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RES UME N

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que representa un
proceso activo que requiere de energía, síntesis de ARN m y de proteín as .
Algunas de sus caracterí sticas son la condensación de la cromati na, el
encogimiento celular, la fragmentación del ADN y la activación de un tipo
específico de proteasas conocidas como caspasas. La apoptosis participa de
forma importan te durante el desarrollo embrionari o y en condiciones patológicas
del adul to.

Recientemente se ha sugerido que un ambiente oxidante, resultante de la
acumulación de especies reactivas de oxígeno (ERO), puede consti tui r un
estímulo tanto ind uctor como ejecutor e incluso regulador de la mu erte
apoptótica. Todos los organismos producen ERO como subproducto del
metabolismo aeróbico normal, particular me nte en la respi ración mitocondrial,
pe ro también exis ten otras fue ntes como la actividad de la NADPH oxidasa,
identificada originalmente en fagocitos . Recientemente se han encontrado
proteinas homólogas de NADPH oxidasa (Nox 2) denominadas Noxl a Nox5, en
distintos tipos celulares.

Se ha observado en diferentes neu ronas en cultivo que la inducción de la
muerte apoptótica genera una condición prooxidante, y que el tratamiento con
antioxidantes inhibe o retrasa la muerte. Por otro lad o, se ha prop ues to que una
de las ERO generadas bajo es tas condiciones apoptóticas podría ser el anión
su peróxido formado por una NADPH oxidasa presente en neuronas.

Empleando como modelo el cultivo de neuronas granulares de cerebelo
( CC) de ratones y utilizando como inductores apoptóticos la privación de KCl
extracelular (K5) y la aplicación de la estaurosporina (St), en este trabajo se
analizó la pa rticipación de es ta enzima en la muert e apoptótica de NCC de
ratones deficientes en Nox 2. Prime rame nte validamos el uso de NCC de ratón
como modelo de muerte apoptótica dilucidando así una controversia sobre los
mecanismos de muerte en NCC de rata y ratón. Por otro lado, encontramos que
las NCC de ratones deficientes en Nox 2 mueren de manera idéntica a la
observada en ra tones silvestres. Así, ambos estímulos, K5 o 51, ind ucen la
actividad de caspasas y una reducción de la viabilidad de manera similar en
NCC de ambos tipos de ratones. También encontramos que en ambos casos se
induce la activaci ón de NADPH oxidase y la producci ón de anión super úxido.
En todos los casos el empleo del inhibidor de esta enzima, el difenilyodonio
(DPI), disminuye la actividad de la enzima, la producción de EOR, la activación
de caspasa-3 y la muerte neuronal.

Estos resultados nos indican que la Nox 2 no es indispensable para la
muerte apoptótica de las NCC de ratón, lo que sugeriría la participación de otros
miembros de la familia de las NADPH oxidasas en este proceso.
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1. INTRODUCCION

1.1. Muerte apoptótica

La muerte apoptótica o apo ptosis es un mecanismo fisiológico utilizado

por los organismos pluricelulares durante el desarr ollo y la morfogénesis para

controlar el nú mero de células, pa ra formar estructuras y pa ra eliminarlas.

Además, en el organismo adulto tiene un papel importan te en la eliminación de

células dañinas y en la homeostasis tisu lar (Vaux y Korsrneyer, 1999; [acobson et

al., 1997) .

Este tipo de muert e es un proceso activo y orde nado qu e requ iere de

energía, síntesis de ARNm y de proteí nas (Oppenhe im et al., 1990), adem ás de

tener carac teris ticas bioquímicas, morfológicas y molecul ares parti culares.

Algunas de sus carac terís ticas morfológicas son la conde nsación de la croma tina ,

el encogimiento celular y la preservación del sistema membrana!' lo que permite

la formación de cuerpos apoptóticos, los cuales son posteriormente fagocitad os

por macrófagos, evitando así que se vacíe el contenido celular y la consecuen te

reacció n inflamatoria (C reen y Beere, 2001).

Algunas características moleculares de la apo ptosis incluy en la

frag mentación de l ADN, la tras locación de la fosfatid ilserina de la capa interna

de la membrana a la capa externa, la liberación del citocromo c de la mitocondria

y la activación de proteasas de ciste ína. denominadas caspasas, entre otr as. (Fig.

1).

A d iferencia de la apoptosis, la necrosi s es un proceso de degeneración

celular pas iva, donde la integri dad tanto de la membrana plasmática como la

interna se pierde, vaciando as! el contenido citoplasmá tico y de los orga nelos al

medio extracelular, lo cual genera un proceso inflam atorio en el área afectada

(Hengartner, 2000)(Fig. 2).
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Figura 1: Algunos eventos moleculares de la apoptosis son la translocaci ón de fosfatidilserina (PS), la
fragmentación del DNA por endonucleasa s y la activación de proteasas como las caspasas, DEVD es el
sitio de corte de la caspasa 3.

Entre las proteínas que son sintetizadas durante la apoptos ís, las caspasas

tienen un papel muy importante, al estar involucrada tanto en el inicio como en

la ejecución de la muerte apoptótica (Thornberry y Lazebenik, 1998). La mayoría

de los cambios morfológicos observados durante este proceso se deben a la

acción directa de este grupo de pro teasas, las cuales son responsables del

procesamiento proteolítico de proteínas nucleares y de citoesqueleto que llevan

al desensamblaje celular (Hengartner, 2000).

Las caspasas se clasifican en iniciadoras y ejecutoras según la participación

temporal que tengan en el proceso de muerte. Las caspasas con grandes

prodominios como la 2, la 8 y la 9, funcionan como iniciadoras, al principio de la

cadena proteolítica, mientras las que presentan un prodominio pequeño como la

3, la 6 y la 7, funcionan como efectoras (Thornberry y Lazebenik, 1998).

