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I.- INTRODUCCION

1- ASPECTOS BASICOS

Las funciones del sistema nervioso estdn determinadas en gran medida por su
citoarquitectura, |a cual define la distribucion y las interacciones entre los diferentes tipos
celulares que lo componen. La organizacidn de las complejas redes de conexiones
neuronales adquiere su arreglo basico principalmente durante las etapas embrionarias y
en algunos casos en etapas postnatales tempranas y s el resuitado del desarrolio de las
poblaciones neurcnales y gliales a través de los procesos sofisticados, ocurridos durante
la neurogénesis. Durante el desarrollo del sistema nervioso es de suma importancia la
recepcion de sefiales externas que funcionaran en un proceso de seleccién, ya sea como
un estimuio degenerativo o como un estimulo tréfico, definiendo para cada neurona su
muerte y remocion o su sobrevivencia y establecimiento como parte estructural y funcional
definitiva dentro de! sistema nervioso de un organismo.

£l cerebelo es una estructura del sistema nervioso que muestra divisiones estructurales y
funcionales definidas, las cuales estan relacionadas con diferentes partes del cerebro en
un sistema integral de entrada y salidas de sefiales. El cerebelo esta involucrado en
funciones motoras, controlando la coordinacion, la velogidad y ta precision de las
contracciones muscutares de los miembros y de los ojos, asi como el equilibrio y postura
del cuerpo. La conformacion de la corteza cerebelar por pocos tipos neuronales y su
arreglo en capas conspicuas, aunado al conocimiento que actualmente se tiene sobre los
eventos que ocurren durante el desarrollo del cerebelo, hacen del cerebelo un modelo
accesible e interesante para el estudio de los procesos dei desarrollc en el sistema

nervioso central.

1.1 Desarroilo del cerebelo

El desarrollo del sistema nervioso comienza a partir de una capa de celulas
neuroectodermales que forman una estructura aplanada sobre la superficie dorsal del
embrion liamada placa neural. Posteriormente, los margenes de la placa neural se elevan
para formar los pfiegues neurales, los cuales se pronuncian mas y se doblan hacia la linea
media. donde se fusionan desde la regién anterior, hasta la posterior, para formar el tubo

neural. El tubo neural se compone de una capa interna, que forma la pared del lumen,



llamada zona ventricular y dos capas concéntricas mas superficiales, la zona intermedia y
la zona marginal. En etapas posteriores del desarrollo se forman tres vesiculas en el
extremo rostal del tubo neural que van a dar origen a diferentes estruciuras del cerebro
adulto, Hamadas prosencéfalo, mesencéfalo y rambencéfalo. E! rombencéfalo, a su vez,

da origen al metencéfalo y al mielencéfalo.

El cerebelo se arigina a partir de la placa alar de la porcion metencefalica del tubo neural,
como un engrosamiento bilateral que forma los llamados labios rombicos, los cuales
posteriormente se fusionan sobre 1a linea media dorsal, regidos por un gradiente rostal a
caudal, formando el vermis. Posteriormente los elementos lateraies se desarroflan en los
hemisferios cerebelares, por io que en el plano longitudinal, et cerebelo adulto presenta
una estructura en la region media, llamada vermis y los hemisferios cerebelares
localizados a ambos lades del vermis (figura 1). En etapas posteriores del desarrollo del
cerebelo aparecen 2 fisuras transversales que dividen al cerebelo en 3 I6buics. La fisura
posterolatera! divide al cerebelo en el I6bulo floculonodular y el cuerpo cerebelar, el cual
es dividido a su vez, por la fisura primaria en el I6bulo anterior y el I6bulo posterior (figura
1),

E| cerebelo adulto esta constituido en la region externa por la corteza cerebelar y hacia el
interior por fa materia blanca y tres nicleos profundos, de los cuales salen las aferentes
del cerebelo, principaimente hacia la corteza cerebral y el iallo cerebral.La corteza
cerebelar estd compuesta por cinco tipos neuronales: las células en canasta, las células
estrelladas. las células de Golgi, las células de Purkinje y las célutas granulares, las
cuales se distribuyen en tres capas corticales. En la capa mas externa 0 capa molecular
se encuentran las células en canasta y las células estreliadas, las cuales funcionan como
interneuronas nhibitorias, asi como los axones de las células granulares y los arboles
dendriticos de las neuronas de Purkinje. La capa de neuronas de Purkinje se compone de
somas de las células de Purkinje, que se arregtan en una hilera. En la capa mas interna o
granular se localizan las neuronas granulares y los somas de las céluias de Golgi (Figura
2A).



Figura 1

A. Seccion medio-sagital a través del tallo cerebral y cerebelo, que muestra las estructuras foliadas
del cerebelo (Kandel, 1991)

B. La fisura primaria divide al cuerpo del cerebelo en labulos anterior y posterior. La fisura
posterolateral separa el lobuto floculonadular. £l cerebelo tiene tres regiones funcionales: el vermis

centrat y las zonas lateral e intermedia en cada hemisferio.



La entrada de informacién hacia el cerebelo llega a través de dos fipo de contactos
aferentes. de tipo excitador. Las fibras trepadoras provienen del ntcleo olivar y forman
sinapsis, que utilizan el acido aspartico o el glutdmico como neurotransmisor, con las
fibras dendriticas de las células de Purkinje. Por otro lado, las fibras musgosas gue se
originan en algunos nuclecs del tailo cerebral y de neuronas de ta medula espinal que dan
origen a los tractos espinocerebelares, forman contactos en la capa granular con las
dendritas de las neuronas granulares y con axones de las células de Golgi, formando los

glomérulos cerebelares (figura 2 B).
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Figura 2
Organizacion de las células que conforman la corteza cerebelar en 3 capas (Kandel, 1991).

A corte vertical de un folium cerebelar. B: glomérulo cerebelar en fa capa granular, en el que una

fibra musgosa hace contacto con lus axones de las células de Golgi y las celulas granulares.

La unica salida de informacion de la corteza cerebelar se lleva a cabo a través de los
axones de las células de Purkinje, los cuales se dirigen hacia la materia blanca, y
establecen sinapsis de tipo inhibitorio que utilizan el acido gamma-aminobutirico {GABA)



como neurotransmisor. La aferencia de informagcion al cerebelo determina fa actividad de
las neuronas de Purkinje a través de la conexion directa de las fibras trepadoras y de la
accion indirecta de las fibras musgosas a través del contacto con las células granulares.
Esta actividad también es modulada a través de los contactos con las células en canasta

y las células estrelladas, las cuales funcionan como interneuronas inhibidoras.

1.2 Histogénesis del cerebelo

Durante el desarrollo del sistema nervioso se pueden reconocer una serie de eventos
basicos, por los que pasan todas las poblaciones neuronales, que son: la proliferacion, la
migracion, la diferenciacion, la formacion de procesos y establecimiento de sinapsis y la
muerte celular. Los tiempos y factores involucrados en estos eventos son distintos para
cada tipo celular.

Las neuronas que forman la corteza de! cerebelo se originan a partir de dos zonas de
proliferacién separadas. Las células de Purkinje, las células de Golgi y algunos tipos de
células gliales provienen de células de la matriz ventricular en el labic rémbico que
migran hacia la parie externa en direccién de |a pia madre, para formar la capa del manto
de la placa cerebelar (en el caso de la rata este ocurre antes del dia embrionario 17). En
etapas posteriores del desarrollo, de esta capa migran hacia la parte interna del cerebelo
las célutas que originan a las celulas de Golgi, mieniras que las células que se diferencian
en las neurcnas de Purkinje migran menos profundamente para constituir la capa de
células de Purkinje. Las células granulares, las células en canasta y las células
estrelladas se derivan de células germinales gue tienen su origen en el labio rdmbico y
que migran a través de la superficie externa de las placas cerebelares, para establecer la
capa granular externa, constituida por células en proliferacion. Después del nacimiento del
organismo, las células originadas a partir de esta capa migran hacia la regién mas
profunda de la corteza cerebelar y esta capa desaparece. Algunas células migran solo
hasta la capa molecular y se diferencian en las células en canasta y las estrelladas,
mientras que las células precursoras de las neuronas granulares atraviesan la capa
molecular y fa capa de neuronas de Purkinje para formar la capa granular interna, en
donde se diferencian, al igua! que las células de Golgi.



Las células de Purkinje:

Estas células se originan antes de que se produzcan los otros tipos neurcnales, en el
caso de la rata en los dias embrionarios 12 a 15y posteriormente migran y se alinean en
una capa de una célula de grosor en el dia postnatal 4. Las neuronas de Purkinje
comienzan a diferenciarse entre fos dias 4 a 20 postnatates y su arbol dendritico se
extiende en toda la capa molecular (Figura 3). Estas neuronas reciben contactos de
cualro tipos neuronales, los cuales se establecen en diferentes regiones celulares (Figura
4). Dos de estas conexiones sinapticas son de tipo excitador, como es el caso del
contacto que establecen las fibras trepadoras con el soma y a lo largo del arbol dendritico
de las células de Purkinje {en los dias 5 a 7 postnatales) y el que establecen las fibras
paralelas de las células granulares sobre las espinas dendriticas (a partir del dfa 15
postnatal). Las ofras dos, son sinapsis inhibidoras que forman los axones de las células
estrelladas sobre sus dendritas primarias y secundarias y las células en canasta sobre su
soma. Los axones de las células de Purkinje son la Unica salida de informacién del
cerebelo y se dirigen principalmente a nucleos cerebelares centrales y nucleos
vestibulares, donde establecen sinapsis de tipo inhibitorio, que utilizan GABA como
neurotransmisor. De esta manera, la célula de Purkinje tiene que integrar la informacién
que entra a la corteza cerebelar, la cual recibe directa o indirectamente a través de ios
diferentes componentes de la red cerebelar, para definir su actividad y codificar el

mensaje que transmitira a su célula blanco.

Las neuronas estrelladas:

Estas intemeuronas se localizan en la parte externa de la capa molecular y hacen
sinapsis con las dendritas de las neuronas de Purkinje, inhibiéndolas probablemente
mediante la liberacion de GABA (Figura 4). Se diferencian en la rata entre los dias

postnatales 8 a 11.

Las neuronas en canasta:
En la rata, estas células se diferencian de las células germinales de la capa molecular
externa en los dias 6 a 7 postnatales y posteriormente se conectan con el soma de las

células de Purkinje y ejercen su mhibicion mediada por GABA (Figura 4).



L.as neuronas de Golgi:

La mayoria de estas células se producen después det nacimiento. En el cerebelo adulto,
su soma se encuentra en la capa granular y su arbol dendritico se extiende hasta la capa
molecutar, donde recibe Ia aferencia de fipo excitador de las fibras paraielas de las células
granulares. En la capa granular su terminal forma sinapsis, que utilizan al GABA como
neurotransmisor, con dendritas de las células granulares, dentro de los glomérulos

cerebelares {Figura 4).

Las neuronas granulares:

Son las células mas pequefas (5 a 8 de didmetro) y numerosas en el cerebelo (aprox.
10 "), que ocupan aproximadamente 1/3 de la masa total del cerebelo. Las células
precursoras de la células granulares en proliferacién forman una capa que llega a cubtir
toda la superficie externa del cerebelo en los dias embrionarios 13 a 16. En las ratas
recién nacidas esta zona proliferativa alcanza un grosor de 4 a 5 células y bajo ésta se
forma, dias mas tarde, una capa de células no mitdticas premigratorias de 2 a 3 células de
grosor, que aumenta de tamafio entre los 7 y 10 dias. A partir del dia 11 se observa una
reduccién de! tamafo de la zona proliferativa y més tarde de ta zona premigratoria y
finalmente desaparece entre los dias 20 a 25 (Figura 3). Los somas de las céluias
precursoras de las células granulares migran de ta zona premigratoria a traves de la capa
molecular y la capa de células de Purkinje para formar la capa granuiar interna. Este
proceso tiene una duracién de aproximadamente 3 dias. El movimiento de estas células
se relaciona con interacciones con los procesos de la glia de Bergman y parece estar
influenciado por el efecto de las concentraciones extracelulares de glutamato sobre los
receptores de tipc NMDA {N-metil-D-aspartato) que se expresan tempranamente en las
células granulares. Durante la segunda semana postnatal se forma la masa de células
granulares en la capa granuiar interna y durante la tercera semana sus axones en la capa
molecular se bifurcan en forma de “T", originando dos fibras delgadas (0.2 ) y largas (1.6
mm) en la rata, Entre la segunda y tercera semana postnatal estas fibras establecen
conexiones de tipo excitador, utilizando &dcido glutamico como neurotransmisor, con las
espinas dendriticas de las células de Purkinje v con dendritas de las células estrelladas,
en canasta y Golgi (Figura 4). A partir de los 5 dias postnatales comienzan a entrar las
aferencias a la capa granular y alrededor de los 12 empiezan a formarse las sinapsis can
las neuronas granulares, constuituyendo los glomérulos, los cuales incrementan su

complejidad en la tercera semana postnatal.
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Figura 3

Desarroilo de 'as neuronas de la corteza del cerebelo y formacion de las capas a través del tiempo
{lto, 1984).

Figura 4

Tipos celulares que componen fa corteza cerebelar y sus aferencias y posibles neurotransmisores
que ubilizan (lto, 1984). PC, células de Purkinje; GO, células de Golgi; BA, células en canasta; PF,
fibras paralelas; MF, fibras musgosas, CF. fibras trepadoras; SN, célula nuclear, vestibular o
cerebelar; PN, neurona precerehelar que emite la fibra musgosa; 10, olivar inferior; LC, locus
coeruleus; RP, nicleo raphe.



