acompaiiado o no de
dantroleno 30 pM) en ML fresco fue tomada como tiempo 0 para contabilizar la
incubacioén; a las 6 y 20 horas de incubacién se adicioné dantroleno 10 pM , para
tener, después de la segunda adicién 50 uM final. Los valores del control
corresponden a cajas preincubadas el mismo tiempo a las que no se agregé RR ni

dantroleno.

C. PREPARACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS,

1. ROJO DE RUTENIO. )

Se pesaron 3.14 mg de RR (Sigma Chemical Company) y se disolvieron en
1mide agua, lo que da una concentracién de 4 mM. De aquf se tomaron alfcuotas
que se lHlevaron a un volumen mayor para dar concentraciones de 20, 50 o 100 pM

final.

2. DANTROLENO. ]

El dantroleno (Norwich Eaton Pharmaceuticals) fue preparado en una
solucién concentrada (3 mM) en agua bidestilada y desionizada; luego de agregar ‘
el agua, se sonicd durante 5 seg y justo antes de adicionarse a las celulas se
calent6 a 37°C para disolverlo mejor. De esta solucién se agregaron 10 ul a cada

ml del medio de incubacién.
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3.BAPTA.

El BAPTA-AM (Calbiochem) fue preparado en una solucién 32.7 mM en
dimetilsulféxido (DMSO). De aquf se prepar6 a una solucién 5 mM en agua
(15.3% de DMSO), de la que se tomaron 10 pl para agregar a cada ml en los
cultivos. De este modo, la concentraci6n final de BAPTA-AM fue 50 pM y la de
DMSO 0.15%.

4. GANGLIOSIDOS.

Los gangli6sidos GM1 y GT1b (Sigma Chemical Company) fueron disueltos
en una mezcla de cloroformo-metanol 2:1, llevados a sequedad con nitrégeno con
el objeto de evitar su oxidacién (Toffano y cols., 1980) y posteriormente disueltos
en agua previamente gaseada con nitrégeno, para tener soluciones 10 mM, y

agregar 10 pl por cada ml de medio Locke para tener 100 pM final,

D. METODOS UTILIZADOS PARA EVALUAR EL DANO CELULAR.

1. ACTIVIDAD DE LA GLUTAMATO DESCARBOXILASA EN LOS
HOMOGENEIZADOS DE LAS REBANADAS DE HIPOCAMPO.

La descarboxilasa glutimica es la responsable de la sintesis de el

neurotransmisor GABA, mediante la descarboxilacién del 4cido glutdimico. Como

se han reportado 2 isc i una dependient otra independiente de la
P! P y pe

coenzima fosfato de piridoxal (PLP), el ensayo puede realizarse en presencia o
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ausencia de dicha coenzima; en nuestro caso todos los ensayos se realizaron con
fosfato de piridoxal. El ensayo se basa en el hecho que la GAD separa el érbono
1 del 4cido glutdmico, liberando CO;; si se pone glutamato con el primer carbono
con masa atémica 14, el biéxido de carbono desprendido es radiactivo y puede
cuantificarse con un contador de radicactividad.

Para la determinacién de la actividad se utilizaron tubos de microensayo
unidos mediante una manguera. En el primero de ellos se adicion6 el
homogeneizado, solucién amortiguadora de fosfatos 100 mM, pH=6.4, [1-C] 4cido
glutdmico (Amersham) y fosfato de piridoxal (Sigma Chemical Company). El
sustrato de la enzima es dcido glutAmico, que tiene el carbono 1 con masa atémica
14, por lo que el biéxido de carbono desprendido (que es radioactivo) viaja a
través de la manguera y es captado por una base fuerte (hiamina) debido a su
naturaleza &4cida. La incubacion (a 37°C) se detiene luego de 20 minutos al
adicionar al tubo con el tejido, 4cido sulfiirico 2.5 N. Se deja difundir el biéxido
.de carbono durante 1 hora hasta el tubo que contiene hiamina y se separa este
para introducirse a un vial que contiene tolueno y pueda cuantificarse la
radioactividad presente en un contador de centelleo. La actividad enzimatica se
expresa como moles sintetizados/unidad de tiempo y se calcula en relacién a la
cantidad de proteina presente, determinada por el método de Lowry (1951). Para
calcular los moles sintetizados se utiliza la actividad especifica del compuesto .

radioactivo (0.07 pCurie/ mmol), ya que si conocemos la radioactividad presente,

22



corregida por la eficiencia del contador de centelieo, podemos calcular los moles
sintetizados (Tapia y Salazar, 1991). En nuestro caso, se utiliz6 la actividad de la

GAD como pardmetro de supervivencia neuronal.