2
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Figura 2. Diferencia entre apoptosis y necrosis. En la apoptosis existen cambios a nivel nuclear,
pcro las mitocondrias se preservan, también existe un encogimiento celular que lleva a la formación
de cuerpos apopt óticos, ya que la membrana no pierde su integridad . En el caso de la necrosis no
existen cambios nucleares sin embargo si hay cambios mitocondriales, adem ás hay un hinchamiento
que lleva a la lisis de las membranas y el vaciamiento del contenido intracelular.

Además de las caspasas existe una gran diversidad de moléculas que

regulan la apoptosis como son la pro teína adaptadora Apaf-l, el factor inductor

de apoptosis (AIF), las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), los

miembros de la familia Bcl-2, que pueden ser proapopt6ticos como Bax o

antiapopt6ticos como Bcl-2, entre otras (Danial y Korsmeyer, 2004).

3
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En general existen dos mecanismos de inicio de la apoptosis: la vía

intrínseca y la vía extrínseca. La primera involucra la liberación de moléculas

proapoptóticas de la rrutocondria, como Apaf-l (factor apoptótico activador de

proteasas) y el citocromo e, las cuales a su vez activan a la caspasa-9 por med io

de la formación del apoptosoma. Una vez activa, la caspasa-9 activará a la

caspasa-3 para continuar así con la cascada proteolftica. La vía extrínseca está

mediada por la activación de receptores localizados en la membrana plasmática,

los cuales reclutan a la caspasa-8 por med io de la proteína adaptadora FADD, lo

que provoca que la caspasa-8 se autoactive por proximidad. (Hengartner, 2000;

Danial y Korsmeyer, 2004).

1.2. Apoptosis en el sistema nervioso

La apoptosis es el tipo de muerte celular pro gramada responsable de la

eliminación fisiológica de muchas poblaciones celulares du rante el desarrollo, un

ejemplo de esto es lo que ocurre en el sistema nervioso central donde se ha

estimado qu e más del 50% de las neu ronas mueren durante el desar rollo

embrionario y/o la maduración post natal (Raff el al ., 1993; Burek y Oppenheim

1999).

El papel qu e desempeña la apoptosis dura nte el desar rollo incluye la

formación ópti ma de conexiones sinápticas y la eliminación de neuronas

innecesarias (Nijhawan el al., 2000). Que una neurona muera o no du rant e el

desarrollo depende principalmente del microambiente qu e la rodea. Si una

neurona logra hacer una conexión exitosa con su célula blanco, ésta le aportará

factores tr óficos qu e pro moverán su supervivencia (Sastry y Rao, 2000), si no, la

neurona morirá; lo que sugiere que al princ ipio del desarrollo hay una

sobrepoblación de neuronas y que éstas compiten por los factores tr óficos ,

La apoptosis además de participar en el desarrollo del sistema nervioso

(SN) también ha sido descrita en condicio nes patológicas de l ad ulto, ya que se ha

4
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sugerido que participa en muchas enfermedades neurodegenerativas como la

enfermedad de Alzheimer y la de Parkinson, entre otras (Nijhawan et al., 2000).

1.3. Apoptosís, estrés oxidativo y NADPHoxidasa

La tensión oxidativa es producto de la acumulación de especies reactivas

de oxígeno (EOR), entre las cuales se encuentran el radical superóxido (02"-)' el

peróxido de hidrógeno (H2Ü2). el rad ical hidroxilo (·OH-). el peroxinitrito

(ONOO), entre otras . Tradicionalmente se había propuesto que el estrés

oxidativo se asociaba exclusivamente con la muerte necrót ica. Recientement e se

ha descrito que este eve nto puede constitui r un estímu lo tant o ind uctor como

ejecutor e incluso regu lador de la muerte apo ptótica (Atabay et al., 1996; Schultz

et al., 1996; Kroemer, 1998; Sakaguchi et al., 1998; Kowaltowsky et al., 1999;

Nichols y Budd 2000; Valencia y Morán 2001) .

Las EOR fueron consideradas por mucho tiempo instru mentos de

defensa, como en el caso de los macrófagos que las usan en la descarga oxidativa

para eliminar a los microorganismos, y agent es dañinos que al acumularse

producían envejecimiento celular. Algunas evid encias recientes apuntan a que

las EOR tienen pa peles más específicos en la fisiología normal de las células. En

el caso del sistema nervioso, existen evide ncias de estos episo dios oxidativos

tanto en pa tologías (enfermedades de Alzhe imer y Park inson, esclerosis lateral

amiotrófica, sínd rome de Down, entre otras) como en procesos fisiológicos

du rante el desarrollo del mismo (Halliwell, 1992; Tan et al., 1998; Nijhawan et al.,

2000; Valencia y Morán, 2001) .

Todos los organismos producen EOR como un subproducto del

metabolismo aeróbico normal, particularmente en la respiración rnitocondrial

donde, a nivel del Complejo l de la cadena de transporte electrónico, hay una

pérdida de l 1-2% de electro nes los cuales reducen pa rcialmente al O2para formar

5
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°2,' (Cadenas y Davies, 2000). Existen también otros medios de producción de

EOR como la xantina-oxidasa, la cual puede formar 0i' a partir de O2 y el

citocromo P450, entre otras; pero posiblemente el complejo enzimático más

importante sea la NADPH oxidasa (Sauer et al., 2001).