En el transcurso de la neurogénesis se observa a sobreproduccion de varios tipos
neuronales, seguida por la muerte de un gran porcentaje de la poblacién, lo cual se ha
imerpretado como una estrategia evolutiva determinante para establecer el numero
correcto de neuronas y |as conexiones apropiadas que finalmente permaneceran como
constituyentes del sistema nervioso maduro (Oppenheim, 1991). De esta manera, se ha
observado que durante el desarrollo del cerebelo hay una considerable pérdida {20-30%)
de neuronas granulares en etapas postnatales, como parte del modelaje de la red
neuronal en la corteza cerebelar (Wood et al, 1993).

En las ultimas décadas se ha estudiado esta muerte masiva ocurrida durante e desarrollo
del sistema nervioso y se ha encontrado que, a diferencia de la muerte necratica, la cual
ocurre en casos patolégicos como resultado de dafio celular extremo, esta muerte es de
tipo apoptética (Raff et al, 1993).

2.. MUERTE CELULAR PROGRAMADA DURANTE EL DESARROLLO

2.1 Caracterizacién morfolégica y bioquimica

En términos generales se pueden distinguir dos tipos de muerte celular en los
organismos: la necrosis y la apoptosis (Figura 5). La necrosis es un tipo de muerte
celular que se caracteriza por la dilatacion del reticulo endoplasmico, incremento en el
volumen mitocondrial, e hinchamiento celular que resulta en la ruptura osmética de la
célula, que al liberar su contenido al espacio extracelular, dafia a las células adyacentes,
provocande un proceso inflamatorio. Por otra parte, la apoptosis es un proceso de
muerte celutar programada, que ocutre de manera natural en todos los organismos, tanto
en el desarrollo, como en el estado adulto. El desarrollo normal de los organismos
depende de que ciertas células mueran de manera apoptética en procesos que incluyen:
fa regresion de organos vestigiales, como en el caso de la pérdida de la cola en
embriones de vertebrados en desarroilo y el ajuste del tamafic de poblaciones celulares
después de un periodo inicial de produccion excesiva, como en el caso del sistema

nervioso.



En el franscurso de la neurogénesis se observa la sobreproduccién de varios tipos
neuronales, seguida por la muerte de un gran porcentaje de la poblacion, lo cual se ha
interpretado como una estrategia evolutiva determinante para establecer el numero
correcto de neurcnas Y las conexiones apropiadas que finalmente permaneceran como
constituyentes del sistema nervioso maduro (Oppenheim, 1991). De esta manera, se ha
observado que durante el desarrollo del cerebelo hay una considerable pérdida (20-30%)
de neuronas granulares en etapas postnatales, como parte del modelaje de la red
neuronal en la corteza cerebetar (Wood et al, 1993).

En {as ullimas décadas se ha estudiado esta muerte masiva ocurrida durante el desarrollo
del sisterna nervioso y se ha encontrado que, a diferencia de la muerte necrética, la cual
ocurre en casos patoldgicos como resultado de dafio celuiar extremo, esta muerte es de
tipo apoptética (Raff et al, 1993).

2. MUERTE CELULAR PROGRAMADA DURANTE EL DESARROLLO

2.1 Caracterizacion morfolégica y bioquimica

En términos generales se pueden distinguir dos tipos de muerte celular en los
organismos: la necrosis y la apoptosis (Figura 5). La necrosis es un tipo de muerte
celular que se caracteriza por la dilatacion det reticulo endoplasmico, incremento en el
volumen mitocondrial, e hinchamiento celular que resuita en la ruptura osmética de la
célula, que al liberar su contenido al espacio extracelular, dafia a las células adyacentes,
provocandoc un proceso inflamatorio. Por otra parte, la apoptosis es un proceso de
muerte celuiar programada, que ocurre de manera natural en todos los organismos, tanto
en el desarrollo, como en el estado adulto. El desarrollo normal de los organismos
depende de que ciertas células mueran de manera apoptética en procesos que incluyen:
la regresion de drganos vestigiales, como en el caso de la pérdida de la cola en
embriones de vertebrados en desarrollo y el ajuste del tamafio de poblaciones celulares
después de un periodo inicial de produccién excesiva, como en el caso del sistema

nervioso.



La apoptosis se ha caracterizado en base a ciertos cambios morfolégicos y bioquimicos
especificos. Entre los cambios morfologicos asociados a este tipo de muerte se ha
descrito fa compactacion de la cromatina nuclear, |la condensacion del citoplasma, que
provoca el encogimiento de la célula, la fragmentacion del nticleo en paguetes discretos y
la formacion de porciones de membrana plasmatica que contienen en su interior material
nuclear y organeios , llamados cuerpos apoptoticos. Los cuerpos apoptéticos resultantes
de este proceso de muerte fisiolégica pueden ser integrados por las células adyacentes
(principalmente macréfagos) y degradados en su interior, por lo que la muerte apoptética
de una célula no tiene efectos dafiinos sobre las células adyacentes. Los cambios
bioquimicos relacionados con la apoptosis son la activacién de una transgiutaminasa
especifica, la activacion de proteasas de cisteina tipo ICE/ced-3 y la fragmentacion por
endonucleasas del acido desoxiribonuciéico (ADN) nuclear en las regiones de union entre
los nucleosomas, formando fragmentos de multiplos de aproximadamente 185 pb, lo cual
puede ser visualizado en forma de una escalera en un gel de agaresa.

La muerte apoptética es un proceso activo determinado por un programa genético, el cual
puede ser activado como respuesta a cierta sefial externa, como la privacion de algun
factor de crecimiento u hormona, la exposicion a determinadas concentraciones de
compuestos toxicos o radiaciones, o la union det ligando a receptores relacionados con la
promocién de la muerte (FasfApo1 y el receptor a TNF), entre otras. La misma sefal
puede causar la sobrevivencia o la muerte, dependiendo del estado de maduracion celular
y/o las caracteristicas de la sefial {concentracion, duracién, etc.). La regulacion precisa del
proceso apoptético es esencial para el desarrolio optimo de los organismos, ya que se ha
encontradc que alguna falla en esta regulacién puede llevar a la etiologia de varias
enfermedades, como el cancer, el sindrome de inmunodeficiencia adquinda (SIDA),

enfermedades autoinmunes y enfermedades neurodegenerativas.



Figura 5

Secuencia de cambios morfoldgicos en la apoptosis (derecha) y necrosis {izquierda). (1) Célula
normal. (2) Compactacion y segregacion de la cromatina, condensacién dei citoplasma ¥
convulsion de los lineamientos del ndcleo. {3) Fragmentacién nuclear y formacion de
protuberancias en 12 superficie celular, fas cuales se separan para producir los cuerpos
apoptdticos, que son fagacitados y digeridos por células adyacentes (4). (5) sefiales de necrosis
temprana en una célula dadada irreversiblemente, aglutinacion de la cromating en masas,
hinchamiento de organelos y aparicion de densidades floculantes en la matriz de la mitocondria, (8)
Las membranas se rompen y la célula se desintegra (Tomei, 1891).

2.2 Genes involucrados en Ia regulacién de la muerte apoptatica
Se ha encontrado, que el proceso de muerte apoptética es un evento conservado a través
de la evolucidén animal, ya que se han identificado algunos componentes génicos

involucrados en los mecanismos moleculares de la muerte y su regulacion, que muestran



homologias en diferentes especies. La muerte apoptética se caracterizé por primera vez
en el modelo del desarrolio del nematodo Caenorhabditis elegans, en el cual se
describieron 3 genes que afectan directamente el procesc de muerte: ced-3, ced-4 y ced-
9. El producto de ced-3 es una proteasa de cisteina que fragmenta proteinas después de
un residuo de aspartato, cuya actividad es necesaria en la ejecucion de la muerte. Se han
encontrado en célutas de mamiferos una serie de proteasas homdélogas a Ced-3, que
forman parte de la familia de proteasas de cisteina tipo-ICE (llamadas asi, ya que su
prototipo es la enzima convertidora de interleucina-1f), actualmente denominadas
caspasas, las cuales se activan en diferentes modelos de muerte apoptdtica (revisién en
Martin, S. & Green, D, 1995; Alnemri E., 1997; Thornberry, N. & Lazebnik, Y., 1998).
Estas proteinas son sintetizadas como zimogenos y son activadas al ser procesadas por
otras proteasas o por si mismas, dando lugar a dos subunidades que forman la proteasa
activa. Se ha encontrado como un evento cruciat en el proceso de muerte provocado por
diferentes estimulos, la participacion de varias proteasas de esta famitia en una cascada
proteolitica, en la cual se activan unas proteasas a ofras, a la vez que fragmentan otras
proteinas celulares (Figura 6). Se han identificado varios sustratos que son fragmentados
por diferentes caspasas durante la apoptosis. Entre estos sustratos se encuentran
proteinas citosdlicas como: la gelsolina, la proteina cinasa CB1, la fosfolipasa A2, la o
fodrina y proteinas de unién a elemento regulador de esteroles (SREBPs) y proteinas
nucleares como

fa poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), la lamina B, la topoisomerasa 1y ia histona H1.
Lag alteraciones provocadas en algunos sustratos, debido a la fragmentacion de las
caspasas, se han podido relacionar con algunos de los cambios morfolégicos y
bioquimicos caracteristicos de la apoptosis. Tal es el caso del factor de fragmentacion del
ADN (DFF), o inhibidor de DNAsa activada por caspasa (ICAD), el cual al ser fragmentado
por la caspasa-3 pierde su efecto como inhibidor de la desoxiribonucleasa activada por
caspasa (CAD), la enzima que parece Ser responsable de la degradacion
internucleosomal del ADN, caracteristica de este tipo de muerte (Enari et al, 1998, Liu et
al, 1997. Sakahira et al, 1998).
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Figura 6

Caspasas como componentes centrales en el proceso apopiatico. Interacciones conocidas (lineas
continuas) y putativas (lineas punteadas) entre proteasas y sus sustratos, que se llevan a cabo
durante la apoptosis. £l cuadro central muestra algunos de [os miembros de la familia de las
caspasas (Martin & Green, 1995).

El gen ced-4 codifica una proteina, que al igual que Ced-3, es indispensable para la
induccién de la muerte, cuya accion se ha situado entre la proteina antiapoptética ced-9 y
ced-3. Ced-4 es una proteina altamente hidrofébica de 63 kD cuya funcion exacta no se
conoce. Se propone gue Ced-4 promueve procesamiento de Ced-3 y que ambas (Ced-3
indirectamente) son reguiadas por Ced-9.

Estructuralmente, esta proteina contiene un sitio de unién para nucleétides, a partir de lo
cual se ha sugerido que puede funcionar como ATPasa. Por otro lado se ha observado
que presenta similitud estructural con dominios efectores de muerte del tipo de FADD y
FLICE, por o que se sugiere que puede funcionar como proteina adaptadora entre Ced-3
y Ced-9 (Bauer et al, 1897). Algunos estudios han demostrado la existencia de una
interaccion directa de Ced-9 con Ced-4 y Ced-3, siendo capaz de unirse a ambos
simultaneamente, en cuyo caso no se da el procesamiento de Ced-3 (Spector et al,
1997: Chinnaiyan et al, 1997, Wu et al, 1897).



Basandose en sus caracteristicas estructurales se ha propuesto que Ced-4 puede
funcionar como chaperonina para mantener a Ced-3 inactiva y que la hidrolisis de ATPasa
activada por algtin estimulo apoptético produciria la energia necesaria para la activacién

autocatalitica de Ced-3.

Un estudio encontré que Ced-4 tiene la capacidad de unirse al zimégeno de ced-3 al
parecer en dos sitios: el prodominio y el dominio proteasa, de manera que, al unirse Ced-
9 a Ced-4 no permite que éste se una al prodominio de ced-3 y aungque si s¢ uUna al
dominio proteasa, evita su activacion (Chaudhary et al, 1998).

Otro grupo de investigacién encontré que Ced-4 tiene la capacidad de oligomerizarse,
promoviendo de esa manera la proximidad de los dominio proteasa de ced-3, facilitando el
autoprocesamiento necesario para su activacion (Yang et al, 1998). Elios proponen que
Ced-9 se une a Ced-4 inhibiendo su oligomerizacién, evitando asi el contacto entre tas
moléculas de Ced-3 y su activacion.

Al parecer se ha encontrado el homélogo de Ced-4 en mamiferos al cual denominaron
Apaf-1 {factor activador de la apoptésis 1) (Zou et al, 1997). Esta proteina presenta una
regién con alta similitud con Ced-4, que incluye el sitio de unién a nucledtidos. Esta
proteina participa en fa activacién de la caspasa 3 inducida por el citocromo ¢ en
presencia de dATP mediante la activacién de la caspasa 9. Yang et al muestran en su
trabajo que Apaf- 1, al igual que Ced-4, tiene 1a capacidad de oligomerizarse y de esa
manera. mediante la regulacion del citocromo ¢ y el JATP podria promover ia activacion

de la caspasa 9 (Yang et al, 1998).

El gen ced-8 codifica una proteina que permite ia sobrevivencia de determinadas células
durante el desarrollo de C. efegans, fa cual, se sabe actua en etapas anteriores a la
activacion de Ced-4 y Ced-3, ya que su sobreexpresion puede evitar la activacion de esta
proteasa. Aln no se sabe si esta regulacién es dependiente de los niveles relatives de

expresion de Ced-4 y Ced-9

£l homologo de ced-9 en mamiferos es el gen bel-2, cuyo producto protéico tiene una

funcién analoga a la del producto del gen ced-8, la inhibicion de la muerte.



2,3 Participacion de proteinas de la familia Bcl-2 en la muerte apoptbtica

El gen bcl-2 se localiza en el cromosoma 18q 21 y su producto es una proteina de 25 kD
(239 aminodacidos) que se localiza en ia membrana mitocondrial externa (concentrado en
sonas de contacto con la membrana interna), en la membrana del reticu'c endoplasmico y
en la membrana nuclear. Bel-2 tiene un dominio hidrofobice de 19 aminoécidos que le
permite el anclaje a la membrana, mientras que el resto de la proteina gqueda expuesta a
la cara cifoplasmica de la membrana. Bel-2 se encuentra distribuida en el tejido linfoide
hematopoiético, epitelial y neural, expresandose en tipos celulares, dreas y tiempos
especificos (Merry et al, 1994; Hockenbery et al, 1991).