2. LIBERACION DE LA DESHIDROGENASA LACTICA.

Se cuantificé la actividad de esta enzima citoplasmatica mediante un
método espectrofotométrico (Bergmeyer y cols., 1968) que utiliza a la coenzima
dinuclebtido de nicotina y adenina en su forma reducida (NADH). La
deteﬁﬁnacién se basa en que al oxidarse el NADH, deja de absorber luz a 340
nm, y esta oxidaci6n es posible porque en el medio existe piruvato en exceso, que
es reducido por la LDH a lactato. Asf, mientras mis enzima exista, mayor serd la
disminucién en la absorbancia por unidad de tiempo.

La reacci6n se realizé en celdas que contenfan amortiguador de fosfatos 0.05
M, con pH=74, junto con en el cudl se ponen B-NADH (Sigma Chemical
Company, sal dis6dica, grado lll? en concenlracién\ﬂo MM, una alicuota de la
muestra a determinar, y finalmente, para arrancar la reaccién, piruvato (Sigma
Chemical Company) 0.3 M. El cambjo en la absérbancia fue seguido durante un

minuto por lo menos, a temperatura ambiente y luego se calculd la actividad

P en el homogeneizado y el sobrenadante, se sumaron ambas, y se obtuvo
el porcentaje liberado al medid, en relaci6n al total de actividad. Esto nos permite

evaluar el estado de la membrana celular, que en condiciones normales no
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permite la salida de protefnas. Es importante mencionar que la actividad de ésta
enzima no se ve afectada si las muestras se congelan, y aclarar que la presencia

de RR en los sobrenadantes no afecta la actividad de la LDH (no mostrado).

3. REDUCCION DEL MTT.

Otra técnica utilizada para caracterizar la toxicidad del RR fue la reduccién
del colorante bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolio (MTT).
Este ensayo estd fundamentado en el hecho que las células con una cadena
respiratoria funcional se encuentran en mejor estado metab6lico que aquellas que
no estén transfiriendo electrones en las mitocondrias. Como el MTT es reducido
a formazan (producto insoluble de color azul) al recibir electrones desde el
* citocromo ¢, (Slater y cols., 1963), una produccién de la sal reducida indica que
esas células se encuentran en un buen estado.

A las células cultivadas, ya sean neuronas o astrocitos, se les cambié el MC
por ML, se incubaron durante los iempos indicados y finalmente se les adicions
MTT (Sigma Chemical Company) con concentracién 144 uM. Una hora despues,
el medio fue separado por succién con vacio y el formazén se solubilizé al

agregar isopropanol anhidro con HCI 0.04 N. El producto es cuantificado

espectrofotométric a 570 nm (Mg 1983). Los Itados obtenidos

por diferentes grupos en este ensayo han permitido establecer una relacién directa

" entre el buen estado metabélico de cultivos y la reduccién de la sal de tetrazolio
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(Manthorpe y cols., 1986; Bal4zs y cols., 1988). Los resultados se expresan como
porcentaje del control en cada experimento. Cabe mencionar que el RR no
interfiere en la cuantificaci6n espectrofotométrica del formazén, puesto que el RR
es insoluble en isopropanol 4cido; el RR tampoco interfiere con la reducci6n de
MTT, puesto que la presencia de RR 100 pM en la incuBacién con la sal de

tetrazolio de NC control no afecté los valores de absorbancia.

E. MEDICION DE LOS NIVELES DE CALCIO INTRACELULAR EN
NEURONAS.

La cuantificaci6én del calcio en el citoplasma neuronal se realiza con
indicadores que aumentan su fluorescencia de manera proporcional a la cantidad
de calcio. Dentro de estos indicadores, uno de los més usados es el Fura 2, cuya
sintesis se realiz6 en 1985 por Grynkiewicz y cols.

En el procedimiento experimental usado, NC fueron sembradas en
cubreobjetos de 1.2 por 3 cm en cajas petri de 35 mm de didmetro. Luego de 4-6
dfas, el medio de cultivo se cambi6 por ML y se incubaron 24 h en ausencia
(controles) o presencia de RR 100 pM. Al siguiente dfa el medio se cambi6 por 0.5
ml de ML fresco con Fura 2-AM 5 pM. Las células fueron incubadas a 37°C
durante 45 minutos protegidas de la luz y luego se lavaron 2 veces con solucién
salina amortiguada con fosfatos (PBS). Posteriormente, las cajas se mantuvieron

en una parrilla calibrada a 37°C hasta que las neuronas, adheridas a los
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cubreobjetos fueran transferidos a una celda de cuarzo con 3 ml de ML. Las
determinaciones fueron hechas a temperatura ambiente en un espectrofluorémetro
SLM-AMINCO con software 8000. Las longitudes de onda de excitaci6n usadas
fueron 340 y 380 nm, y la de emisién fue 510 nm (Grynkiewicz y cols., 1985). La
fluorescencia méxima se obtuvo con ionomicina (un ionéforo de calcio) 2 pM o
con tritén X-100 al 0.3 % de concentracién final. La fluorescencia mfnima fue lefda
luego de agregar EGTA 13 mM final. La conversion de fluorescencia a niveles de
calcio intracelular se hizo con la siguiente f6rmula (Grynkiewicz y cols., 1985):
fcalciol= Kd (F-F min/F max-F).