La NADPH oxidasa es una enzima que transfiere electrones del NADPH

al oxigeno molecular produciendo así el anión superóxido. El complejo

identificado originalmente en fagocitos está compuesto por el flavocitocromo o

citocromo b formado por 2 subunidades transmembranales (gp91-phox 6 Nox 2

y p22-phox) y por 3 reguladores citosólicos (p67-phox, p47-phox y p40phox) y

¡l22¡;1l:11.

~'
ext~~e:~ . ro

.' ) "l,}, '1'
1¡

'". i./~ ()~·. I.'- .l·.

intracelular

Proteínas
reguladeras

'-- Conformación
autoinlubitoria

Microorganismos y
llgente6inflamatorioD

Activeción celular

/ Ilniéne le
msrobrana

Figura 3. Activación de la NADPH oIidasa de neutrófllcs. La activaci6n dc gp9 lphox ocurre
cuando al menos tres señales resultan en el ensamblaje de las proteínas reguladoras con el
flavocitocromo b588, estas señales son la fosforilaci6n de p47phox, el metabolismo lipídico el cual
provee de lípidos a los que p47phox y p40phox tienen sitio dc uni ón, así como la traslocaci6n de
Rae a la membrana y su unión con p67phox para formar el complejo activo. (Lambeth, 2004)

6
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requiere de una GTPasa, Rac1 o Rac2, para su activación (Henderson et al., 1995,

Clark et al., 2004)(Fig 3).

La NADPH oxidasa fue originalmente descrita en neutrófilos (Babior et al.,

2002) donde es una fuente importante de ani ón su per óxido du rante la "descarga

oxidativa" en respuesta de mediadores inflam atorios o microorganismos. Para

su activación se requiere que el complejo citoplásmico se una al citocromo b.

Esta interacción se previene en el estado de reposo de la enzima gracias a la

conformación auto-inhibitoria de p47-phox, la cual requiere ser fosforilada para

que pueda ser tras locada a la membrana plasmática y formar el complejo activo

con gp91-p hox (Nox 2), la subunidad catalítica (Groe mp ing el al., 2003). Se cree

que esta fosforilación la lleva a cabo la prote ína cinasa C (PKC), por lo que se le

invol ucra en la regulación de la actividad de la NADPH oxidasa (Noh y Koh,

2000) (Fig 3).

1.4. Familia de las NADPH oxidasas (Nox)

Recientemente se han identi ficad o proteín as homólogas a gp91-phox,

denominadas Nox1 a Nox5 (po r NADPH-oxidasa), en células no-fago clticas

como fibroblastos, células endoteliales, osteoclastos etc., así como en una gra n

variedad de tejidos como colon, riñones, glánd ula tiroides, entre otros (Lambeth

et al., 2000; Cheng et al. , 2001; Lambeth, 2004; Geiszt y Leto. 2004). También se ha

identificado otro tipo de proteínas homólogas denominadas Duox 1 y 2 (por

Dual oxidasas), las cuales además de tener una región homóloga a gp91-phox

tienen un dominio ad icional hom ólogo a perox idasa y un sitio de unión a Ca2+

(Fig 4) (Cheng et al., 2001; Lambeth, 2004).

Todas estas enzimas son estructuralmente muy parecidas a Nox 2 (gp91

phox), ya que todas contienen un dominio de flavocitocromo en el extremo C

terminal, el cual tiene sitios de unión a FAD y NADPH. Además, en el extremo

N-terminal tienen seis a-hélices transmembranales las cuales contienen 2 sitios

7
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de unión a grupos hemo, siendo Nox 1, 3 Y4 las más parecidas. Nox 5 además

tiene un dominio de unión a Ca2+ en el extremo N-terminal (Fig 4).

Dominio

Flavo
dominio

Peroxidasa
sepanula

Dorrunio de
unióna Cat+

f= 1
L ..... !l

Dominio de
perozidasa

~

Figura 4. Estruc tu ra de lo! dominio! de la familia de la! Nox: Nox l, Nox3 y Nox4 son las más
parecidas tanto en tama ño como en estruc tura de los dominios a gp91phox (Nox2). Nox5 tiene la
misma estructura catalítica que NoxZ, pero tiene además un dominio de uni ón a calcio. Duox I y
Duox2 tienen la misma estructura quc Noxó, más una a-hélice seguida dc un dominio homólogo a
peroxidasa . ( Larnbeth, 2004)

Nox 1 fue el primer homólogo de gp91-phox que se identificó y fue

descrito como una oxidasa mitogénica debido a que al ser transfectada a

fibroblastos produce un incremento en la proliferación celular y la formación de

tumores agresivos en ratones atírnicos (Suh el al., 1999). Trabajos posteriores

apoyan esta afirmación (Arnold el al., 2001), por lo que Nox 1 pudiera estar

involucrada en la regulación mitogénica y con el cáncer; sin embargo, al suprimir

Nox 1 en células cancer ígenas de colon no se ve afectada la proliferación celular.

La Nox 3 parece tener una distribución más restringida. En partic ular se

ha detectado en las otoconias (células del oído interno), donde se le ha

involucrado en la morfogénesis ya que ratones deficientes en esta Nox presentan

8

Neevia docConverter 5.1



trastornos motores, de coordinación, orientación y comportamiento (paffenholz

el al., 2004).

Nox 4 podría tener la función de detectar los niveles de oxígeno en el

riñón así como de regular la síntesis de la eritopoietina (EPO) (Geiszt el al., 2000;

Shiose el al., 2001), además de ser responsable de la producción de Di" en

osteoclastos, participando en la reabsorción Ósea. (Yang el al., 2001). Estudios

recientes involucran a Nox 4 en la producción de EOR mediada por la vía de la

insulina (Mahadev el al., 2004).