En el desarrollo del sistema nervioso, bel-2 se expresa en las células proliferativas
nueroepiteliales de las zonas ventriculares, en las células postmitéticas de ia placa cortical
y en células de! hipocampo, de la médula espinal y del cerebelo. Los niveles de expresion
de este gen son altas en etapas de la neurogénesis postnatal en las células granulares
de! cerebelo y en el giro dentado del hipocampa ¥ van declinando con {a edad. £n las
células de los ganglios simpaticos y sensoriales se mantienen los niveles de Bcl-2 alo

largo de toda |a vida del organismo (Merry et al, 1994).

Se ha encontrado que altos niveles de proteina Bel-2 inhiben la apoptosis provocada por
distintos estimulos en diferentes tipos celulares {revision en Reed, 1997b), incluyendo
diferentes tipos de neuronas (revision en Merry & Korsmeyer, 1997). Sin embargo, no
todos los modelos de muerte apoptética pueden ser rescatados por la sobreexpresion de
bel-2 (Reed, 1987 b)

Se ha identificado una serie de proteinas con caracteristicas estructurales muy similares a
Bcl-2, en las cuales se reconoce la presencia de por o menos una de cuatro regiones
conservadas denominadas regiones de homologia 1, 2, 3 y 4 (BH1, BHZ, BH3 y BH4).
Estas proteinas tienen un tamaio similar al de Bel-2 (20-26 kD) y entre ellas se distinguen
aquellas que tienen la capacidad de promover la apoptosis (Bax, Bak, Bad, Bcl-xg) o de
suprimirla (Bcl-2, Bel-x,, Bel-w, Mcl-1) (revisién en White et al, 1998).



Bax parece ser una proteina importante dentro de Ia familia de Bcl-2, ya que puede
interactuar con varios miembros de la familia. Bax es una proteina gque consta de 192
aminoacidos (21kD), que presenta 21 % de homologia con Bcl-2, principaimente en los
dominios BH1 y BH2. Se ha observado, que cuando Bax se sobreexpresa en células a las
cuales se les somete a un sefial de muerte, el proceso apoptético se acelera (Oltvai et al,
1993). Esta proteina puede formar homodimeros, o bien, interactuar con Bel-2 y otras
proteinas de fa familia, formando heteradimeros, contrarrestando asi sus efectos
antiapoptéticos (Sedtak et al, 19085; Zha et al, 1996).

La accién de los distintos genes de la familia de bel-2 presenta diferencias, tanto en su
localizacién en los distintos tejidos, como en las etapas de la vida del organismo en las
que se expresan (Hockenbery, 1995; White, 1996). La redundancia en las funciones de
los componentes de esta familia podrian explicar que no todos los sistemas apoptéticos
puedan ser inhibidos por sobreexpresién de becl-2 y que no solo un incremento en esta
proteina defina la sobrevivenvia de diferentes tipos celulares.

Estudios en los cuales se han utilizado versiones mutadas de miembros de la familia de
proteinas tipo Bel-2 y técnicas de coinmunoprecipitacién, han revelado la importancia de
las interacciones proteina-proteina en la regulacién de la muerte apoptética (Yin et al,
1994: Zha et al, 1996; Sattler et al, 1897). En este sentido, se propone que las cantidades
relativas de proteinas pro y antiapoptéticas y las interacciones selectivas y complejas
entre ellas definiran ei destino de la célula, es decir, su muerte o su sobrevivencia (Oltvai
et al, 1993; revision en Merry & Korsmeyer, 1997: Chao & Korsmeyer, 1998).

Ei hecho de que Bcl-2 pueda inhibir la muerte provocada por diferentes estimulos sugiere
que esta proteina debe actuar en un nivel en el que convergen diferentes mecanismos de
muerte iniciados por una variedad de estimulos, sin embargo, hasta ahora no se¢ conoce
la accion concreta de Bcl-2 en la promocién de la sobrevivencia. Se han sugerido
diferentes hipotesis acerca de su funcién, entre las que se encuentra ia que presentan los
grupos de Hockenbery y Kane (Hockenbery et al, 1993, Kane et al, 1993). Estos grupos
proponen que Bcl-2 funciona como quelante de radicales libres reactivos, ya que en los
sistemas mostrados en estos trabajos, Bcl-2 bloguea fa muerte por dafio oxidativo. Sin

embargo, otros estudios indican que esta teoria no es del todo valida, ya que se ha



observado la accién anitapoptética de Bcl-2 en condiciones casi anaerébeas (Shimizu et
al. 1005 Jacobson & Raff, 1995).

Por otra parte, se ha relacionado a Bcl-2 con la regutacion de los niveles intracelulares de
Ca 2. En este sentido, se ha propuesto que esta proteina actia amortiguando las
alteraciones de la concentracion de Ca 2* an el citoplasma, ya sea evitando su liberacion
del reticulo endoplasmico o aumentando ia capacidad de secuestro de Ca ** citosdlico
hacia el interior de la mitocondria. (Lahm et al, 1994; Murphy et al, 1996).

La funcidn de Bcl-2 en relacién con su localizacion en el nucleo y en el reticulo
endoplasmico ha sido poco explorada, pero se ha encontrado que Bgl-2 puede proteger,
aun en ausencia del nlclec (Jacobson et al, 1894). En los ultimos afios se ha prestado
mayor atencion al papel activo de la mitocondria en la apoptosis, ya que este organelo
esta relacionado con los cambios metabolicos y produceion de radicales libres que se
presentan en etapas tempranas de varios sistemas apoptéticos y también porque én la
mitocondria se localizan diferentes integrantes de la famitiz de Bcl-2 (revision en Kroemer
et al, 1997:Green & Reed, 1998). En cuanto a la funcion de Bci-2 en relacién a su
localizacien en la mitocondria se ha propuesto gque su accién no depende del
mantenimiento funcional de la cadena respiratoria y que esta relacionada con el
mantenimiento del potencial de la membrana mitocondrial por medio det reforzamiento en
el eflujo de protones que ayuda a recobrar el potencial después de la exposicion a
estimulos que provoquen cambios en el mismo (Jacobson et al, 1993, Shimizu et al,
1998).

En los Gltimos tres arfios se han realizado investigaciones que sustentan una nueva teoria
sobre la accion de Bcl-2 en relacion con la mitocondria, en la cual se propone que Bel-2
puede prevenir ia muerte al bloquear 1a liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria (Yang
et al, 1997; Kluck et al, 1997).

2.4 La liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria como parte del proceso

apoptético

El citocromo ¢ s una proteina de 12 Kd, que es codificada por un gen nuclear y es

traducida en el citoptasma para formar el producto flamado apocitocromo ¢, el cual



posteriormente es transportado a la mitocondria, donde adquiere los grupos hemo, para
formar el holocitocromo, o citacromo ¢ funcional. Esta conformacién final hace del
citocrome ¢ una proteina polar con carga positiva, la cual es incapaz de atravesar la
membrana externa de la mitocondria, manteniéndose unida mediante fuerzas
electrostaticas a la citocromo oxidasa, en la superficie de la membrana interna que da
cara al espacio intermembranal. El citocromo ¢ tiene un papel importante dentro del
metabolismo celular, ya que forma parte de la cadena respiratoria, actuando como
acarreador de electrones desde el citocromo bel (complejolll) a la citocromo oxidasa

{complejo IV).

Recientemente se ha descubierto que, tanto en sistemas no celulares como en céluias
intactas, ocurre una translocacion del citocromo ¢ de la mitocondria hacia el citoplasma
durante el proceso de muerte apoptéfica provocado por una variedad de estimulos {Liu et
al, 1996, Kluck et al, 1997a,b; Yang et al, 1997, revision en Cai et al, 1998). Este parece
ser un evento clave durante el programa de muerte ya que esta liberacién se ha asociado
a la activacion de caspasas y a los cambios bioguimicos y morfolégicos en el nticleo
caracteristicos de este tipo de muerte. Wang y su grupo encontraron que, para activar a
las caspasas el citocromo ¢ requiere de ATP y dATP, ademas de |a interaccion con los
factores citosélicos, conocidos como Apaf-1 (factor apoptético activador de proteasas 1) y
Apaf-3, que actualmente se sabe que es la caspasa 9 (Liu et al, 1996, Zou et al, 1997). Se
propone que Apaf-1 pueda ser el homologo de Ced-4 en sistemas mamiferos, ya que
tiene un dominio homélogo a Ced 4 y una region homéloga a Ced-3 (Zou et al, 1997).

Estos resultados apoyan un modelo en el que el citocromo C, al ser liberado de ta
mitocondria, se une a las secuencias repetidas WD (triptofano-aspartato) gue se
encuentran en la estructura de Apaf-1, provocando cambios conformacionales en su
estructura, [o que le permite unirse a la pro-caspasa 9 y activarla, al parecer facilitando su
autoprocesamiento (Figura 7). Ya activada esta proteasa de accidn temprana, la caspasa
9 activa a su vez a la caspasa 3, iniciando de esta manera ia cascada de proteasas que
se encargara de la ejecucion subsecuente de la etapa final del programa de muerte
frevision en Reed, 1997, Hengartner, 1997).
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Flgura 7
Modelo de activacion de caspasas mediada por el citocromo ¢ (Reed, 1997).

Si bien la liberacion dei citocromo ¢ puede desencadenar la muerte mediante un programa
dependiente de fa activacion de caspasas, también existe la posibilidad de que la salida
del citocromo ¢ de la mitocondria provoque la interrupcion de! proceso respiratorio, fo cual
podria tener como consecuencia la disminucién de la actividad metabdlica y la excesiva
produccion de radicales libres que podrian llevar a la célula a la muerte de tipo necrética
{Reed, 1997a) (Figura 8).

Figura 8
Papel activo de la mitocondria en los patrones de muerte {Reed, 1997).



Hasta ahora no se ha encontrado |a sefial directa que provoca la liberacion dei citocrome
¢, ni la forma en que se lleva a cabo esta translocacién. En algunos sistemas apoptéticos
estudiados la liberacién es precedida por un decremento en el potencial de membrana de
la mitocondria, por lo que se ha sugerido que la salida del citocromo ¢ puede estar
relacionada con la apertura de poros en la membrana externa, que respondan a la
transicién de permeabilidad de la membrana (revision en Kroemer et al, 1897, Reed,
1997a). Se sabe que al abrirse estcs poros de transicion (PT) se permite el paso de
proteinas de <15kD, lo cual podria provocar una alteracion osmdtica, que induciria el
consiguiente hinchamiento de la mitocondria, llevando a la ruptura de la membrana
externa y permitiendo, la liberacién del citocromo ¢ al citoplasma. Sin embargo, existen
sistemas en los que ia liberacién del citocromo ¢ es independiente de ta reduccién del
potenciai de la membrana mitocondrial (Kluck et al, 1997; Yang et al, 1997, Bossy Wetzel
et al, 1998). En algunos de estos trabajos se propone que la despolarizacion de la
membrana puede ser un efecto paralelo de la activacion de las caspasas, que no tiene

refacion alguna con la liberacion del citocromo ¢.

Un patron comun encontrado, tanto en sistemas no celulares, como en células de
mamiferos intactas es |a capacidad de Bcl-2 y Belx de prevenir la liberacién de |
citocromo ¢ de la mitocondria (Kluck et al, 1997; Yang et al, 1997, Kharbanda et al., 1997).
En algunos trabajos se ha observado que Bel-2 actia a nivel premitocondrial y
mitocondrial, pero no postmitocondrial, es decir, impide la salida dei citocromo ¢ de la
mitocondria, pero no evita sus efectos, una vez que ya ha sido liberado al citosol (Ellerby
et al. 1997). Sin embargo, en trabajos publicados recientemente se sugiere que Bel-2
puede inhibir la muerte independientemente de que el citocromo ¢ ya haya sido fiberado al
citoso! o de que se microinyecte citocromo ¢ directamente al citoplasma de la celula
(Rossé et al, 1998; Shivotovsky et al, 1998). Esto podria sugerir que Bcl-2 lograria inhibir
el efecto del citocromo ¢ indirectamente, tal vez interactuando con Apaf —1, evitando que
éste se una a la caspasa 9 ¥ |a acfive, de la misma manera como sucede en C. elegans al
unirse Ced-9 a Ced-4, evitando su interaccion con Ced-3 y su activacién (Hengartner,
1997).

En base a esta evidencia, una teoria que irata de explicar, tanto la posible causa de la
liberacion, como su prevencion, es la que propone la participacion de los miembros de la
familia de Bci-2 en el proceso. Debido a que estas proteinas tienen estructuras parecidas



a las de algunas toxinas bacterianas con capacidad de formar poros {colicinas y toxina
difteria), se cree que podrian formar poros en ia membrana externa de la mitocondria, que
regulen la liberacion del citocromo ¢. Se ha demostrado que, efectivamente, Bcl-2, Bcl-x y
Bax tienen la capacidad de formar poros en membranas sintéticas. Bax forma poros con
salectividad para aniones en vesiculas lipidicas sintéticas y en bicapas lipidicas planares
a pH neutral y al parecer, la formacién de estos poros puede ser inhibida por la
sobreexpresion de Bel-2 (Antonsson et al, 1997). En el caso de Bel-2 y Bcl-x los canales
formados presentan selectividad para cationes y diferentes estados de conductancia, pero
sy insercién sdlo se logra &n un rango de pH acido, no fisioldgico (Minn et al, 1997,
Schendel et al, 1997). La modulacion en la apertura de los canales formados por Bel-2 y
proteinas refacionadas podria depender de cambios de pH o de interacciones proteina-
proteina. Sin embargo, hasta 1a fecha no se tiene ninguna evidencia de esto en modelos
in vivo, por lo que queda como una hipdtesis a comprobar.