La constante de disociaci6n (Kd) para el complejo fura 2-calcio utilizada en
los cdlculos fue 225 nM (Connor, 1986; Malgaroli y cols., 1987).

Con el objeto de probar si el RR no interferfa con la medicién de la
fluorescencia, se adicionaron distintas concentraciones de colorante (0, 10, 15, 20,
50 y 100 uM) en una solucién que contenfa KCl 135 mM, MOPS 5 mM, EGTA 2
mM, Fura 2 0.5 yM a pH 7.4, de modo tal que las concentraciones finales de calcio
fueron 100, 200 y 400 nM (Grynkiewicz y cols., 1985). Se observé el cambio que

producia el colorante en la fluorescencia.

F. HISTOLOGIA.
Las rebanadas del hipocampo fueron fijadas en formaldehido al 2%.

Posteriormente fueron cortadas en rebanadas més pequefias (10 ym).
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En el caso de los cultivos, la fijacién para estudiar la morfologfa se realizo
luego de lavar 2 veces con PBS 0.05 M precalentado y la adicién posterior de

parafc Idehfdo 4%/gl Idehido 1% durante 10 minutos en frio. Las células

fijadas se lavaron 2 veces con PBS frfo y se montaron en resina, protegidas con
un cubreobjetos. Algunas fotograffas fueron tomadas justo después de los tiempos
de incubaci6n, sin fijacién previa.

Con el objeto de observar si el RR alteraba el citoesqueleto de las neuronas,
se sembraron NC en cubreobjetos circulares de 13 mm de didmetro a una
densidad de 0.4 millones/ml. Se incubaron 24 h en ML en ausencia o presencia
de RR 100 pM; luego de transcurrido el tiempo, se lavaron dos veces con PBS frio
yse ﬁ)aroﬁ con metanol absoluto durante 20 minutos en hielo. Las células fijadas
se trataron con tritén X-100 al 0.25% por 10 minutos para posteriormente lavarlas
2 veces con PBS. Se dejaron en contacto una noche con una dilucién 1:1000 del
amicixerpo murino contra a-tubulina (Sigma Chemical Co.) en presencia de
albimina al 5%. Al siguiente dfa se incubaron durante una hora con un
anticuerpo anti-IgG de rat6n, acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories). El
revelado se hizo coﬁ diaminobencidina (Sigma Chemical Co.,, 0.5 mg/mi) y
peréxido de hidrégeno al 0.01% disueltos en TRIS 100 mM con pH=74. Por
1iltimo se lavé 2 veces con PBS y se hidrataron con etan;ol, para después montarse

en un portacbjetos con resina Permount.
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G. ANALISIS ESTADISTICO.

En todos los casos, n significa el ni > de experti »s con tejido

obtenido de distintos animales. Las determinaciones se realizaron por lo menos

por duplicado. Para la estadistica se us6 el andlisis de varianza ANOVA, seguido
de Ia prueba de Fisher; la probabilidad (P) debi6 ser menor o igual a 0.05 para
que la diferencia fuera considerada como significativa. En todos los casos se

grafica el valor medio =+ error estdndar.
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IV. RESULTADOS.

A. GAD Y LDH EN REBANADAS.

Como puede observarse en la figura 3, la incubacién por 30 minutos de las
rebanadas de hipocampo con RR 20 M no ccasiond cambios importantes en la
liberacién de LDH o la actividad de la GAD. La histologia corrobor6 estos
resultados bioquimicos, puesto que el colorante se introdujo en un pequefio
niimero de neuronas, sobre todo las que se encontraban cercanas a la supefficie.
También pudo observarse que a semejanza de lo que ocurre in vivo, el colorante
penetré solamente en las neuronas y no en las células gliales. En los experimentos
donde las rebanadas se preincubaron media hora y fueron expuestas a RR 100

1M, tampoco se observaron diferencias en la liberacién de LDH (no mostrado).

B. LIBERACION DE LDH EN CULTIVOS PRIMARIOS.

.En lo que respecta al cultivo de las neuronas corticales, al ser incubadas con
diferentes concentraciones de Rojo de Rutenio en medio Eagle, la liberacién de
LDH no mostré una relacién con la concentracién del colorante adicionado; es
més, se observé una relacién inversa con la concentracidén, a tiempos de
incubacién de 8 y 24 horas. Es de lamar la atencién que el s6lo cambio de medio

ocasion6 una liberacién importante de LDH (figuras 4 y 5). Contrario a lo
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observado en el medio Eagle, en el Locke pudo observarse una dependencia de
la concentracién de RR en la salida de LDH, en neuronas corticales (8 horas,
figura 6) y astrocitos (24 horas, figura 8). En estas neuronas, con 24 horas de
incubacién, la dependencia de la concentracién en la liberacién de LDH al medio
no fue obsewa;ia (figura 7), debido a que el valor del control aumenta