Se ha sugerido que Nox 5 puede tener un papel en la proliferación celular

de la linea DU 145 (Brar et al., 2003), así como en la capacitación de los

espermatozoides o en la reacción acrosomal (Baker y Aitken, 2004); además se ha

encontrado ARNm en espermatocitos en paquíteno (Banfi et al., 2001).

Duox 2 es esencial para la síntesis de la tiroxina por medio de la

iodinación de la tiroglobulina, ya que se ha observado que mutaciones en ésta

causan hipotiroidismo (Moreno et al., 2002). También se ha detectado Duox 1 en

la glándula tiroides, pero se desconoce qué función específica tiene. Por otro

lado, se cree que ambas enzimas juegan un papel importante en la modificación

de proteínas de matriz extracelular así como de otro tipo de moléculas por medio

de la producción de EOR. (Edens et al., 2001; Lambeth, 2004)

Todos los miembros de la familia Nox participan en diferentes vías de

señalización, a pesar de que todas tienen en realidad la misma capacidad de

producir 0i-' Esto pudiera deberse a la alta especificidad de funciones según el

tejido en el que se encuentren. Sin embargo, además de localizarse en los tejidos

ya mencionados, las Nox también se expresan en otros tejidos (Cheng et al., 2001;

Krause, 2004), donde aunque su expresión no sea tan alta, pudieran también

jugar un papel importante.

9
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11. ANTECEDENTES

Las neuronas granulares de cerebelo (NGC) constituyen alrededor del 80%

de esta estructura y una gran proporción de estas células son eliminadas durante

su desarrollo. Estas neuronas se generan posnatalrnente en la capa germinal

externa, donde se diferencian y migran a la capa granular, donde reciben

aferencias glutamatérgícas de los núcleos pontinos provenientes de la médula

espinal. Se sugiere que estas aferencias actúan como señal tró fica promoviendo

la diferenciación y supervivencia de estas neuronas.

Los cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo son un modelo

adecuado para el estudio de la apoptosis en el sistema nervioso. Las NGC

pueden mantenerse en cultivo si están crónicamente despolarizadas con altas

concentraciones de potasio (25mM de KCl: K25) (Gallo et al. 1987) o en presencia

de un agonista de los receptores a glutamato, el N-metil-O-aspartato (NMOA)

(Balázs et al., 1988; Morán y Patel, 1989). Estas dos condiciones inducen un

incremento en la concentración de calcio intracelular, lo que ayuda a mantener

vivas a las células.

Estas células mu eren apopt6ticamente, después de 24 - 48 horas, al ser

transferidas de este medio despolarizante a un medio con concentraciones

fisiológicas de potasio (5mM de KCl: K5), lo que genera una reducci6n en la

concentración intracelular de calcio (Gallo et al., 1997; D'Mello et al., 1993; Moran

et al., 1999; Gerhardt et al., 2001). Se ha sugerido que esto es similar a lo

observado durante el desarrollo cuando las NGC dejan de recibir las entradas

presinápticas glutamatérgicas de las fibras musgosas. Existen otras condicio nes

experimentales muy utilizadas para inducir apoptosis en este modelo como la

estaurosporina (St) (Taylor el al., 1997; Caballero-Benítez y Morán, 2003).

Se ha demostrado en distintas preparaciones de células en cultivo que

cuando las neuronas son privadas de un estimulo trófico, lo cual induce muerte

apopt ótica, se genera una condición prooxidante. Si esta condición es inhibida
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con antioxidantes, la muerte se evita total o parcialmente, sugiriendo así la

participaci6n de las EOR (Atlante el al., 1998; Cas tilho el al., 1999). En NGC se ha

observado que cuando las células son transferidas a K5 se genera un estrés

oxidativo alrededor de las 3-4h de que se dio el estímulo apopt6tico, antes de que

aparezcan parámetros de muerte como actividad de caspasa 3 y traslocad6n de

la fosfatidilserina; y que si este estrés es inhibido con antioxidantes tanto los

parámetros apopt6ticos como la muerte se inhiben significativamente. (Valencia

y Morán, 2001).

Por otro lado, se ha propuesto que el ani6n super6xido podría ser la EOR

preferentemente involucrada en la muerte de las neuronas granulares de

cerebelo en cultivo (Atlante el al., 1998; Martín-Romero el al., 2002; Satoh el al.,

1998). En algunas preparaciones se ha encontrado que la mayor proporci6n de

ani6n super6xido no proviene necesariamente de la mitocondria, sino de un

complejo enzimático denominado NADPH oxidasa, el cual se ha demostrado

recientemente que está presente en distintas neuronas en cultivo. En un modelo

de neuronas corticales en cultivo se demostr6 recientemente que estas enzimas

participa activamente en la inducci6n de la muerte neuronal (Noh y Koh, 2000;

Kim el al., 2002; Hwang el al., 2002).

Uno de los primeros reportes que sugieren el papel de la NADPH oxidasa

en la muerte apopt6tica es el de TarnmarielIo y cols. 2000 donde muestra que en

neuronas simpáticas, la privación de NGF induce este tipo de muerte debido a

un estrés oxidativo generado por la NADPH oxidasa. Lo anterior lo demuestran

por medio de dos aproximaciones experimentales: 1) la utilizaci6n de un

inhibidor farmacol6gico de la enzima, el DPI y 2) por medio de una inactivaci6n

genética de la misma (en ratones deficientes en Nox 2), ya que en ambos casos ve

una reducci6n significativa en el número de células apopt6ticas después de la

privación de NGF, con respecto al control (Tarnmariello el al., 2000).
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Los ratones deficientes en Nox 2 tienen una inserci ón del gen de la

íonomícína en el exón 3 de la subunidad catalftica por lo que no producen

proteína funcional, lo que mimetiza la enfermedad de granulomatosis crónica, en

humanos (Pollock et al., 1995).