En general, las teorias postuladas recientemente sugieren que Bcl-2 puede actuar ya
sea directamente, como formador estructural de un poro o indirectamente, regulando
flujos idnicos relacionados con la causa de la liberacion.

3.- FACTORES TROFICOS DURANTE EL DESARROLLO

Entre los reguladores de la muerte durante el proceso de neurogénesis se reconoce el
imporiante papel de los factores troficos. Los factores neurotroficos son sustancias
enddgenas que son esenciales para la sobrevivencia neuronal y que ademas pueden
reqular 1a diferenciacion, el crecimiento y la plasticidad neuronal. Se ha observado que
diferentes poblaciones neuronales pueden responder a diferentes factores troficos en
rangos temporales especificos. Entre los factores neurotroficos mejor estudiados se
encuentra el factor de crecimiento neuronal (NGF), cuya presencia se sabe, es
deferminante para la sobrevivencia de neuronas sensornales, simpaticas y colinérgicas del
nicleo basal. Se han encontrado otras moléculas con funciones neurotréficas, las cuales
presentan homologias de un 50-60% con el NGF, entre las cuales se encuentra el factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y 1a neurotrofina 3 (NT-3). Se sabe que el BDNF
regula la sobrevivencia de neuronas colinérgicas septales y neuronas dopaminérgicas de

la sustancia nigra durante el desarrolio.



a las de algunas toxinas bacterianas con capacidad de formar poros (colicinas y toxina
difteria), se cree que podrian formar poros en la membrana externa de ia mitocondria, que
regulen la liberacién de! citocromo ¢. Se ha demostrado que, efectivamente, Bcl-2, Bel-x ¥
Bax tienen la capacidad de formar poros en membranas sintéticas. Bax forma poros con
selectividad para aniones en vesiculas lipidicas sintéticas y en bicapas lipidicas planares
a pH neutral y al parecer, la formacion de estos poros puede ser inhibida por la
sobreexpresion de Bel-2 (Antonsson et al, 1997). En el caso de Bel-2 y Belx los canales
formados presentan selectividad para cationes y diferentes estados de conductancia, pero
su insercion solo se fogra en un rango de pH acido, no fisioldgico (Minn et ai, 1997,
Schendel et al, 1987). La modulacién en la apertura de los canales formados por Bcl-2 y
proteinas relacionadas podria depender de cambios de pH o de interacciones profeina-
proteina. Sin embargo, hasta la fecha no se tiene ninguna evidencia de esto en modelos
in vivo, por lo gue queda como una hipétesis a comprobar.

En general, las teorias postuladas recientemente sugieren que Bcl-2 puede actuar ya
sea directamente, como formador estructural de un poro 0 indirectamente, regulando
flujos 16nicos relacionados con {a causa de ia liberacidn.

3.- FACTORES TROFICOS DURANTE EL DESARROLLO

Entre los reguiadores de la muerte durante el proceso de neurogénesis se reconoce el
importante papel de los factores troficos. Los factores neurotrdficos son sustancias
endégenas que son esenciales para la sobrevivencia neuronal y que ademas pueden
regular ta diferenciacion, el crecimiento y la plasticidad neuronal. Se ha observado que
diferentes poblaciones neuronales pueden responder a diferentes factores tréficos en
rangos temporales especificos. Entre los factores neurotréficos mejor estudiados se
encuentra el factor de crecimiento neuronal (NGF), cuya presencia se sabe, es
determinante para la sobrevivencia de neuronas sensonales, simpaticas y colinergicas def
nucleo basal. Se han encontrado ctras moléculas con funciones neurctroficas, 1as cuales
presentan homologias de un 50-60% con el NGF, entre las cuales se encuentra el factor
neurotrofico denvado de cerebro (BDNF) y la neurotrofina 3 (NT-3). Se sabe que el BDNF
regula la sobrevivencia de neuronas colinérgicas septales y neuronas dopaminérgicas de

la sustancia nigra durante e! desarroilo.



Las neurotrofinas liberadas por las células que reciben la inervacion de las células
sensibles al factor, ejercen su efecto a través de su union a receptores especificos. De
manera general, al ser liberado por fa céluta blanco, el factor neurotréfico se une a
receptores que se encuentran en las terminales de la neuronas presinapticas sensibles al
factor. Posteriormente, el complejo ligando-receptor es internalizado y la senal es
transmitida por transporte retrégrado ai soma, donde puede iener efecto sobre Ia
regulacion de la sintesis de proteinas estructurates, procesos metabdlicos y produccion y

liberacion del neurotransmisor.

En base a las evidencias del efecto de estos factores sobre ia sobrevivencia de ciertas
poblaciones neuronales, se propone gue la regulacion de la muerte neuronal durante el
desarrollo depende de !a competencia de las neuronas por suficientes cantidades de
factores troficos liberados por sus células blanco. De esta manera hay una seleccion para
ajustar el nimero de neuronas con las céfulas blanco que inervan (Raff et al, 1993). Sin
embargo, investigaciones sobre los efectos de la remocion de aferencias y biogueo de las
sinapsis han demostrado la importancia de la infiuencia de la inervacidn aferente en Ia
determinacién de la sobrevivencia neuronal, mediada por la regulacion de flujos iénicos a
través de la membrana de |a neurona receptora que afectan su actividad eléctrica. Esta
implicacion es apoyada también por el hecho de que se encuentren, en etapas tempranas
de! desarroflo, neurotransmiscres en el medio extracelular y que las células expresen
receptores para ellos. En este sentido, se ha evidenciado la funcién neurotrdfica de clertos
neurotransmisores durante el desarrollo del sistema nervioso, como es el caso del acido
gamma aminobutirico {GABA) y algunos aminocacidos excitadores (Meier et al, 1991,
Balazs & Hack, 1990; Leslie, F., 1993).

3.1 Aminoacidos como factores tréficos

Entre los afos 60s y 70s se sugiere que ademas del papel como principal
neurotransmisor inhibidor, el GABA tiene otra funcion tréfica en el desarrollo y
diferenciacion de neuronas del sistema nervioso central. De esta manera, el GABA afecta
la sobrevivencia y diferenciacion de neuronas del ganglio cervical superior y de la corteza
cerebral in vivo y de neurcnas de retina, corticales, tectales y granulares del cerebelo en

cultivo (Hansen et al, 1987; Meier et al, 1991). En cultivos de células granulares del



cerebelo el GABA tiene efecto sobre la expresion de los receptores a GABA y de ofras

proteinas celulares (Meier et al, 1991).

Por otro lado, se ha comprobado la accién tréfica del acido glutdmico sobre diferentes
poblaciones de neuronas del hipocampo, del cerebelo y de la médula en cultivo, la cual es
dependiente de la edad de jas células, la concentracion del neurotransmisor y gl tiempo
de exposicion, entre otros factores. El glutamato es el aminoacido excitador predominante
en el sistema nervicso de mamiferos y sus receptores se encuentran ampliamente
distribuidos. Existen 4 tipos de receptores a glutamato: tres de tipo ionotrdpico y uno de
tipo metabotrépico, acoplado a proteinas G. Los receptores ionotrépicos utilizan al
glutamato como ligando endégeno, pero se clasifican desde el punto de vista
farracolégico, de acuerdo a su principal agonista. De esta manera, se dividen en los que
raconocen al N-metil-D-aspartato (NMDA) como agonista, (receptores tipo NMDA), y los
que no (receptores tipo no-NMDA), que incluyen ef receptor de acido kainico y el receptor
de AMPA (acido propidnico alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol).

3.1.1 Receptor tipo NMDA

E! receptor tipo NMDA es un complejo protéico acoplado a un canal idnico permeable a
sodio y potasio y a iones divalentes, particularmente a calcio (Figura 9). El receptor tipo
NMDA es el unico receptor ionotrdpico cuya actividad puede ser regulada por factores
extracelulares. Este receptor presenta varios sitios de modulacion que influyen en la
probabilidad de apertura del canal, entre los que se distinguen 2 sitios de reconocimiento
para los coagonistas, el glutamato y la glicina. La activacion del receptor requiere de {a
unién de ambos agonistas para la apertura del canal. También presenta un sitio de unién
a poliaminas, las cuales a bajas concentraciones aumentan la probahilidad de apertura
del canal, mientras que a aitas concentraciones provocan un blogueo del canal,
dependiente de voltaje. Dentro del canal se encuentra un sitio de unién para magnesio y
ofro para zinc. La union de Mg ?* extracelular produce un blogueo dependiente de voltaje,
cuando el potencial de membrana se encuentra en reposo {(-70 a ~50 mV). Para que se
permita la activacion del receptor por la unién de su ligando, este ion debe ser liverado del
sitio de union mediante la despolarizacion de la membrana (20-30mV), lo cual proveca ia

disminucion de la afinidad det sitio por ef Mg 2 Al igual que en el caso del magnesio, al



unirse a este sitio dentro del canal compuestos como el MK801, la ketamina u otras
drogas como la fenilciclidina, se previene el paso de iones a través del canal. Por otro
tado, al unirse el Zn?* a su sitio de reconocimiento, se bloguea la respuesta al NMDA
independientemente de! voltaje, provocando la reduccion en el tiempo de apertura del

canal.

Figura 8

Receptor a glutamato tipo NMDA, ef cual regula un canal ionico permeable a Ca®, K™y Na".
Presenta los sitios de unién para giicina, Zn*, poliaminas y Ma®", los cuales regulan ia funcion del
canal wnico (Kandel, 1881).

Los agonisas selectivos del receptor tipo NMDA son el glutamato, el aspartato, el NMDA,
el acido quinolinico (QUIN} y el acido iboténico. La afinidad det sitio de union al ligando
por NMDA es menor que ta del glutamato (0.5-1 pM), pero es mas especifica. Los
antagonistas son derivados del fosfonato, como el 2.amino-5-fosfonovalerato (2-APV),
que actila como inhibidor competitivo del glutamato, el 7 cloroquinureate, como
antagonista competitivo de [a glicina y coma antagonista especifico del sitio modulador de
poliaminas, el ifenprodil y el eliprodit.



La estimulacién def receptor provoca la entrada de Ca # 1a cual puede activar diferentes
vias de transduccién, como la activacién de la PKC, la produccién y liberacién de acido
araquidénico y el aumento de fosfoinositdsios o nucleétidos ciclicos.

Existen distintas isoformas del receptor a NMDA, las cuales se conforman por dos tipos
de subnidades: NR1y NR2 (A, B, C, D). Los diferentes tipo de receptores presentan
distintas caracteristicas farmacol6gicas y una distribucién celular y regional diferencial. Se
cree que la subunidad NR1 determina las propiedades basicas del receptor, mientras que
las variantes de la subunidad NR2 (A, B, C o D) definen la actividad particular del tipo de
receptor.

Se sabe que en el cerebelo, desde etapas tempranas de! desarrollo, las neuronas
granulares presentan en sus dendritas y en sus somas receptores a glutamato, tanto de
tipo NMDA, como tipe no-NMDA. A lo largo del desarrollo de estas células se observan
cambios en la expresion de las subunidades que constituyen sus receptores tipo NMDA,
los cuales muestran propiedades de cinética y conductancia diferentes. En etapas
tempranas de! desarrollo se producen hetero-oligomeros  NR1/NR2A, los cuales
disminuyen en namero y Son paulatinamente sustituidos por hetero-oligomeros
NR1/NR2C, los cuales son detectados en el cerebelo adulto (Perrier & Benavides, 1995).
Algunos estudios sugieren que los receptores tipo NMDA que presentan las células
granulares juegan un papel importante en la migracién y en ia transmisién sinaptica que
se establece entre una poblacién de fibras musgosas de tipo glutamatérgicas y las celulas
granulares, posiblemente afectando su sobrevivencia (Komuro et al, 1993; Burgoyne et al,
1993).



It.- ANTECEDENTES

Los cultivos primarios de células granulares del cerebelo han demostrado ser un modelo
adecuado para el estudio de fa apoptosis en células del sistema nervioso central, debido
al tamafio y la pureza de las poblaciones obtenidas y su facil manejo (Balasz, 1988 a;
Moran & Patel, 1988 a; Moran & Rivera Gaxiola, 1992). En este modele se ha encontrade
que el efecto del tratamiento con altas concentraciones de KC! (25mM) o con
concentraciones subtoxicas de agonistas del glutamato, como el NMDA (150uM),
promueve |a sobrevivencia y la diferenciacion de estas neuronas (Lasher & Zagon, 1972;
Gallo ef al, 1987; Balasz et al, 1988 a, b Moran & Patel, 1989 ab; Moran & Rivera
Gaxiola, 1992; Burgoyne et ai, 1993; Alavez et al, 1996). El efecto de la despolarizacion
crénica de la membrana por exposicién a altas concentraciones de potasio y por el
{ratamiento con aminoécidos excitadores en la sobrevivencia y maduracion celular se ha
demostrado, no sélo en este tipo neuronal, sino también en cultivos de neuronas
provenientes de! hipocampo y de la médula espinai. Tratamientos con antagonistas de
canales de Ca * han demostrado que este efecto esta mediado por el flujo de iones Ca u
del espacio extracelular, hacia el interior de la célula, que junto con la movilizacién de
calcio de pozas intracelutares resulta en un incremento neto de la concentracién citosélica
de este ion (Gallo et al, 1987; Baldzs et al, 1982a; Simpson et al, 1993; Simpson et al,
1996). Este flujo se lleva a cabo, en el caso del tratamiento con altas concentraciones de
potasio, a través de canales de Ca* sensibles a voltaje y en el caso del tratamiento con
NMDA, a través del canal idnico acoplado a su receptor.