considerablemente con respecto a las 8 horas,

C. REDUCCION DE MTT EN CULTIVOS PRIMARIOS,
La técnica del MTT, aplicada a cultivos celulares primarios, permitié ver
que la toxicidad por RR es tiempo y dosisdépendien(e en el caso de neuronas

corticales y g/ lares de cerebelo (fig; 9y 10), mientras que con los astrocitos,

estas caracteristicas no pueden verse claramente en los tiempos de incubacién
usados (figura 11). Lo anterior correlaciona perfectamente con los datos in vivo
y con las observaciones microscopicas realizadas en este trabajo. Debe
mencionarse que los resultados obtenidos con ambos tipos de neuronas fueron
similares en todos los casos, por lo que si se presentan graficas s6lo de un tipo de
neuronas, en el otro se obtuvieron resultados semejantes, a menos que se
mencione lo contrario. La méxima disminucién en la supervivencia neuronal se
logré a las 24 h con RR 100 1M, obteniendo valores de 25 a 30 % con respecto a
los_controles (figuras 9 y 10), mientras que en las mismas condiciones, en los

astrocitos se tienen valores de 75% (figura 11).



En las figuras 12, 13 y 14 puede observarse que el dantroleno 30.uM fue
incapaz de proteger a las neuronas del dafio por Rojo de Rutenio a tiempos de
incubacién de 16 y 24 horas; por el contrario, parece haber una potenciacién de
la toxicidad por este compuesto, aunque estadfsticamente esta diferencia no
resultd significativa. A concentracién de 15 pM, el dantroleno no afects la

" toxicidad por RR, en incubaciones de 24 horas (no mostrado). En experimentos
con una preincubacién, descritos con detalle en la seccién de métodos, el aumento
en la toxicidad debido al dantroleno parece ser mis claro (figura 15).

En el caso del BAPTA-AM, una concentracién de 50 pM parece proteger un
poco a las neuronas, lo que fue més claro en neuronas corticales (figura 16) que
en granulares (figura 17), aunque en ninguno de los dos casos, las diferencias
resultaron significativas en las pruebas estadisticas. En neuronas éonimles, el
BAFTA-AM 25 pM, coincubado 24 h con RR 100 pM también fue capaz de
proporcionar cierta proteccién, pero al mismo nivel de BAPTA 50 uM (42.0 £ 59,
n=2).

Por 1ltimo, los ganglitsidos usados en este estudio no tuvieron el mism:;
efecto al probarse contra la toxicidad por RR. Mientras que GM1,a concentmcié;\
de 100 pM no previno contra la muerte neuronal luego de 24 horas de incubacién
(figura 18), a 16 horas incluso parece haber una potenciacién (figura 19). Por su
parte, el GT1b 100 uM protegi6é de manera significativa a las neuronas de la

muerte al ser coincubado con RR 24 horas (figura 18). A 16 horas se observa una

3



diferencia menor con las células tratadas solamente con colorante, aunque atin asf,
la diferencia result6 significativa (figura 19). En la figura 20 puede observarse que
el GT1b es igual de efectivo al probar concentraciones mas bajas (10 y 50 pM) en
una incubacién de 24 horas. En lo referente a los astrocitos, ninguno de los
gangliésidos pudo antagonizar la pequefia disminucién en la reduccién de MTT

producida por la incubacién con RR por 24 h (figura 21).

D. NIVELES DE CALCIO CITOPLASMATICO EN NEURONAS
CORTICALES.

Despues de exponer a las neuronas corticales a Rojo de Rutenio 100 ptM
durante 24 h, puede observarse un claro aumento en la concentracién de calcio
citoplasmético con respecto a las células control (figura 22).

En las mediciones hechas con RR en solucién, pudo observarse que a
concentraciones menores a 20 uM, el colorante no afecté de manera importante
la medicién, pero a partir de 20 y hasta 100 uM, el color producido por el RR no
permiti6 la correcta detecci6n de la fluorescencia (es decir, no importando la
cantidad de calcio adicionada, la fluorescencia se mantenfa en 1), con

concentraciones de calcio que fueron de 100 a 400 nM.