Por otro lado, también se ha sugerido la participación de la NAD PH

oxidasa (Nox 2) en la muerte de neuronas en estudios que demuestran que los

ratones deficientes en esta enzima exhiben una reducción en la lesión después de

la isquemia (Walder, 1997)

Asf, los antecedentes anteriormente mencionados, sugieren una pos ible

participación de EOR, en particular 0 i - , producidas por la NADPH oxidasa, las

cuales podrían constituir una señal temprana en el proceso de la muerte

apoptótica de las NGC. y que una aproximación útil para ver el papel de la

misma en la progresión de la muerte es la utilización de ratones deficientes en

Nox 2.

12
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III. HIPOTESIS

Si la apoptosis tiene como señal temprana un aumento en la producción

de anión superóxido, y si el anión superóxido es producido por la Nox 2,

entonces en neuronas deficientes en esta subunidad habrá una disminuci6n en la

muerte apopt6tica.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la participaci6n de la Nox 2 en la muerte de neuronas granulares

de cerebelo de rat6n en cultivo.

Objetivos particulares

4.1 Establecer si las NGC de rat6n mueren apopt6ticamente bajo los est ímulos

de bajo potasio (K5) y estaurosporina (St 0.5 I!M) como lo hacen las NGC de

rata.

4.2 Comparar parámetros de muerte apopt6tica entre NGC de ratones

deficientes en Nox 2 y de ratones silvestres, inducida por privación de

potasio (K5) y estaurosporina (St 0.5 mM).
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V. METOOOS y MATERIALES

5.1. Animales

Los ratones deficientes en Nox 2 se obtuvieron de [ackson Laboratories,

U.5.A. y los ratones silvestres (cepa C57B16) se adquirieron en Harlan, México .

Los ratones deficientes en Nox 2 tienen insertado el gen de la neomicina entre los

exones 3 y 4, lo cual evita que se produzca la enzima funcional, la mutación no es

letal por lo que los animales deficientes son homocigos (Pollock et al., 1995). Para

comprobar que efectivamente los ratones son deficientes se hizo una PCR para

detectar el gen de resistencia a neomicina, donde se puede observar que

ún icamente los ratones deficientes presentan la banda esperada de alrededor de

350 pb, mientras qu e en los ratones controles no se obse rva d icha ba nda (fig. 5).

1 2 3 4 5

Figura 5: Identificación de ra tones defici entes en Nox 2 por PCR: En I se muestra un control
negativo contra neornicina , seguido de uno positivo (2), que concuerda con el peso esperado del
producto (350 pb), posteriormente esta una muestra de ratón deficien te en Nox 2 (3), donde se
aprecia la banda de neomicina, mientras que en el siguiente carri l (4), del ratón control, no aparece
esta banda ; el último carril (5) es un control negativo donde no hay ADN .
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5.2. Cultivo de neuronas granulares de cerebelo de ratón

Se utilizaron cultivos primarios de células granulares de cerebelo de ratón

realizados de la misma manera que se describió este método para realizar cultivo

de neuronas granulares de rata (Moran y PateI1989). Brevemente, se obtiene una

suspensión de neuronas disociadas de cerebelo de ratón de entre 7 y 8 días

postnatales, que son sembradas en platos de cultivo previamente tratados con

poli-L-lisina a una concentración de 5 ug/ml por 24 h, a una densidad de 1.5x10S

células por mI. Para el cultivo se utiliza el med io basal Eagle suplementado con

10% (v/ v) de suero fetal bovino inactivado con calor, 2mM de glutarnína. 50

U/ mi de penicilina y 50 Ilg/ rnl de estreptomicina. Se previene el crecimiento de

células no neu ronales adicio nando citosina arabinosa después de 20h, lo cua l

permite que el cultivo este consti tuido al menos, por 95% de neuronas gra nulares

(Balazs el al., 1988). Los cultivos se mantuvieron a 37"C en una atmósfera húmeda

saturada de vapor de agua con 5% de CO2 y 95% de aire, por 7-8 días in vitro

(DIV) hasta su uso.

5.3. Inducción de mu ert e neuronal

Los protocolos experimentales utiliza dos para ind ucir la muerte celular

fueron la reducción de la concentració n del potasio ext racelular (de 25 mM de

KCI a 5 mM de KCI). Para ello, las neu ronas granu lares de cerebelo de ratón se

mantuvieron en un medio despolarizante (25 mM de KCI) durante 7-8 orv y
posteriormente se transfirieron a un med io con composición similar pero con

concentraciones fisiológicas de KCI (5mM). En algunos experimentos las

neuronas mantenidas en K25 por 7-8 orv se trataron con esta urosporina (0.5

IlM), un inhibidor de pro teínas cinasas.
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5.4. Viabilidad celular

Se midió mediante el ensayo de supervivencia por la técnica de

transformación de 3-(4,5 dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTf). Esta

técnica se basa en la transformac ión del MTf por la actividad mitocondrial de las

células vivas a azul de formazán. Los cultivos se incuban durante 15 minutos con

el MTT (0.5 rng/rnl) a 37"C, se extrae el azul de formazán con DMSO al 100%

para posteriormente cuantificar lo espectrofotométricamente; la absorbancia es

directamente proporcional a las células viables. Los resultados son expresados

como valores relativos del control, qu e representa el 100%.