En los cultivos de células granulares del cerebelo, el requerimiento trofico para la
sobrevivencia inducida por estos tratamientos esta limitado temporalmente a los dias 2-3
in vitro {DIV) y requiere de una exposicion continua. Se propone que este periodo
especifico en el que requieren de la estimulacién puede estar relacionado con el tiempo m
vivo que tardan estas células en migrar hacia ia capa granular interna del cerebelo, donde
reciben los contactos de una poblacién de fibras musgosas de tipo giutaminergicas,
aproximadamente a los 12 dias postnatales. De esta manera, la despolarizacion
producida por los tratamientos in vitro podria mimetizar el efecto de la aferencia de las
fibras musgosas sobre las neuronas granulares a traves de los receptores para glutamato
tocalizadas en estas neuronas desde etapas tempranas del desarrollo (Gailo et al, 1987,
Burgoyne et al, 1983}.



Las altas concentraciones de KCl y el tratamiento con NMDA promueven ademas de la
sobrevivencia, la maduracion de las céluias granulares del cerebelo, ya que inducen el
aumento de la expresion de la glutaminasa activada por fosfatos (GAF) y la aspartato
aminotransferasa (AAT), enzimas que participan en la sintesis y el metabolismo del
glutamato (Moran & Patel, 1988 ab; Moran & Rivera Gaxiola, 1992), el crecimiento de
neuritas (Burgoyne et al, 1993), asi como el aumento en la expresién y actividad del
receptor tipo NMDA (Van der Valk et al, 1991; Balazs et al, 1992b; Bessho et al, 1994).

Si se trata a las células granulares con glutamato o sus agonistas una vez que las células
ya estan diferenciadas, su efecto es toxico y las células mueren de manera necrética
(Dessi et al, 1993). El cambio de un efecto tréfico a uno excitotéxico de un mismo
estimulo sobre el mismo tipo celular depende de la expresidn génica que definira la
respuesta de la célula en el momento especifico en ei que este estimulo sea recibido. En
este caso e! efecto del tratamiento con NMDA, ya sea tréfico o toxico, estd mediado por la
elevacién de los niveles de Cg® intracelular, por lo gue se piensa que la respuesta
diferenciat entre las células inmaduras y las ya diferenciadas podria estar definida ya sea
a través de cambios en la expresion y/o actividad de los receptores o de sistemas
intracelulares de reguiacién del Ca®* citoplasmico.

Se ha comprobado que las neuronas granulares que no reciben esta estimulacion tréfica
y se mantienen in vitro a bajas concentraciones de potasio (K5) comienzan a morir
alrededor de los 5 DIV, con caracteristicas de una muerte apoptética, incluyendo ia
condensacién de la cromatina nuclear, la fragmentacién de DNA, la activacion de
caspasas y }a formacion de cuerpas apoptoticos (Gallo et al, 1987: D’'Mello et al, 1993,
Yan et al,1994; Galli et al, 1995) . La muerte de estas células puede dismimnuir por un
tratamiento con inhibidores de sintesis de RNA y proteinas, por lo que se deduce que se
requiere la expresion de ciertos genes para la produccion de novo de ciertas proteinas
que forman parte del programa letal.

Otro modelo de estudio de la muerte apoptética en este tipo neuronal ha demostrado que
ias neuronas que se desarrollan en condiciones despolarizantes (K25) y que a los 6-7DIV
se someten a un cambio de medio con bajas concentraciones de potasio (K5) mueren
también apoptoticamente (Gallo et al , 1987: D'Meilo et al, 1993; Yan et al, 1994;), debido



a la disminucién en la concentracién de Ca* citosélico (Galli et al, 1995). Esta muerte
requiere de fa sintesis de RNAm y proteinas, actividad de caspasas, formacion de
radicales libres y disminucion de la actividad mitocondrial en etapas tempranas {Schulz et
al, 1996; Miller & Johnson, 1996; Chang & Wang, 1997; Armstrong et ai, 1997, Atlante et
al, 1998).

Una gran parte de la investigacion sobre la muerte apoptética esta dirigida al estudio del
pape! de los integrantes de fa familia de proteinas relacionadas con Bel-2 en la regulacién
de ia apoptosis. Estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en los diferentes
tipos neuronales que constituyen el sistema nervioso y se han encontrado evidencias de
su papel como reguladores de la muerte neuronal (revision en Merry & Krosmeyer, 1997).
Algunos estudios han sugerido que Bax tiene un papel activo y critico en la muerte de
diferentes poblaciones neuronales provocadas por diferentes estimulos, asi como en la
muerte de neuronas del sistema nervioso periférico y central, que ocurre naturalmente
durante la neurogénesis (Deckwerth et al, 1986; Miller et al, 1997; White et al, 1998).

Por otro tado, s& ha encontrado que la sobreexpresién de Bel-2 previene la muerte
inducida por diferentes estimulos en lineas celulares neuronales y en cultivos primarios de
algunas poblaciones neuronales y se sugiere que esta proteina es critica en ei
mantenimiento de algunas poblaciones neuronales durante el desarrollo y en etapas
postnatales (Garcia et al, 1992; Allsopp, 1993; Zhong et al, 1993; Michaelidis, et al, 1998;
revision en Merry & Korsmeyer, 19397).



lil.- OBJETIVOS

Tomando en cuenta los antecedentes presentados, este estudio tiene como objetivo
general el evaluar el papel de Bax y Bel-2 en la regulacion de fa muerte apoptética
observada en cultivos primarios de neuronas granulares del cerebelo. Uno de los modelos
utilizados en este trabajo es el de la muerie apcptética inducida por la falta de
estimulacion despolarizante en las etapas tempranas del desarrolio y el de su
sobrevivencia promovida por el NMDA. El otro sistema que se utilizé es el modelo de
muerte apoptética de neuronas ya diferenciadas, inducida por el decremento en las
concentraciones de potasio extraceiutar. Debido a la relacion sugerida entre 1a funcion de
estas proteinas y el evento de la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria hacia el
citosol que ocurre en varios modelos apoptéiicos, se determinaron ios niveles de
citocremo ¢ tanto en la fraccion mitocondrial, como en la fraccion citosdlica de estas
neuronas, con el objetivo de definir si ia liberacion de esta proteina forma parte del
proceso de muerte apoptotica observada en los sistemas utilizades.



V.- METODOLOGIA

Cultivos celulares

Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo (95%) se obtuvieron de ratas
Wistar de 8 dias de nacidas, por medio de ia técnica descrita por Moran y Patel {1989).
Los cerebelos se disceian utilizando tripsina (0.025%) y las células se siembran en medio
basal de Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor, 2 mM
de glutamina y una solucion de penicilina-estreptomicina, 50U/mly 50ug/mil,
respectivamente. La concentracion fi nal de KCi se ajusta a 10 mM (K10) 0 25 mM {K25)
dependiendo del tratamiento. Las celulas se siembran a una densidad final de 1.2a 1.5 x
10° cel/ml. Las cajas de Petri utilizadas para el cultivo se tratan prewamente con Spugiml
de poli-L-lisina durante 24 horas para promover ja adherencia neuronal.
Aproximadamente 18 horas después de la siembra se le agrega ai cultivo una solucion de
citosina arabinosa 10uM, con el fin de evitar et crecimiento de células no neuronales
(Batasz et al, 1988).

Las céfulas se incuban a 37 °C, en una atmoésfera de CO; (4.5%) y aire saturado de vapor
de agua (95%) (Moran y Patel, 1889).

Tratamiento de cultivos

{ 0s cultivos que se sembraron inicialmente en un medio con concentraciones de K*
extracelular fisiologico (K5) se trataron al dia 2 in vitro con 150 pM de NMDA de 1 a6

dias.

Por otro lado, células que crecen en un medio de cultivo con K25 por 7 DIV fueron
sometidas a un cambio de medio con K5. Para evitar el efecto toxico del medio fresco
{Schramm et al, 1990), la sustitucion se llevé a cabo con medios sin suero. Los controles
utlizados en este modelo se sometieron al mismo tratamiento, haciendo el cambio por un

medio sin suero suplementado con KCl 25 mM.

-



Evaluacion de la sobrevivencia celular mediante la técnica de reduccion del MTT.

Este ensayo colorimétrico utiliza una sal de tetrazolium, ei 3-(4, 5-dimetiltiazo!-2-il-2-5-
difenil bromuro de tetrazolium (MTT), el cual se transforma en un producto colorido e
insoluble, llamado azul de formazan, que puede ser detectado espectrofotométricamente
(Mossman, 1983). Esta transformacion ocurre cuando el MTT es reducido por los
radicales fibres producidos durante el transporte de electrones de la cadena respiratoria,
siando ésta una evidencia indirecta de la viabilidad celular basada en fa evaluacion de ia
actividad mitocondrial.

A los cultivos celulares se les afiade el MTT (144 uM) y se incuban a 37°C. Una hora
después se procede a aspirar el medio mediante vacio y se agrega 1 ml de DMSO en el
cual se solubiliza el azul de formazan incorporado a las mitocondrias. Posteriormente
mediante un espectrofotdmetro se calcula fa diferencia entre la absorbancia de la
solucion medida a 570 y 630 nm. Los resultados se expreésan COmo valores relativos al

control.

Cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford

Al finalizar el tratamiento, las células se lavan dos veces con huffer de fosfatos salino
(PBS) a 37°C y se homagenizan con el buffer de lisis (Nonidet P-40 (2%), Tris-HCI, pH7.4
(25mM), SDS (0.2%) y NaCl (50 mM), agregando en el momento de uso aprotinina (2
pgfmi), PMSF (1mM), pepstatina (10ug/ml) y leupeptina (10pg/mi)). Posteriormente,
mediante el método de Bradford se calcufa fa concentracion de proteinas totales
(Bradford, 1976; Spector, 1978).

Para la determinacion de la cantidad de proteina de una muestra se realiza una curva
estandar colocando concentraciones conocidas de albumina (0, 2.5p1, 5 i, 7.5 ul, 10 pi,
16p 1, 17.5 pl de un stock de albiimina (1mg/ml), llevando cada tubo a 50l con agua
desionizada, agregando 1ml de! reactivo de Bradford. A continuacion se toman 3 pl de
muestra, se llevan a un volumen final de 50 mi con agua desionizada y se les agrega 1 mi
de reactivo de Bradford. Cada muestra se analiza por duplicado. Las muestras se agitan'y
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se leen a una longitud de onda de 595 nm. en un lapsc menor de 1 hora después de
haber afiadido el reactivo. Para obtener la concentracién de proteinas de las alicuotas a
partir de los valores de absorbancia, se interpolan los valores sobre la curva estandar, que
relaciona los valores de absorbancia obtenidos a partir de concentraciones conocidas.

Electroforesis de proteinas y técnica de réplica tipo Western

Se toman [os volimenes de las muestras necesarios para tener cantidades iguales de
proteina totat (80-100 pg) y se afiaden volumenes iguales de solucion digestora (Hz0,
Tris-HC1 0.5M, pHB.8, glicerol, SDS (sodium dodecyl sulfate)10%, 2p-mercaptoetancl, y
azul de bromofenol 0.05%), la cual desnaturaliza las proteinas. En seguida se incuban 3
minutos en agua hirviendo. A continuacién se carga el gel de poliacrilamida-SDS 12.5%
(acrilamida al 30%, bis-acrilamida (1%), buffer Tris-HC1 0.5 M, pH 8.8, H,0, SDS (10%),
(NH,); SO, (10%) y Temed) con las muestras y se corre en buffer de corrida (Tris 50 mM,
glicina 192 mM y SDS G.1%) a 30-40mA. Este método separa ias proteinas de acuerdo a

su peso molecular.

Posteriormente, las proteinas se transfieren del gel a una membrana de PVOF
(polyvinylidene difluoride), utilizando buffer de transferencia (Tris 25mM, glicina 192 mM y
metanol 20%). La transferencia se lleva a cabo a 4°C toda la noche, a 200mA, Al terminar
la transferencia se lava la membrana en TBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, pH7.5) 30 min.
con cambios constantes {(cada 5-10 min.), en agitacién. Al terminar el lavado se bloguea la
membrana en TTBS (Tris 20nM, NaCl 500 mM, 0.1% Tween-20, pH 7.5), conteniendo 5%
de leche descremada, a 4°C, en agitacion por 2 a 8 horas. Posteriormente se decanta la
solucién de blogueo y se lava la membrana con TTBS, 30 min. con cambios constantes y
se incuba con la dilucion adecuada del anticuerpo primario, eén una solucién de leche
descremada al 2.5% en TTBS a 4°C, en agitacion por toda la noche. En este trabajo se
utilizaron anticuerpos policlonales anti-Bax y anti-Bcl-2 de Santa Cruz Biotechnology
conjugados con fosfatasa alcalina. Después se decanta la solucion con el anticuerpo
primario y se lava la membrana en TTBS, 30 minutos con cambios constantes. En
seguida, se incuba con ef anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina
(Boehringer, 1:1000 a 1:2000) en TTBS con leche al 2.5% por 30 minutos a 1 hora 'y
finalmente se lava con TTBS 30 min. (cambios constantes). Al terminar se incuba la

membrana con !a solucién que contiene el sustrato guimioluminiscente (Immuno-Star,



Biorad) por 5 minutos. A continuacion se remueve el exceso de liquido de ia membrana,
evitando que la membrana se seque para prevenir la pérdida de sefial y se coloca enuna
bolsa de plastico sellada. Finalmente, se expone la membrana a pelicula instantanea
{Kodak, X-Omat). El tiempo de exposicion dependera de! tipo de pelicula y concentracion
de Ia proteina a detectar y finalmente se revela la pelicula.