E. HISTOLOGIA DE CULTIVOS PRIMARIOS.

La observacién microscépica de los cultivos de neuronas muestré somas
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neuronales tefiidos de manera especifica luego de 2 h de incubacién, mientras que
a 8 h muchas neuronas se encontraron tefiidas (RR 100 pM), aunque a estos
tiempos la estructura de las células no se alter6 notablemente: sélo se observé
disminucién en el didmetro del soma de algunas células y algunas otras con
vacuolizaciones (figura 23). En células incubadas 16 h, el RR habfa penetrado la
mayoﬁa de los somas neuronales y producido vacuolizacién; la morfologfa no se
conservd tant.o como a 8 h, puesto que las prolongaciones habfan disminuido en
grosor. A las 24 h, las cajas sin RR tenian neuronas con somas grandes y
definidos, asf como prolongaciones gruesas y rectas; con RR 20 pM, se encontré
una disminucién en la poblacién, las neuritas se hallaban onduladas y habfa
células vacuolizadas. A concentraciones mayores (50 y 100 pM), el dafio fue més
evidente ain, sobre todo por la disminucién en la poblacién, ademés que los
Pprocesos neurales se encontraron, ademés de disminuidos y adelgazados, muchas

veces seccionados, como se pone de ifi enlai ycitoquimica con o-

tubulina (figura 24). En cuénto a los somas, en la preparacién anterior, algunos
Vse ven bien definidos, pero carecen de prolongaciones, otros se ven picnéticos,
aunque todos fueron penetrados por el RR. En la figura 25 se presentan
fotografias de NC incubadas 24 h en ML, en las que se observa que el GTib pudo

prevenir las alteraciones morfolégicas ocasionadas por el RR.
En lo que se refiere a los astrocitos, en tiempos hasta 20 horas, el aspecto

de los cultivos tratados con RR (a cualquier concentracién) no diferia mucho de
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los controles, pero a 20 h, por ejemplo, con 20 y 50 M se empezaron a ver
vacuolizaciones, pero pocas células se hallaban incluidas por el colorante; con 100
1#M de RR, la vaculizacién fue més evidente y la poblacién empez6 a disminuir .

ligeramente, ademas que algunos somas se encontraron tefiidos (figura 26).
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Figura 3: Las rebanadas de hipocampo fueron inrcubadas media hora sin y
con RR 20 pM en medio Krebs gaseado. A) Actividad porcentual de la LDH en
los sotrenadantes. B) Actividad de'la GAD en presencia de fosfato de piridoxal
en homogenelizados. En ningiin caso se obtuvo una diferencia significativa.
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Figura 4. Las neuronas corticales, al ser expuestas a un medio de cultivo
fresco y a distintas concentraciones de RR, liberaron una cantidad importante de
LDH atin en la condicién del control. En esta incubacién, durante 8 h, no se pudo
establecer una correlacién entre la concentracién de RR y la liberacién de LDH.
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Figura 5. Al incubar neuronas corticales 24 h con diferentes concentraciones
de RR en medio Eagle, la mayor liberacién de LDH se observ6 con RR 20 yM y
la menor en las cajas control. * P<0.05 en relacién al control (Anova-Fisher).
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Figura 6. Efecto dependiente de la dosis producido por el RR sobre la
liberacién de LDH al medio Locke, luego de 8 h de incubacién en neuronas
corticales. * P<0.05 respecto a los valores del control.
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Figura 7. La incubacién de neuronas corticales en medio Locke por 24 h con
distintas concentraciones de RR no permiti6 establecer una relacién del estado de
las células con la liberaci6n de LDH. "
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Figura 8. Los astrocitos de cerebelo incubados en solucién Locke por 24 h
mostraron una liberacién de LDH dependiente de la dosis. * P<0.05 respecto al
control,
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Figura 9. En neuronas corticales incubadas 8, 16 y 24 h con distintas
concentraciones de RR pudo observarse un decremento en la reduccién de MTT

que depende tanto de la concentracién como del tiempo de exposicién al
colorante. * P<0.05 relacionado con los valores del control para cada tiempo.
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Figura 10. Las neuronas granulares de cerebelo también mostraron ser
susceptibles a la toxicidad por RR a las 8 y 24 h de exposicién en medio Locke.
* P<0.05 respecto al control en cada tiempo.
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Figura 11. Los astrocitos de cerebelo son mucho mds resistentes al efecto en *'
'la disminucién en la reduccién de MTT que las neuronas. La tnica diferencia
estadisticamente importante es con RR 100 pM 24 h, * P<0.05 (Anova-Fisher)
respecto al control.

43



(22) DANTROLENO 3¢ uM

(8)

REDUCCION DE MTT (% DEL CONTROL)