La supervivencia neuronal también fue medida incubando los cultivos de

NCC con Lu.M de calceína-AM, un fluor óforo permeable que una vez dentro de

las células es procesado por esterasas en las células metabólicamente activas,

tornándose fluorescente al excitarse a una longitud de onda de 520 nM. Los

resultados se expresan como pro medio de los porcen tajes de células

metabólicamente activas (pos itivas a calceína) con respecto a los totales (imagen

en contraste de fases).

5.5. Actividad de caspasa 3

La actividad de caspasa 3 se determinó por un métod o fluorogén ico

basado en la apa rición de fluo rescenc ia por la ru ptu ra de un sus trato (25).iM)

acoplado a metil-cuornarina (Ac-DEVD-MCA) en un espectrofluorómetro. La

actividad fue seguida por 15 min después de agregar el sustra to y el

homogenado celular a 2.5 mI de amortiguador de lectura (100mM HEPES, 10 %

(p/v) sacarosa, 0.1% (p/v) CHAPS, 10 mm DIT y lmM EDTA). Los resultados

fueron expresados como el cambio en la intensidad de la fluo rescencia por hora

por mg de proteína. La conce ntración de proteínas fue determinada po r el

método de Bradford (1976).
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5.6. Actividad de NADPH oxidasa

La activ idad de la NADPH oxidasa se midió utilizando la técnica descrita

por Shpungin en 1989. Las neu ronas se homogenizaron en un amortigu ador

salino (KCl 150 mM Y NaCl 150 mM pH 7.4 suplementado con MgClz lmM,

EGTA lmM, NaN3 2 mM YDTT lmM). Para detectar la actividad de la enzima se

cuantifica la reducción del citocromo c, por el 0 i " prod ucido por la misma, en un

espectrotómetro a 550nm. La reacción se lleva a cabo 37"C en presencia del

homo genizado y de la mezcla de reacción (amortigu ador sal ino pH 7.4

suplementado con cit c 0.1 mM, FAD 10 11M YSDS 5mM), y se inicia al agregar 10

mM de NA DPH, leyéndose durante 3 mino Los resultados de la actividad se

expresan como la diferencia en la absorbancia por hora por mg de proteína. La

concentración de proteínas fue determinada por el método de Brad ford (1976).

5.7. Detección de anión superóxido

El anión superóxido se detectó usando d ihid roeti din a, la cual se oxida por

el anión superóxido y se convierte en etidio qu e fluoresce al unirse al DNA.

Brevemente, las células se incuban durant e 20 minutos con dihidroetidina

(3.2IlM), se lavan 2 veces con PBS y se fijan durante 7 minutos a 4°C con

formaldeh ído al 3% en PBS, protegido de la luz; poste riormente se ut ilizó un

microscopio de epifluorescencia con filtro de rodamina (Ex 510-560 y Em 590). Se

cuantifica el número de células fluores centes y se hace un porcentaje con respecto

al número total de células.

5.8. Estadística

Los resultados se analizaron con un análisis de varianza de diseño

aleatorio (ANOV A) de una serie de experimentos independien tes. La

significancia utilizada fue de p<0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1 Comparación de las neuronas granulares de cerebelo de ratón con las NGC

de rata en cultivo.

Las neuronas granulares de cerebelo (NGC) de rata en cultivo ha sido un

modelo muy utilizado para estudiar una gran variedad de procesos y eventos

neuronales, incluyendo los mecanismos moleculares y celulares de la muerte

apoptótica del sistema nerv ioso. Existen pocos estudios basados en el empleo de

NGC de ratón en cultivo y en el caso de la muerte apoptótica existen da tos

controversiales en relación a si estas células requieren despolarizarse para

sobrevivir.

Debido a que los estudios planteados en este trabajo deben realizarse en

neuronas de ratón por la conveniencia de utilizar ratones genéticamente

mod ificad os y, por otro lad o, por los datos controversiales de qu e las NCC de

ratón se comportan igual qu e las de rata, la primera part e de este es tudio

co ns ist i ú e n ldrdc!eriLdf la m uerte d e NCC de rat ón inducid a pur p r ivaci ón de

des po larización por potasio y St, Y compararlo con lo observado en NCC de

rata .

Para es to, se cultivaron NCC tanto de rata como de ratón en un med io de

cultivo con 25 n11\1 de KCI durante de 7-8 DIV. Un grupo de células se trató con

0.5 IlM estaurosporina (St) y otro grupo se transfirió a un medio idéntico al

original, pero con 5mM de KCI (K5). Desp ués de 24 horas se eval uó la morfo logía

y la viabilidad neuronal se cua ntificó por MIT. La figura 6 muestra qu e las NCC

de ambas especies mueren con los dos tratamient os; sin embargo, las NCC de

ratón parecen ser más sens ibles a los tratamientos efectuados. Esto se observa en

el panel superior de la figura 5 donde se muestra que el daño morfológico

inducido por las mismas condiciones es mayor en las NCC ratón que en las de

rata . Estos resultados se confirmaron al cuantificar la viabilidad neuronal por

18

Neevia docConverter 5.1



medio de la transformación de MTI a los tiempos en que se evaluó la morfología

neuronal.

Resultados similares se encontraron cuando las células se cultivaron

crónicamente (7-8 DIV) en un medio con 5 mM KCl (K5), 10 mM KCl (K10) ó10

mM KCl + 150 mM NMDA (K10+NMDA) . Tanto K5 como K10 redujeron la

viabilidad, como se habla reportado, y el NMDA rescató de la muerte a las NCC.

De nuevo, estas condiciones indujeron muerte tanto en NGC de rata como en

ratón, siendo más sensibles estas últimas (Fig. 6).