Fraccionamiento celular

La liberacién de! citocrome ¢ de la mitocondria al citosol se analizé determinando la
cantidad presente de esta proteina tanto en la fraccién citosélica, como en la fraccién
mitocondrial, para lo cual se utilizé una técnica de fraccionamiento celular (modificacion
de Scarlett & Murphy, 1897).

Las células se homogenizan en 150 pl de solucién | (sacarosa 225 mM, Tris-HCI 10 mM
pH 7.4, EGTA 0.3 mM, suplementada con los inhibidores de proteasas aprotinina
{2ug/ml), leupeptina (10ug/mi), pepstatina {10pg/mi) y PMSF (1mM)) por caja de 60 mm
(se utilizaron 2 cajas de 60 mm por condicién). Las muestras se homogenizaron con un
pulso de sonicacion, para obtener el homogenado total, el cual se centrifuga
posteriormente a 1500 x g, 10 minutos para precipitar los ndcleos y las células enteras. Se
tomé el sobrenadante y se centrifugé a 16000 x g, 30 min., para obtener un pellet que
contiene las mitocondrias, el cual se resuspendié en 100u! de solucién | para obtener la
fase mitocondrial. Se conserva el sobrenadante, que constituye ia fraccion citosdlica.

Posteriormente, se determind la cantidad de proteina total de las fracciones celulares
obtenidas mediante el método de Bradford. La misma cantidad de proteina total de cada
muestra fue sometida a un gel SDS-PAGE (15%) y se realizé una técnica de réplica tipo
Waestern utilizando un anticuerpo policlonal contra citocromo ¢ (Santa Cruz).



V.- RESULTADOS
Morfologia

Para determinar el estado morfoldgice de las células 2 diferentes tiempos de tratamiento
se realizaron observaciones en microscopia de contraste de fase.

En los primeros 4 DIV tanto las céiulas control (KSjcomo las tratadas con NMDA
presentan somas redondos y turgentes que se agrupan formando cimulos, comunicados
por redes de procesos neuronales. A partir de los 5-8 DIV ias células control empiezan a
degenerar mostrando irregularidades en la membrana plasmatica, los proceso se
adelgazan y se fragmentan (figura 10). Sin embargo, las céiulas tratadas con NMDA
sabreviven en buen estado hasta los 11 DIV, mostrande somas redondos y 0Scuros y
procesos gruesos y fuertes {figura 10). A pariir de esta edad, las células tratadas con
NMDA inician un proceso de degeneracion similar al observado en las células control. Los
cuitivos que desde el primer dia se mantienen en un medio con altas concentraciones de
potasio (K25) presentan diferencias con respecto al control a partir de los 3 DIV (figura
10). Se puede apreciar una mayor densidad neuronal, crganizada en clmulos
compuestos por varios somas grandes y furgentes, interconectados por paguetes de
procesos fuertes. Se ha demostrado que la sobrevivencia de estas células alcanza las

tres semanas en cultivo (Gallo et al, 1987).

Por otro lado, fas células que crecen en un medio con K25 y que a los 7 DIV se les
cambia el medio por uno con K5, sin suero, muestran la degeneracion de un gran
porcentaje de [a poblacion a las 24 horas después del cambio de medio (figura 11). Bajo
estas condiciones, los cambios morfoidgicos observados corresponden en gran medida a
los descritos: encogimients de los somas y disminucién en el diametro y posterior
fragmentacion de los procesos (D'Mello et ai, 1993)
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FIGURA 10

Efecto del NMDA y K25 en el desarrolio de las neuronas granulares del cerebelo en cultive. Las folografias
fueron tomadas a los 7 DIV. a) Células granulares crecidas durante 7 DIV en un medio de cultivo con K5. Las
alulas mussitan signos de degeneracion de los somas y adelgazamiento y fragmentacion de fos procesos. b)
Células granulares que se sembraron en un medio con KS y que a los 2 DIV se frataron con 150 pM de
NMDA. A los 7 DIV estas cékilas siguen en buen estado, mostrando somas redondos y furgentes y procesos
fueries ©) Células granilares que crecieron dararde 7 DIV en un medio de cullive con K25, En esta condicion
el cultivo muestra una alia densidad nmeuronal, organizada en cimuios compuestos de somas grandes
interconeciados por procesos fruesos,
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K25

Figura 11.

Efecto de la disminucion de Ja concentracion de K25 a K5 en el medio a los 7 DIV. Las células crecen en un
medio con K25 el cual es sustituido a los 7 DIV por otro con K5, sin sugro. Las fotografias fueron tomadas a
las 24 horas después del cambio de medio. a) Cuitivo gue permane con K25 en el que se observan los
somas grandes y procesos fuertes, caracleristicos de el mantenimiento del cultivo en condiciones de altas
concentraciones de potasio. b} Cultive somefide a ia disminucion en las concentraciones de potasio.
Podemos observar la degeneracién de las células, que se manifiesta con el encogimiento de los somas y la
destruccién de los protesos.
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Sobrevivencia

Efecto de la estimulacién con NMDA en la sobrevivencia de las célufas granulares del

cerebelo

La sobrevivencia celular se evalué mediante la técnica de reduccién de MTT. Cuando las
células se tratan cronicamente con NMDA (150 uM) durante 7 DIV, la sobrevivencia
celular aumenta en un 93%, mientras que el tratamiento con altas concentraciones de
potasio la aumenta hasta un 111% en relacién al control {figura 12).

Sobrevivencia celular
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Figura 12

Efecto del tratamiento con NMDA (150uM) ¥ KCI (25mM) en la sobrevivencta celular evaluada a los 7 DIV. Las
barras son el promedio £ eror estandar de 3 experimenfos semparados. La gréfica muestra un marcado
aumento en fa sobrevivenica de las células granulares que reciben un estimulo de despolarizante, ya sea pol
1a estimuniacién de los receptores de glutamato tipo NMDA o por tratamiento con altas concentraciones de
potasio



Efecto de la privacion de KCl en fa sobrevivencia de las células granufares del cerebelo

La viabilidad de las neuronas mantenidas en K25 durante 6-8 DIV y luego sometidas a
una privacién de estimulacion despolarizante (K5), se determing a las 12, 24, 36 y 48
horas después de reemplazar el medio K25 por otro conteniendo K3, sin suero. Para este
experimento se utilizaron como control, células en las que el medio fue reemplazado por
uno con K25, sin suero.
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Figura 13

Efecto de la sustitucion de un medio con K25 por otro con K5 en la sobrevivencia celutar. Las barras son el
preomedio t el error estandar de 3 experimentos por separado. Las células crecen durante 701V en un medio
con K25 y posteriormente son sometidas a un cambic de medio por otro sin suero, con K5. La grafica muestra
que la sobrevivencia de estas células disminuye a lo targo de las horas después del cambio de medio, hasta
aleanzar un 20-30% de sobrevivenciaa las 48 horas, en comparacion con el controk mantenide en altas
concentraciones de K.



Bajo estas condiciones la viabilidad de las células disminuye a partir de las 12 horas
después del cambio, alcanzando un 60% a las 24 horas y un 80% a ias 48 horas (figura

13).

Reportes previos sefialan que la muerte de las células granulares del cerebelo que se
mantienen en un medio con concentraciones fisiologicas de KCI (K5) presenta
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de tipo apoptéticas (Gallo et al, 1987, D'Mello
et al, 1993; Yan et al, 1994; Galli et al, 1995: Moran et al, 19896). Tinciones con el
colorante fluorescente Hoechst No. 33258, que s¢ une al material nuclear (figura 14),
muestran que los nucleos de estas células presentan una condensacion de la cromatina
a los 7 DIV, en concordancia con reportes previos que describen el fenébmeno de muerte
apoptética en células granutares del cerebelo.

De la misma manera, se ha demostrado que ia muerte de las células granulares
diferenciadas inducido por la privacion de K* es de tipo apoptético (Gallo et al, 1987,
D'Mello et al, 1993; Yan et al, 1994), pudiendo observarse una gran cantidad de nuclecs
condensados 24 horas después del cambio, en comparacion al control mantenido en K25

(figura 15).



|

Control

NMDA

Figura 14

Tincién del material nulear con Hoechst de: a) céluas contro! {K5), b) células tratadas con NMDA alos 2DIV Y
¢) células mantenidas en condiciones de alto potasio. En |as células cantro) e observan varios niicleos con la
cromatina condensada, mientras que las céltulas Iratadas presenian niiclecs con la cromating dispersa.
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K25

Figura 15

Tincion del material nulear con Hoechst a ias 24 hofas después del cambio de medio. En Ias células control
(K25} se observa la cromatina dispersa (a), mientras que 1as céllas que se les sustituyé €l medio por uro con
K5. sin suero Muestran niclees can la cromatina condensada (b).
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Niveles de proteina

Para estudiar la participacién de las proteinas de ia familia de Bel-2 y del citocromo ¢ en el
proceso de muerte de las células granulares en cuftivo, se cuantificaron los niveles de Bol-
2. Bax y citocromo ¢ mediante la técnica de réplica tipo Western, en células que se
desarrollan en condiciones de bajas concentraciones de potasio (K5), en células tratadas
con NMDA. y en células a las que se les sustituye un medio con altas concentraciones de

potasio (K25) por une con bajas cancentraciones (K5).

Efecto del NMDA sobre los niveles de Bol-2, Bax y citocromo ¢ en células granufares def
cerebelo

Se obtuvieron homogenados totales y se analizaron las mismas cantidades de proteina
de células de 2,4,6 y 8 DIV crecidas en K5 o tratadas con NMDA.
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FIGURA 16

Efecto del NMDA sobre los niveles de Bcl-2 y Bax. a) La réplica tipo Western muetra que el tratamiento can
NMDA. provoca un aumento en los niveles de Becl-2 alrededor de los 6-8 DIV, mientras que no afecta el
comportamiento de los niveles de Bax, con respecto a las células control {K5) b) E! analisis de la relacidn de
105 niveles proporcionales de la proteina antiapoptotica sobre la proapoptatica, muestran que la relacion Bel-
2/Bax aumenta a lo largo de los dias en cullivo y que este aumento es mayor en las células tratadas con
NMDA que en las células controi en todos los DIV analizados. Los datos graficados son el resultado de la
cuantificacion de un solo inmunoanalisis representativo de 3 repeticiones.



Los resultados obtenidos en las células control muestran gue los niveles de Bel-2
presentan una tendencia a incrementar con el tiempo en el cultivo, alcanzando un maximo
de aproximadamente el 27% a los 8 DIV con respecto a los 2 DIV (figura 16). El
tratamiento con NMDA incrementa significativamente esta tendencia alcanzandose un
maximo del 56% a los 6-8 DIV con respecto a los 2 DIV. El tratamiento con NMDA por 6-8
DIV induce un aumento de 31-36% respectivamente en relacion a fos niveles en las

células control {figura 16).

Los niveles de Bax presentan una tendencia a disminuir con el tiempo en cultivo,
alcanzando un minimo de 17% a los 8 DIV con respecto a los 2 DIV. El tratamiento con
NMDA no cambia esta tendencia, aunque la disminucién en {os niveles de esta proteina
alcanza aproximadamente un 29% a ios 8 DIV con respecto a los 2 DIV (figura 16 a).

Los niveles relativos de Bcl-2/Bax en los cultivos contro! presentan un aumento del 50%
en el DIV 8 con respecto al DIV 2, mientras que esta relaciéon aumenta un 120% en las
células tratadas con NMDA (Figura 16 b).

Se analizaron los niveles del citocromo ¢ tanto en jas fracciones mitocondriales, como en
las fracciones citosolicas, para determinar si la liberacion de esta proteina de la
mitocondria hacia el citosol participa como parte de Ia via de sefalizacién en el procesy
de muerte observado en los dos modelos utilizados en este trabajo. En el modelo de
muerte inducida por Ia faita de estimulacién depolarizante en las etapas tempranas del
desarcollo en cultivo, también se analizo ¢l efecto del tratamiento con NMDA sobre los

niveles de citocromo ¢ en ambas fracciones.

Se utilizaron células de 3, 5y 7 DIV controi y tratadas con NMDA, a partir de las cuales se
obtuvieron fracciones mitocondriales y citosélicas de cada condicion, que se analizaron
nor medio de la técnica de réplica tipo Western, utilizando un anticuerpo policlonal contra

citocromo ¢ {Santa Cruz).
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FIGURA 17

Niveles de citocromo ¢ en fracciones de células contro! de células tratadas con NMDA. a) El inmuncanélisis
muestra que en los dias analizados, no se observan cambios significativos en la localizacién del cltocromo ¢
tanto en 1as células control, como en las células ratadas. b) La grafica nos muestra que ia relacion de los
niveles de citocromo c en la fraccién mitocomdrial contra la fraccién citos6lica no cambia en los tiempos
analizados, {0 que sugiere que no hay cambios netos n { localizacion de esta proteina. Los datos graficados
son el resuttado de la cuantificacidn de un solo inmunoanalisis representativo de 3 repeticiones.

Los resultados muestran que en las celulas control se induce una pequefia disminucién de
los niveles de esta proteina en las fracciones mitocondriales del dia 3 al 5 manteniéndose
constante en el dia 7, sin embrago no se distingue un aumento significativo en {os niveles
de las fracciones citosdlicas (figura 17). Las células tratadas con NMDA muestran niveles
mayores de esta proteina en las fracciones mitocondriales en comparacion con las células
control. sin embargo presentan la misma tendencia de disminucién en la fraceion
mitocrondrial con el tiempo en cultivo, ¥ ningun cambio significativo en los niveles de esta
proteina en las fracciones citosélicas. También se utilizé como un control el andlisis de los
niveles de citocromo ¢ en los homogenados totales de las mismas condiciones y se
ohservd que las células tratadas con NMDA muestran un pequefic aumento de la proteina

con respecto a sus controles (No se muestra).