0 20 50 100 0 20 50 100
[ROJO LE RUTENIO) yM

Figura 12. El dantroleno 30 pM fue incapaz de proteger a las neuronas
corticales de la toxicidad por Rojo de Rutenio, luego de 24 h de incubacién.
* P<0.05 del control.
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Figura 13. Neuronas granulares de cerebelo incubadas con RR y dantroleno
30 uM por 24 h en ML. No se observa ningiin aumento en la reduccién de MTT
debido a dantroleno. * P<0.05 respecto al control.
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Figura 14. Neuronas corticales incubadas 16 h en medio Locke. A este
tiempo, el dantroleno tampoco tiene efecto sobre la toxicidad por RR. * P<0.05
relacionado con el control.
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Figura 15. Neuronas corticales preincubadas con dantroleno segin el
protocolo descrito en métodos. Aqui puede observarse mejor la pequefa
Ppotenciacién en la toxicidad del RR por dantroleno. * P<0.05 del control, que fue
tratado de la misma forma, excepto que no se la adicioné RR o dantroleno.
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Figura 16. El BAPTA-AM 50 pM produjo un ligero aumento en la
transformacién de MTT por cflulas corticales incubadas con RR 100 pM 24 h,
comparado con células que fueron expuestas s6lo a RR. Este quelante de calcio
no parece afectar de manera importante a las células sin RR. * P<0.05 respecto al
control.
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Figura 17. Neuronas granulares de cerebelo expuestas a RR 100 pM por 24
h. El efecto mostrado por el BAPTA-AM en neuronas corticales parece reproducir,
aunque con mayor variabilidad. * P<0.05 comparado con el control.
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Figura 18. En neuronas corticales, luego de 24 h de incubacién, los
ganglidsidos GM1 y GT1b probados en la misma concentracién contra la muerte
ocasionada por RR tuvieron efectos distintes: el GM1 no la afectd, mientras que
el trisialogangliésido la redujo de manera significativa. * P<0.05 respecto al
control. + P<0.05 relaclonada con las células tratadas s6lo con RR 100 pM.
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Figura 19. En células corticales incubadas 16 h, los gangli6sidos mostraron
efectos contrarios al probarse contra la toxicidad por RR. El monosialogangliésido
la potenci6 y el GT1b la previno, aunque en menor proporcién que la observada
a 24 h. * P<0.05 vs. control. + P<0.05 de la condicién con RR tinicamente.

51



GTib GTlb GTib
10 uM 50 utM 100 uM

180
160
140
120
100

80

60

40

REDUCCION DE MTT (% DEL CONTROL)

20

0 100 0 100 0 100 0 100

{ROJO DE RUTENIO} M

Figura 20. El efecto protector del GT1b demostr alcanzar los mismos
niveles al probar concentraciones de gangliésido de 10, 50 y 100 pM en neuronas
corticales incubadas 24 h. * P<0.05 vs. control. + P<0.05 vs. RR 100 uM.
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Figura 21. En astrocitos de cerebelo incubados 24 h en solucion Locke, los
gangliésidos, a concentracién de 100 M, no pudieron antagonizar la pequeiia
disminucion en la reduccién de MTT provocada por RR. * P<0.05 respecto a las
cajas sin colorante ni gangliésido.
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Figura 22. El RR ocasiona un aumento significativo en los niveles de calcio
intracelular respecto a neuronas no tratadas con el colorante, luego de 24 h de
exposicion. Los resultados se expresan como aumento respecto al control. Los
valores de las células control fueron 86 + 8 nM de Ca™. * P<0.05 en relacién al
control.
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Figura 23. Aspecto al microscopio de neuronas corticales incubadas en
medio Locke en ausencia (A) o presencia (100 pM, B} de RR durante 8 horas.
Nétese que varios somas tienen RR. :
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Figura 24. En esta tincién de neuronas corticales con anti-o-tubulina se
observa que luego de 24 h de exposicién a RR 100 pM (B) las proteinas que
componen el citoesqueleto han sido muy deterioradas, sobre todo aquéllas que se
encuentran en las prolongaciones neuronales. Es de llamar la atencién también el
hecho que la poblacién ha disminuido notablemente, comparando con condiciones
control (A). .
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Figura 25. El Rojo de Rutenio provoca, luego de 24 h de incubacién,
disminucién en la poblacién, vacuolizacion y fragmentacién en los procesos de
células corticales. E1 GT1b es capaz de antagonizar aunque sea parcialmente
dichas modificaciones. A: control. B: RR 100 pM. C: RR 100 uM + GT1b 100 pM.
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Figura 26. En los astrocitos de cerebelo, la vacuolizacién producida por RR
no es tan extendida como en el caso de las neuronas, al incubar con el colorante
a concentracién 100 uM por 24 h (B). Compérese con condiciones control (A).
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V. DISCUSION,

A. REBANADAS DE HIPOCAMPO.

Las mediciones de descarboxilasa glutdmica y liberacién de deshidrogenasa
lactica al medio, usadas como pardmetro de supervivencia neuronal en el primer
mﬁo, y celular en el segundo, no mostraron diferencias entre las condiciones con
y sin RR. La disminucién en la actividad de la GAD y el aumento en la liberacién
de lactato deshidrogenasa ocasionados por el Rojo de Rutenio no fue muy grande,
lo que nos permite decir que las neuronas en las rebanadas fueron poco dailadas,
o bien que sélo algunas células en especifico fueron las que sufrieron alteraciones;

.wtas células, de acuerdo con la histologfa, fueron pocas y se encontraban en zonas
superficiales. Como se mencion6 en resultados, una incubacién con RR 100 M
durante 1 hora, no permitié observar una mayor liberacién de LDH al medio en
el que fueron incubadas las rebanadas. Cabe mencionar que estos datos no se
contraponen a los encontrados por Wieraszko en 1986, puesto que las
concentraciones (0.71 mM) y tiempos (3 h) usados por él para observar un

deterioro en la transmisi6n sindptica, son mayores que los probados por nosotros.

B. CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS.

En lo referente al cultivo de neuronas, llama poderosamente la atencién el
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hecho que en el medio VEagIe, en las incubaciones por 8 y 24 horas, el RR a
concentracién de 20 uM produzca una mayor liberacion de LDH que 100 pM; én
estos experimentos es claro que el solo cambio de medio ocasioné una liberaciéon
importante de LDH. La observacién de una mayor salida de la deshidrogenasa
lactica podria ser explicada especulando que el RR potencia la toxicidad del MC
a 20 pero no a 100 uM. El mecanismo probable queda por ser dilucidado.

Los datos en la liberacién de deshidrogenasa léct)’ca demuestran que esta
metodologia permite establecer una relacion entre el aspecto morfolégico y el
bioquimico incubando neuronas corticales 8 h o astrocitos 24 h con Rojo de
Rutenio; no ocurre lo mismo al mantener células corticales 24 h en medio Locke,
sobre todo porque la salida de LDH al medio en las cajas control aumenta
considerablemente. La diferencia observada entre los dos medio utilizados podria
deberse a que el MC contiene muchos mas componentes de origen proteico,
puesto que tanto la concentracién de iones, como la osmolaridad es parecida en
ambos medios.

Por otra parte, tanto para las neuronas como para las células gliales, la
reduccién del bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-iD-2,5-difeniitetrazolio permitié

evaluar bolic e, de correspondiente con las observaciones al

microscopio, a las células en los tiempos de exposicién al Rojo de Rutenio en este
estudio. Es de llamar la atencién el hecho de que, empleando esta metodologfa,

las neuronas fueron mucho mis susceptibles al colorante que las células gliales,
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a un punto tal, que se necesit6 tres veces mis de tiempo (8 contra 24 h) en los
astrocitos para tener una disminucién de alrededor del 25% en la reduccién de

MTT, con RR 100 uM.

C. ANTAGONISMO DE LA NEUROTOXICIDAD POR RR.

Los resultados obtenidos al coincubar dantroleno con Rojo de Rutenio,
permiten decir que la salida de calcio desde fuentes internas no es un evento que
sea necesario para el desarrollo de la toxicidad por el colorante, puesto que la
concentracién empleada de dantroleno ha probado ser eficaz al prevenir, aunque
sea de manera parcial, la toxicidad por N-metil-D-aspartato (un agonista del
receptor al glutamato) (Frandsen y Schousboe, 1992; Lei y cols, 1992) o por
glutamato (Frandsen y Schousboe, 1993). En los experimentos de preincubacién
con dantroleno, parece observarse una potenciacién del efecto neurotéxico del RR,
lo que podria ser explicado si el dantroleno no solamente bloqueara la salida del
calcio desde fuentes internas (retfculo sarcoplismico), sino que impidiera el flujo
en ambos sentidos, lo que implicarfa que el exceso de calcio en el citoplasma no
podria ser recibido por las pozas intracelulares.

El quelante de calcio BAPTA pudo proporcionar cierta proteccién a las
neuronas en este modelo de toxicidad. Dicho antagonismo fue de pequefia
magnitud en las concentraciones usadas, pero queda la posibilidad de aumentar

"la concentracién, con el objeto de buscar un mayor antagonismo para la
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neurotoxicidad del Rojo de Rutenio,

Respecto a los ganglidsidos, es importante destacar el hecho que el GT1b
fue capaz de proteger a las neuronas de los efectos del RR, pero el GM1 no. Este
dato sugiere que el mayor nimero de 4cidos sidlicos en la molécula del GT1b
podrifa ser un factor trascendente en este fenémeno. Otros factores a considerar
son los siguientes:

Los ganglitsidos han probacio ser capaces de inhibir tanto la translocacién,
como la activacién de la protefna cinasa C, siendo el GT1b més eficaz que el GM1
(Vaccarino y cols., 1987). Con la cinasa aislada, el GT1b demostro ser un inhibidor
més potente de la PKC que el GM1 (Kreutter y cols., 1987).

En extractos de cerebro de cobayo, se ha reportado una proteina cinasa que
es inhibida y otra que es estimulada por gangliésidos. Los polisialogangli6sidos
resultaron ser mis potentes en ambos casos (Kai-Foon }, 1987 y 1988). Estos datos
sugieren que estos gll'ucoesfingollpldos participan en la fosforilacién de algunas
protefnas.

Otro factor a considerar para explicar la accién protectora de los
gangliésidos es que éstos impiden la entrada y aumentan la salida del calcio en
las neuronas (Guérold y cols., 1992); ademas, previenen la muerte celular y la
elevacion de calcio cilopiasmético inducidos por glutdmico (Faravon y cols., 1988;
De Erausquin y cols., 1990} y por un ion6foro de calcio (Nakamura y cols., 1992).