Además de los parámetros de viabilidad medidos en las distintas

condiciones, también se observaron parámetros apoptóticos como la actividad de

la cas pasa-3. En cultivos de NGC de rata la caspasa-3 se activa alrededo r de las

3h y aumenta de manera significativa alrede do r de las 8 h después de la

pr ivación de potasio y St (Caballero-Benítez el al. 2003). En cultivos de NGC de

ratón la activación máxima de la caspasa-3 tambié n se da alrededo r de las 8 horas

(resulta dos no mostrados), por lo que el compo rtamie nto de las NGC de ambas

especies correlaciona es trechamente.

Estos resultad os muestran que las CC de ratón mueren por acción de

una privació n de des polanzación po r potasio, como ha sido extensamente

descrit o en rata. Más aún, se puede mencionar qu e las NGC de ratón son más

sensibles a los tra tamie ntos descrit os que las NGC de rata . Así, el modelo de

muerte de NCC de ratón es útil para evaluar los parámetros de muerte que se

presentarán en este estudio.
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Figura 6. Comparación de la viabilidad de las NGC de rata y ratón en respuesta a diferentes condiciones
de muerte. Las NGC de ambas especies se mantuvieron por 8 DIV en K25 y posteriormente se trataron
con estaurosporina (0.5 ¡.¡M) (K25+St) o se transfirieron a un medio con KCl 5 mM (K25-K5). Después
de 24h del tratamiento se tomaron micrografías (A: rata, panel superior y ratón, panel inferior) y se midió
la transformación de MIT (B: rata y C: ratón), como se describe en Métodos. Un grupo de células fueron
cultivadas en Wl medio con 5 mM KCl (K5), 10 mM KCl (KIO) ó 10 mM KCI + 150~ NMDA
(KIO+NMDA) y después 8 DIV se midió la transformación de MTI (B YC).
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6.2 Comparaci6n en la viabilidad las NGC de rat6n silvestre con las de rat6n

deficiente en Nox 2

Debido a que en estudios previos se ha sugerido la participaci6n de la

NADPH oxidasa en la muerte apopt6tica de neuronas pri vadas de señales

tr óficas y a que trabajos previos de nuestro grupo han probado la presencia de

este complejo enzimático en las NGC de rata, se decidi6 utilizar ratones

deficientes en la subunidad Nox 2 de esta enzima para ver si es que ésta participa

en la muerte apopt6tica de estas neuronas.

Para lo anterior se hicieron cultivos neuronales tanto de ratones silvestres

como de ratones deficientes, los cuales se cultivaron cr6ni camente en K25 y a los

7-8 DIV se les trat6 con 0.5 J.1M estaurosporina o con un med io K5 y después de

24 h se les midi ó la viabilidad con la técnica de MIT. La figu ra 7 muest ra que

tanto las NGC de rató n silvestre como las de ratón deficiente tienen una

supervivencia similar de alrededor de un 30-40% por acción de los tratamientos

mencionados. En todos los casos, no existen diferencias sign ificativas entre los

animales silvestres y los deficientes en Nox 2. Esto mismo se observ ó cuando las

NGC se cultivaron crónicamente con K5 ó Kl0. En ninguno de los casos hubo

diferencias significativas entre las células de los dos tipos de ratón evalu ada s

(Fig.7) .
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Figura 7: Compara cíén de las NGC de ratones deficientes en Nox 2 con las NGC de ratones
silvestres: Ambas células se mantu vieron por 8 DIV en K25 para despué s darles diferentes
estímulos apopt óticos, K25-K5 y K25+8 t, K5 y K 10 fueron crecidas en medio con bajo
potasio durante los 8 DIV la viabilidad es medida por transformación de MTr 24 horas
después.

6.3 Actividad de caspasas

Como se observó qu e no existía diferencia significativa entre la viabilidad

de las NGC de ratones deficientes y las de ratones silvestres, se decidió ver si

ambos tipos de células morían de la misma forma, para lo cual se utilizó un

marcador de muerte apopt ótica, la activación de la caspasa 3 (princ ipal caspasa

ejecutora) . Se hizo un curso temporal de esta activación, midi éndose la actividad

de caspasa-3 du rante las primeras 11h después de aplicados ambos estímulos

apopt óticos, K5 y St.
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Figura 8: Cuno temporal de caspasa 3. Se midió la activi dad de easpasa 3 en un
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estímulo, y después a las 3, 5, 8 Yhasta las 11 horas. Se hizo lo mismo para ambas NGC (silvestres
y deficientes) . Los estlmulos utilizados fueron privación de potasio (K5) A Y aplicación de
estaurosporina 0.5 mM (SI) B. No hubo diferencias significativas entre ambas NGC con K5.
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Como se observa en la fig. 8, la activad6n de caspasa 3 indudda por K5 y

por St en las NGC de ambos tipos de ratones ocurre de manera simultánea, sin

embargo para el caso de St la actividad se observa más temprano, empezando a

aumentar alrededor de las 3 h. alcanzando su máxima actividad a las 5 h Y

descendiendo a parti r de ese momento; mientras que en el caso de K5 el aumento

se da alrededor de las 5h y el pico máximo a las 8h.