Como se observa en la grafica en la figura 17b, la relacién de los niveles de citocromo ¢

en la fraccion mitocondrial y ia fraccidn citosdlica no muestran cambios significativos.



Efecto de la privacion de KCI sobre l0s niveles de Bcl-2, Bax y citocromo ¢

Por otra lado, se analizaron cultivos que s& mantuvieron en un medio con K23 por 7 DIV,
cuando se les sustituyo este medio por uno con K5, sin suero. Después de 2, 4, 6, 8,10y
24 horas a partir del cambio, se obfuvieron homogenados totales de estas .poblaciones,
que se analizaron por medio de la técnica de réplica tipo Western, utilizando anticuerpcs
policlonales contra Bax y Bcl-2. Se utilizé un control sin cambio de medio y otro con

cambio a medio nodriza (K25).

Los resultados mostraron que los niveles de Bcl-2 se mantienen sin cambios
significativos al menos hasta 26 horas después del cambio. Por otro fado, los niveles de
Bax presentan delas2alas 4 horas una ligera tendencia de aumento y posteriormente
disminuyen, hasta alcanzar a las 26 horas el 24% del contro! sin cambio de medio y el
27%, del control con cambio de medio nodriza {Figura 18 a).

La relacién Bax/Bcl-2 presenta un pequefio aumento a las 2 horas después del cambio de
medio y posteriormente diminuye a lo large de las horas (figura 18 b).
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FIGURA 18

£fecto de la deprivacién de K* en los niveles de Bax y Bcl-2. Las células fueron sometidas a una disminucion
de las concentraciones de potasio a los 7 DIV, a) Se analizaron lisados celulares a diferentes horas después
del cambio de medio con la réplica tipe Western utilizando anticuerpos policlonales contra Bax y B¢l-2. El
inmunoanalisis muestra que los niveles de Bcl-2 se mantienen sin cambios significatives hasta las 24 horas
después del cambio de medio, mientras que tos niveles de Bax presentan un pequeiia disminucion a partir de
tas 4 hotas. b) La grafica muestra gue la relacion de Bax/Bel-2 disminuye a lo largo de las horas después del
cambio de medio. Los dalos graficados son el resultado de la cuantificacion de un solo inmunoanalisis
representativo de 3 repeticiones.

De la misma manera se utilizaron células sometidas al mismo tratamiento de cambio de
medio, las cuales se procesaron a las 2, 4, 6, 8 y 24 horas después del cambio para
obtener |as fracciones mitacondriales y citosdlicas correspondientes. La inmunodeteccion
de citocromo ¢ no muestra cambios significativos en los niveles de esta proieina en

ninguna de las dos fracciones (Figura 19).

En los niveles relativos de citocromo ¢ en ambas fracciones se observa un pequerio
incremento a las 2 horas el cual, mas que a un incremento en ia fraccion mitocondrial, se
debe a una disminucion en los niveles en la fraccion citosolica (figura18b). Posterirmente
a las 4 y 6 horas después del cambio de medio se presenta una disminucién en este valor
la cual a las 4 horas representa una disminucién total del citocromo c en ambas fracciones
y a las 6 horas se determina por la disminucion de esta proteina en la fraccion

mitocondrial y un ligero aumento en sus niveles en la fraccion citosdlica.
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FIGURA 19

Efecto de la deprivacién de K* en la localizacién del cilocromo C. Se obtuvieron fracciones celulares de
cultivos a los cuales se somelieron a los 7 DIV a una disminucién en las concentraciones de potasic en el
medio de cullivo y se analizaron mediante un inmunoandlisis. a) los resultados muestran que, aungué se
observa una pegueiia disminucion en la fraccion mitocondrial, no hay un aumento significativo en los niveles
de esta proteina en el citosol. b) Esta observacion se hace evidente al observar en la grafica que no hay
cambios claros en Ios 1a relacion de los niveles de citocromo ¢ en ambas fracciones. Los datos graficados son
el resultado de la cuantificacién de un solo inmunoandlisis representativo de 3 repeticiones.

Efecto de la privacién de KCf sobre la relocalizacion de Bcl-2 y Bax



Ya que no se observaron cambios significativos en los niveles Bel-2 y Bax, estudiamos la
posibilidad de una redistribucion de Bel-2 y Bax de una fraccion a otra, que pudiera
mostrar una modificacién posttraduccional, que indicara su participacién en algtn nivel de
|a via de sefializacion de muerte de las células granulares maduras.
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FIGURA 20

Efecto de la privacidn de KC! en la relocalizacion de Bel-2 y Bax. Se obluvieron fracciones celulares de
cuttivos a ios cuales se les sustituy6 ef medio de cultivo con K25 por otro con K5, sin suero a los 7 DIV . Las
fracciones mitocondriales y citosolicas se corrieronen un SDS-PAGE y se analizaron mediante un réplica tipo
Westemn utlizando anticuerpos policlonales contra Bax y Bcel-2.

En el caso de Bcl-2 no se presentaron cambios en su localizacion subcelular. El
mondmero de Bax (21kD) se ecuentra tanto en la {fraccion citosdlica, como en la fraccién
mitocondrial a lo largo de las horas después del cambio de medio, sin presentar cambios
en su localizacion. Los resultados muestran una panda de aproximadamente 30 kD gue
es reconocida inespecificamente por el anticuerpo policional utilizado.

Los inmunoanalisis muestran que los niveles de 8cl-2 se mantienen constantes a través
del tiempo. En el caso de Bax se observa que los niveles de lo que seria el monémero de
Bax (21kD) no muestra cambios significativos en los niveles de ambas fracciones (figura
209,



Vi.- DISCUSION

Estudios previos muestran que ias células granulares de! cerebelo de rata en cultivo que no reciben
un estimulo despoiarizante mueren de manera apoptética a partir de los 5 DIV. Por otra parte, ias
células que crecen en un medio con altas concentraciones de pofasio y que son somefidas a la
privacién de potasio y suero, mueren también de manera apoptética dentro de un periodo de 24 a
48 horas (figuras 11 y 13). En este trabajo, nosotres confirmamos estas observaciones ai detectar
una reduccién significativa de MTT, asi como la contensacién de la cromatina de las células
mantenidas en K5 y las células sometidas al cambio de medio (figuras 14 y 15).

Un estudio previo sugiere que estos dos modelos de muerte en cultivos de células granulares del
cerebelo, finalmente inducidos por el mismo estimulo (en este caso la disminucién en ios niveles
intracelulares de calcio), presentan dos programas de muerte diferentes (De Luca et al, 19986). E!
trabajo de De Luca, un estudio de respuesta a tratamientos con citocinas y neurotrofinas en céiulas
granulares inmaduras y maduras, muestra gue el fratamiento con algunos de estos factores retrasa
ef proceso de muerte apoptdtica en las células crecidas a bajo potasio, mientras que el tratamiento
no tiena efecto en las células que crecen en condiciones de alto potasio y posteriormente son
sometidas a un cambio de medio con bajas concentraciones de potasio. En base a estos datos,
ellos proponan que los dos modelos de muerte son diferentes en cuanto a su respuesta a un mismo

estimulo, definida por los diferentes estados de maduracion de las células.

Entre fos productos génicos involucrados en la regulacién de ja apoptosis se distingue la
participacion de las proteinas de la familia de Bcl-2, en {a que se incluyen proteinas que tienen un
efecto antiapoptético y otras que promueven |a muerte. Se sabe que el tratamiento de las células
granulares con NMDA aumenta la sobrevivencia, inhibiendo el programa apoptético. El incremento
de calcio intracelutar provocado por la estimulacién del receptor tipo NMDA podria activar una via de
seffalizacion que tuviera efecto sobre la expresion de genes relacionados con la regulacién de la
muerte, de tal manera que promoviera la sobrevivencia, En este trabajo analizamos el
comportamiento de los niveles de dos de las proteinas mas estudiadas de esta familia, Bax y Bel-2,
en dos modelos de muerte de células granulares del cerebelo de rata en cultivo.

Se ha propuesta que el Bcl-2 endogeno es capaz de regular la muerte de las células granulares

inducida por diferentes estimulos, como la disminucion de {a concentracién de K en el medio, la
remocién del suero del medio en condiciones de alfo potasio Jos tratamientos con etopésidos,
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A23187 o nimodipina (Tanabe et al, 1997). En el frabajo del grupo de Tanabe se realiza un
*knockout” del gen bel-2 en células granulares del cerebelo y encuentran que la muerte inducida por
la disminucion en las concentraciones de potasio en el medio de cultivo se acelera en comparacion
a las células de tipo silvestre. Sin embargo, no se ha podido mostrar hasta ahora que los niveles de
esta proteina se modifican bajo condiciongs que promueven {(K5) o protegen contra la muerte
apoptética (NMDA o K25) en este modelo.

Modelo de muerte apoptética de las célutas granuiares del cerebelo por falta de estimulacién
despolarizante durante su desarroilo en cultive,

Los resuitados de nuestro estudio muestran que las células que crecen en un medio con
concentraciones fisiclggicas de potasio muestran un pequeiio aumento en los niveles de Bel-2alo
largo de los dias en cultivo (figura 16). Esto coincide con lo observado durante el desarrollo in vivo
(Castrén et al, 1994; Merry et al, 1994). En el caso de! desarrolio del cerebelo de larata se detectan
altos niveles del mensajero de Bcl-2 en las neuronas granulares en P2, P10 y P15 (Castrén et al,
1994). En desarrollo del ratén se presentan altos niveles de esta proteina en las células granulares
alrededor del P11, los cuales se retienen en las células diferenciadas de la capa granular interna
(Merry et a!, 1994). Se ha sugerida que el hecho de que la expresion de Bcl-2 se mantenga en
tiempos posteriores a la etapa de muerte reportada en fa primera semana postnatal (P5-P8) puede
indicar que ademés de jugar un papel importante en la sobrevivencia de éstas neuronas Bcl-2
puede estar refacionado con algtin proceso en ia diferenciacién (Wood et al, 1993).

Bajo estas mismas condiciones s observa una diminucién de fos niveles de Bax a lo largo de los
dias en cultivo {figura 18). Este efecto puede estar relacionado con el decremento general de los
niveles de esta proteina en el cerebelo total, ue se reporta en esiudios inmunohistoquimicos del
desarrollo del sistema nervioso de rata in vivo (Vekrellis et al, 1897). Durante el desarrollo del
cerebelo los niveles de Bax son altos en los dias postnatales 1-8 y posteriormente disminuyen,
alcanzando una reduccion del 50% al dia 15, la cual aumenta hasta el dia 21, hasta desaparecer en
el cerebelo maduro. Por lo tanto, los niveles mas altos de Bax in vivo coinciden en el tiempo con el
proceso de muerte de un gran nimero de neuronas granulares que ocurre en fa primera semana
postnatal (Wood et al, 1993). De acuerdo a esto, en el presente estudio se encontré que en los

primeros dias de cultivo los niveles de esta proteina se encuentran altos, ya que en el momento en
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que se obtienen las células para el cultivo (P8}, éstas se encuentran al final de un proceso de
seleccion a través de una etapa de muerte. Asi mismo, el decremento que se observa a lo largo de
los dias en cultive, puede estar relacionado con el decremento que s observa in vivo del dia P8
hacia P15 y dias posteriores, equivalente alos 12 7DIV.

Se ha propuesto que en alguncs modelos la muerte apoptética depende de en parte de la relacién
de las proteinas proapoptéticas en proporcién con las antiapoptéticas (Bcl-2/Bax), mas que de sus
niveles absolutos por separado (Oltvai et al, 1993; revisin en Merry & Korsmeyer, 1997}. En
nuestre modelo, en las células contro! Ia refacién de los niveles de Bel-2/Bax presenta un aumento a
lo 1argo de los dias, el cual no parece ser suficiente para mantener la sobrevivencia.

Se ha propuesto que Bax es capaz de promover la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria, el
cual en asociacion con ofras proteinas citosblicas provoca fa activacion de la cascada de caspasas,
iniciando de esta manera el programa de muerte (Jiirgensmeier et al, 1998). En este estudio se
sugiere un modelo de liberacion del citocromo ¢ mediado por Bax, en el cual Bax es capaz de
causar Ia liberacién det citocromo directamente y sin ningin cambio morfoldgico aparente, como el
hinchamiento de la mitocondtia e independientemente de la interaccién con miembros
antiapoptoticos de la familia de proteinas tipe Bcl-2, Se calcula que se libera alrededor de 20% del
total del citocromo ¢, el cual es suficiente para el mecanismo de activacién de caspasas, y
posiblemente el citocromo restante sostenga la cadena respiratoria y los niveles de energia

necesarios para el proceso activo de muerte apoptdtica.

£n este trabajo exploramos también la posibilidad de que la fiberacién del citocromo ¢ fuera una
parte importante del programa de muerte inducido por falla de un estimulo depolarizante durante el
desarrollo de las células granulares en cultivo, ya fuera por Ia accion directa de Bax o por alguna
otra via que promoviera esta liberacion. En este sentido, encontramos que en las células control,
aunque se observa una pequefia disminucién en los niveles de citocromo ¢ en la fraccidn
mitocondrial, no se observa un aumento significativo en la fraccion citosélica, a lo largo de Jos dias
en cultivo (figura 17a). Al calcular Ia relacién de los niveles de esta proteina en ambas fracciones
enconframos que no se presenta ningdn cambio neto significativo (figura 17b) en los dias
analizados. El evento de muerte en este modelo es relativamente heterogénea en tiempo, por lo
que probablemente no pudimos captar el evento puntual de ia salida del citocromo c hacia el
citosol. Sin embargo no pudimos detectar el cambio evidente esperado en la poblacion en los dias

anteriores a los 7DIV cuando ya se observa una disminucion significativa de la sobrevivencia.