Referente a las concentraciones en las que el GTlb pudo- disminuir la
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toxicidad por Rojo de Rutenio en neuronas corticales, parece que desde 10 y hasta

100 uM se tiene el mismo efecto.

D. POSIBLE M'E‘CA.NISMO PARA LA NEUROTOXICIDAD DEL RR.

La elevacién del Ca™ intracelular producida por Rojo de Rutenio 100 pM
luego de 24 h de incubacién en apariencia no es tan grande, aunque un factor a
considerar es el hecho que luego de esta exposicién, muchas neuronas han
muerto, por lo que el incremento podria ser en realidad mayor. Si consideramos
que 30% de las neuronas sobreviven luego de 24 h, en el supuesto que tuvieramos
el mismo niimero de neuronas que en las condiciones sin colorante, el aumento
en el calcio ciloplasmitico alcanzaria més o menos niveles de 850 nM. En relacién
con esta elevaci6n, en un reporte previo se sugiere que el RR podria aumentar la
concentracién de calcio interno al producir la inhibicién de la ATPasa de calcio
(Conter y Beck, 1983). A pesar de que el Rojo de Rutenio puede interferir con la
fluorescencia a concentraciones mayores o iguales a 20 uM, en nuestro sistema no
se observé tal fenémeno, que al parecer es debido mas bien al color que a una
interaccion del RR con el complejo fura 2-calcio. Por otra parte, se ha mencionado
que el RR provoca un aumento en la entrada de calcio en el ojo del conejo

(Andersson y Le Greves, 1991), principalmente por los canales tipo N; en nuestro

modelo los datos apuntan hacia un mec » de accitn si

Otro aspecto que podria participar en la neurotoxicidad del Rojo de.
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Rutenio, es la interaccién del colorante con las protefnas que constituyen los
microtibulos. Debe mencionarse que el colorante impide la polimerizacién de
dimeros de tubulina cuando se halla en cantidades equimolares e incluso provoca
la separacién de los microtiibulos formados al agregar 3 moles de RR/mol de
dimero de tubulina (Deinum y cols., 1981), efecto que no podfa ser revertido por
la adicién de calcio 25 mM, sugiriendo que los sitios de unién a Ca* y al Rojo de
Rutenio en los tubulos son distintos. Estos mismos autores demostraron que RR
400 nM inhibe de forma significativa el transporte axonal de leucina tritiada,
proceso en el cual el sistema de microtibulos se halla involucrado. De acuerdo
con lo anterior, el RR podria ocasionar disturbios en el sistema de microttibulos
que llevarian a un deterioro en las neuronas. Como puede observarse en la figura
24, la accidn del RR sobre la tubulina es muy clara, aunque no sabemos si el
deterioro es ocasionado por una accién directa del colorante sobre las protefnas,
o bien sea resultado de la proteélisis activada por calcio.

Con respecto a la calmodulina, Sasaki y cols., en 1992, reportaron que el RR
inhibe de manera competitiva la uni6n de esta protefna a calcio. En ausencia de
calcio, encontraron que el Rojo de Rutenio se une a calmodulina en dos sitios, con
constantes de disociacién de 0.36 y 8.7 uM, y que, de estos sitios, el de alta
afinidad no era afectado por la presencia de calcio. De este modo, los autores
sugieren que el colorante puede ser un inhibidor de enzimas dependientes de

calcio-calmodulina. En nuestro modelo, el RR también podria inhibir la activacién
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de la calmodulina por calcio, y el GT1b contrarrestar este efecto de algiin modo.

E. CONCLUSIONES.

Con los resultados obtenidos y analizados en esta tesis, puede llegarse a las'
siguientes conclusiones:

El sistema de rebanadas de hipocampo utilizado no es un buen modelo
para estudiar el mecanismo del efecto neurotéxico del RR.

En los cultivos celulares primarios, pudo observarse una mayor
susceptibilidad de las neuronas, comparada con la de células gliales, a la toxicidad
por RR, lo que correlaciona perfectamente con los resultados in vivo.

Parece que la elevacién de los niveles de calcio es un evento involucrado
en la muerte neuronal ocasionada por RR, tanto por la medicién directa de los
niveles como por la ligera proteccién proporcionada por el BAPTA. Los datos con
dantroleno sugieren que el aumento en el calcio citoplasmético podria deberse a
la entrada de este catién desde el medio externo, '

Con respecto al antagonismo de la neurotoxicidad por el GT1b, parece que
el nimero de &cidos sidlicos en la molécula de gangliésido es un factor
importante, puesto que el GM1 no propordon6 ninguna proteccién. Los factores
que podrfan influir de manera mis importante para la proteccién por GT1b, son
la regulaci6n de la entrada de calcio extracelular, la inhibicién en Ia traslocacion

de la proteina cinasa C y las posibles fosforilaciones debidas a él.
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