84



Algunos reportes recientes muestran la existencia de modelos apoptoticos independientes de 1a
iberacion del citocromo ¢ de ia mitocondria, por lo que se sugiere que este evento puede ser
dependiente del tipo celulary del estimulo apoptético. (Chauhan et al, 1997; Li et al, 1997, Tang et
al, 1998; Adachi et al, 1998). Este podria ser el caso de nuestro modelo, sin embargo para asegurar
el pape! del citocromo ¢ en este modelo sugerimos la realizacién posterior de experimentos de
imnunodeplecion del citocromo ¢ ufilizando anticuerpos centra esta proteina y ver si se Inhibe la
muerte de estas neuronas y de esa manera determinar i la liberacion del citocromo es un evento

clave en el proceso de muerte.

Motloio de muerta de células granulares dei corghelo maduras inducida por la disminucién
on 'a concentracién K+ en el medio.

Cuando las células granulares cultivadas durante 7-8 DIV en un medio con alto potasio (K25) son
sometidas a un cambio de medio con bajo potasio (K5) sin suere, mueren apoptéticamente (Gallo et
al, 1987; D'Mello et al, 1993; Yan et al, 1994). Las células privadas de esiimulacion comienzan a
mostrar cambios morfolégicos a partir de fas 6 horas, aunque el fenémene de muerte en el cultivo,
en general, es heterogéneo, pudiendo enconirar células en buen estado aun 24 horas después del
cambio. En este sentido, debe de tomarse en cuenta el estudio de Miller y colaboradores (Miller et
al, 1996), que sugiere que en este modelo se observa un proceso bifasico ya que el cultivo presenta
células con diferente sensibilidad. Asi, una poblacién de células es mas sensible a ia falta de suero y
mueren mas rapidamente, mientras que otra poblacién es mdas sensible a la disminucion en las
concentraciones de potasio y su muerte es sensiblemente mas lenta,

Par otro lado, se debe tomar en cuenta gue la evaluacion de la scbrevivencia por la reduccién del
MTT es un método indirecto para Ia determinacion de la sobrevivencia celular, el cual se basa en el
funcionamiento de la mitocondria como indicalivo de viabilidad celular. Sin embargo, debe
recordarse que la muerte apoptética es un proceso activo, que requiere de energia para lievar a
cabo un programa cuyo resultado es una muerte organizada, con el fin de no afectar a las células
adyacentes, Para disponer de esa energia es necesaro que se mantenga por lo menos una parie
de las mitocondrias en buen estado estructural y funcional. Por esto, existe un desplazamiento
femporal en la curva de sobrevivencia obtenida mediante este método, ya que pueden interpretarse
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como un signo de viabilidad los datos obtenidos en base a mitocondrias funcionales de células que

ya estan comprometidas a morir.

Utiizando este mismo modelo de muerte apoptética en neuronas granulares, Gleichmann y
colaboradores (Gleichmann et al, 1998) muestran que no hay cambios en los niveles de RNA
mensajero, ni en los niveles de proteina de Bax y Bcl-2 y otros miembros de la familia de bcl-2 (bel-
xL, bel-xS, bad, bag-1), con respecto al contro! (tratado con cambio de medio sin suero con K25).
Por otra parte, el grupo de D'Mello reporta una disminucién en los niveles del mensajero de bel-2 y
bekxl a las 4 horas después del cambio de medio y un aumento del de bcl-xs a las 2 heras (D'Mello
et al, 1997). En el presente esiudio encontramos un pequefio aumento de los niveles de Bcl-2 en las
primeras horas después del cambio de medio (4-8 hrs)) (figura 18). Este aumento puede estar
relacionado con la proteccion de una parte de la poblacién via la regulacién de los niveles
endégenos de Bck-2, probablemente retrasando el proceso de muerte de esas células por unas
horas. Esto se apoyaria en fos estudios en células granulares del cerebelo que no expresan Bel-2,
cuya muerte inducida por la disminucion det K+ en el medio de cultivo se acelera en comparacion a
las células de tipo silvestre (Tanabe et af, 1897).

En el trabajo de! grupo de Gleichmann se observa que los niveles de Bax aumentan a lo largo del
tiempo, aunque este dato no es tomado en cuenta por los autores en la discusion. A diferencia de
este resultado, nosotros encontramos gue los niveles de esta proteina permanecen sin cambios
significativos hasta las 6 horas después del cambio de medio y posteriormente disminuyen
manteniéndose hasta as 26 horas (figura 18). Este resultado ha sido consistente y constante.

El grupe de Miller sugiere que la produccion endégena de Bax €s necesaria para que se leve a
cabo la mueite de granulares de ratén por deprivacion de potasio, ya que al generar un “knockout”
de bax, aunque no se evitan cambios tempranos en el proceso de muerte, si aumenta la
sobrevivencia de las células sometidas a una disminucion en las concentraciones de potasio en el
medio (Miller et al, 1997). En sus resultados se observa gue en los animales silvestre {Bax+/+), los
niveles de RNA mensajero de Bax permanecen constantes en fas primeras horas y posteriormente
disminuyen entre 1as 12y 72 horas después dei cambio. Este restitado podria ser similar a nuestros
resultados en el modelo de las células granulares de cerebelo de rata y parece indicar que el efecto
de Bax no necesariamente esia determinado por un aumento en {a produccion de esta proteina.
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El grupo de Gleichmann también reporta que dentro del proceso de muserte estd involucrada la
salida del citocromo ¢ de la mitocondria lo cual acurre entre tas 5y 7 horas después del cambio.
Esta informacién no coincide con los resuifados encontrados en este frabajo, ya que no
encontramos cambios significativos en la distribucion de esta proteina hasta las 10 horas después
del cambio de medio. Este dato coincide con otros resuitados obtenidos en el laboratorie, en los que
se demuestra que en este sistema no hay actividad de la caspasa 9, la cual es esencial en el
modelo de activacién de caspasas inducida por el citocromo ¢ (L et al, 1997; Pan et al, 1998).

Ya que no se encontraron cambios marcados en jos niveles de Bax y Bcl-2 que puedan explicar ios
mecanismos celulares de esta muerte, exploramos la posibilidad de que el cambio no fuera a nivel
de la sintesis de proteina, sino a través de cambios postraduccionales. En trabajos recientes s@ ha
demostrado en algunos sistemas que, al contrario de lo que se pensaba, la localizacion de Bax no
estaba limitada a fa mitocondria, sino gue también se encuentra como mondmero en el citosal y que,
ante un estimulo apoptético este monémero se trasioca a la mitocondria, en donde se dimeriza y
gjerce su efecto, probablemente provacando una disfuncion mitocondrial (cambios en el potenciai de
membrana, formacion de radicales libres yfo liberacién de citocromo ¢). De esta manera, en este
trabajo estudiamos la probabilidad de que en nuestro sistema el estimulo de muere estuviera
provocando la relocalizacion de una fraccion de Bax que inactiva en el citosol, hacia la mitocondria
donde se activaria provocando algin cambio que encendiera una via de muerte independiente de la
participacién del ctocromo c. Sin embrago, no encontramos cambios significativos en el monomero
de 21 kD {figura 20).

Como un contral se analizaron los niveles de Bel-2 en ambas fracciones y se obtuvo una seiial
fuarte en la fraccién mitocondrial, que no presentan cambios a lo largo del iempo de tratamiento
(figura 20}, lo cual coincide con los resultados obtenidos a partir de homogenados totales. En fa
fraccion cilosolica se observa una sefial basal constante, lo que puede deberse al Bel-2 que se
encuentra en el reticulo endoplésmico y/o a contaminacién con material mitocondrial liberado de
células muertas de manera necrética durante el proceso de cultive o de tratamiento.

Como ya se ha mencionado, varios trabajos demuestran la importancia de las interacciones
proteina-proteina entre los miembros de la familia de Bcl-2, como parte esencial en su regulacion.
En base a estas teorias, se podria esperar que la relacion de los niveles de Bax/Bgl-2 aumentara en
las células a las que somete a {a privacion de potasio, con respecto a las células control y que este
aumento fuera mas evidente a {o largo de las horas después del cambio de medio, conforme



aumenta el nimero de células que va muriendo. Sin embargo, los resultados muestran una
disminucién en los niveles relativos de Bax sobre los de Bel-2 conforme transcurre el tiempo

daspués del cambio de medio.

Debido a la redundancia en la funcién de los distintos miembros de la familia de proteinas de tipo
Bcl-2, Bax y Bcl-2 podrian no estar involucrados directamente en la regulacién de este madelo de
muerte y ser otras las proteinas importantes. El estudio de Gleichmann y colaboradores
(Glecihmann et al, 1998) muestra que por lo menos en el caso de bclx y bel-xs, bad y bag-1 no
hay cambios en los niveles de mensajero, ni de proteina, sin embargo los resuttados no son muy

claros, ni contundentes,

Por otra parte, es importante considerar que la accién de los miembros pro y antiapotéticas de ia
familia de proteinas de fipo Bel-2 no es necesariamente dependiente det efecto inhibidor de unas
sobre otras (Knudson & Korsmeyer, 1997: Clair et al, 1997), por io que los valores reiativos entre

ellos no siempre definirén la sobrevivencia o la muerte de la céiula,

Como sugiere el grupe de Gleichmann, aunque no muestren cambios en sus niveles protéicos, los
miembros de la familia de proteinas tipo Bcl- 2 pueden estar involucrados en el proceso de muerte
de fas células granulares del cerebelo en cultivo, regulando su actividad pro y antiapoptdtica
mediante cambios postraduccionales, como fosforilaciones, fragmentaciones o interacciones con
otras proteinas (ito et al, 1997; Datla et al, 1997; Cheng et al, 1997; Clem et al, 1998).

Inhibicién del programa de muerte apoptética de las células granulares en cultivo inducido
por el NMDA.

La estimulacién det receptor del tipo NMDA (150 uM) a los 2DIV aumenia la sobrevivencia de estas
céhilas en cultivo sembradas en concentraciones fisiologicas de potasio.

Nuestros resultados sefialan que las células tratadas presentan ia misma tendencia en los niveles
de Bax observada en las células control (K10), ya que éstos se encuentran altos en los primeros

dias de cultivo y posteriormente disminuyen a lo largo de los siguientes DIV.

£ presente estudio muestra que este tratamiento induce un incremento en los niveles de Bcel-2 en
las células tratadas por 6-8DIV que representa un 30-36% de aumento con respecto al control. Este

L1



incremento se presenta en un periodo importante durante el desarrollo de estas células en el
cultiva, ya que es el tiempo en el que se define su sobrevivencia o su muerts, dependiendo de la

presencia de |a estimulacion depolarizante.

Al analizar |a relacion de los niveles de Bcl-2/Bax se abserva un claro aumento de este vator en as
células tratadas con NMDA a lo largo de los dias de cultivo, aumentando a mas del doble al
comparar el DIV 8 con el DIV 2. Los valores de esta relacion entodos los tiempos son mayores en
las células tratadas en comparacién con las células control, Este resultado sugiere una posible
participacién de Bcl-2 en la via de inhibicion de la muerte apoptética inducida por el NMDA.

Se ha propuesto que el efecto antiapoptético de Bcl-2 puede estar definido por su capacidad de
inhibir 1a liberacién de citocromo ¢ {Kiuck et al, 1997; Yang et al, 1997), por lo que el aumento de
Bel-2 observado en las células tratadas con NMDA podria actuar a este nivel. Nuestros resultados
indican que las células tratadas muestran la misma tendencia de los niveles de citocromo ¢ que las
células control.



Vil.- CONCLUSIONES

v Las células granulares del cerebelo en cuitive que no reciben un estimulo despolarizante,
mueren de manera apoptética a partir de los 5 DIV.

Bajo estas condiciones los niveles de Bax son altes en los primeros dias y posteriormente
disminuyen a lo largo de los dias en cultivo, lo que sugiere que esta proteina no participa en
el programa de muerte. Los niveles de la proteina antiapoptética Bcl-2 muestran un pequefic

aumento a lo largo de los dias en cultivo.

En este modelo de muerte no hay relocalizacién del citocroma ¢ de la mitocondria hacia el
citosol en los DIV analizados en este estudio.

v La estimulacién del receptor a NMDA incrementa la sobrevivencia de las células gue
crecen en un medio con K5.

Este tratamiento no tiene efecto en los niveles de Bax, en comparacion con las células no
tratadas. Sin embargo, el estimulo del receptor a NMDA provoca un aumento en los niveles
de Bel-2, mayor al observado en las células control. La relacién proporcional Bel-2/Bax en
las células tratadas aumenta a lo largo de los dias en cultivo y es mayor que el calculado

para las células control en todas las edades analizadas

La estimulacién de las células granulares con NMDA no induce la relocalizaciéon del

citocromo c.
/ Los cultivos de células granulares del cerebelo de rata crecidas durante 7 DIV a K25
mueren de manera apoptotica entre las 24 y 48 horas después de que el medio de cultivo es

reemplazado por otro con K5, sin suero.

Estas células presentan un pequerio incremento en los niveles de Bcl-2 en las primeras

horas después del cambio de medio y una disminucion de los niveles de Bax

Los resultados presentados en este trabajo indican que la regulactdn de los niveles

endégenos de Bax y Bcl-2 no participan en el programa de muerte apoptotico de las celulas
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granulares del cerebelo de rata en cultivo privadas de estimulacidn por altas concentraciones

de KC! en el medio de cullivo.

La participacion de estas proteinas en esta via podrian estar reguladas a nivel de alguna
modificacién en la actividad de la proteina ya sintetizada. En este trabajo se demostrd que la
deprivacion de potasio a celulas granulares maduras no provoca la relocalizacion de Bax del

citosot hacia la mtocondria, como sucede en algunos modeios apoptsticos.

Debido a la redundancia en Ia familia de las proteinas del tipo de Bcl-2 se podria esperar que
ofros miembros de ia familia tuvieran un papel decisivo en este proceso de muerte.
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