Estos resultados indican que, en el caso de K5 no hay diferencias

significativas en la activaci6n ni en la temporalidad de caspasa 3 en NGC con y

sin Nox 2 Sin embargo, en el caso de St, aunque la temporalidad en la actividad

de esta caspasa es similar en ambos tipos de NGC, la magnitud de su activad6n

es significativamente diferente, siendo mayor en células de ratones silvestres

comparado con la de ratones deficien tes. Esta diferencia entre K5 y St podría

deberse a los distintos mecanismos de activaci6n del proceso apopt6tico que

finalmente se refleja en las distintas cascadas de caspasas activadas (Caballero

Benítez y Morán, 2003) . Especulando, se podría pensar que la Nox 2 podría tener

un papel más importante en la vía de activaci6n de esta caspasa inducida por St

que por K5. Esto se refleja en las diferencias existente en la generaci6n de EOR y

en la viabilidad en NGC de ambos animales cuando se estimula con St, cosa que

no ocurre con K5 (fig. 7).

6.4 Presencia de anión superóxido.

Se ha reportado anteriormente que las NGC al ser transferidas de K25 a K5

sufren un episodio de estrés oxidativo alrededor de las 3-4 horas de aplicado el

estímulo apopt6tico (Valencia y Moran 2001) . También se ha sugerido que, en

estas células, el ani6n super6xido podría ser la principal EOR involucrada en este

estrés y que esta EOR podría ser generada por el complejo de la NADPH

oxidasa. Por esta raz6n quisimos evaluar si en las NGC de ratones deficientes de
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Nox 2 ocurría una generación de EOR, particularmente de 02'-, por una privación

de despolarización.

Como se muestra en la figura 9, las NGC tanto de ratones deficientes como

de ratones silvestres presentan un aumento en la producción de 02'- al ser

transferidas a un medio con bajo potasio (K5). Lo mismo se observó al tratar las

NGC con estaurosporina (0.5 ¡.¡.M).

Sin embargo, en las NGC de ratones silvestres se observa aparentemente

una mayor producción de esta EOR alrededor de las 4 horas después de aplicado

el estímulo apoptótico (K5 o St), mientras que en las de ratones deficientes la

producción máxima se detecta 3 horas después. Hay que mencionar que, aunque

no es estadísticamente significativo, en los ratones silvestres se observa una

tendencia a una mayor producción de anión superóxido que en los deficientes .

En la figura 9 también se observa que al agregar DPI la producción de

anión superóxido disminu ye, en ambos tipos de NGC, de manera significativa

con respecto al control pero no entre NGC de ratones silvestres y de ratones

deficientes (da tos graficados en la figura 13).
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Figura 9: Cuantificación del anión superóxido en la muerte apoptótiea de NGC tanto de ratones
silvestres como de ratones deficientes en Nox 2 Se cuantific ó la presencia de anión super óxido (ver
Métodos) en NGC de ambo s tipos de ratone s. No existen diferencias significa tivas entre ellos bajo el

mismo estímulo apoptótico, aunque en el cas o de K5 hay una mayor producción de 0 2.- que en SI. (1\ ) .

Se detecta la presenci a de U2.- con un compuesto fluorescente , rojo (B). Se puede apreciar la aparición
de éste alrededor de las 4h para el caso de los ratones silvestres (B 1) Y 3 h en el caso de los deficientes
(1l2), despué s de la aplicaci ón de ambos est ímulos apopt ótico s (kS y St), el cual es inhibido de igual
manera por el Dl'l en ambos casos.

6.5 Actividad de NAOPH oxidasa

Debido a que existe una producción de 0 i - en ambas NCC decidimos

estudiar si éste era producida por alguna NADPH oxidasa. Para ello, se midió

primeramente la activación de esta enzima después de aplicar el estímulo

apoptótico de privación de potasio (K5) en NCC de ratones silvestres y

deficientes en Nox 2. Como se observa en la figura 10, en NCC de ambos ratones

existe actividad de NADPH inducida por K5, y además, esta actividad

correlaciona temporalmente con la producción de 0i-observada en la figura

anterior. La actividad de NADPH oxidasa es muy similar en ambos fondos

genéticos, lo cual explicaría porque no se ven diferencias; posiblemente otra

NADPH oxidasa este involucrada en el proceso.
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Figura 10: Actividad de NADPH oxidasa inducida por K5. Tanto las NGC de ratón silvestre
como de ratón deficiente muestran una activación de NMPH oxidasa inducida por K5 que
correlaciona con el curso temporal de la producción de ani ón super óxido.

6.6 Efecto del DPI en la viabilidad de las NGC

Para conocer si la muerte inducida por un estímulo apoptótico, en este

caso K5, de NGC de ambos ratones pudiera estar mediada por una NADPH

oxidasa se probó el efecto de distintas concentraciones de difenilenoyodonio,

DPI, un inhibidor de la actividad de esta enzima tanto en preparaciones

neuronales como no neuronales (Tamariello et al., 2000; Noh y Koh, 2000; Kim et

al., 2002).

La viabilidad se midió por medio de calceína, 24 horas después de la

privación de potasio, K5. En este caso se utilizó calceína debido a que el DPI

interferfa con la técnica del MTT, sin embargo los resultados, sólo con el

estímulo apoptótico, K5, correlacionan en ambas técnicas.
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Figura 11: Efecto de DPI en la viabilidad de las NGC de ratón silvestre y deficientes en Nox2.
La viabilidad se midió por medio de calcefna como se describe en Métodos. El DPI se utilizó a
concentraciones ele 110, 21)0 Y :'i20 nM y es tuvo presen te al m ism o tiempo del CJ1 111hio ele K2:'i n K:'i
La viabilidad se midió 24 hs después. Existen diferencias significativas en la concentración de DPI
más alta, entre ambas NGC.

En la figura 11 se puede aprec iar qu e el DPI protege de manera

dependiente de concentración de la muerte de NCC de manera similar en ambos

tipos de ratones. Sin embargo, para la concentración más alta de DPl (520 nM)

existe dife rencia significativa entre ambas NCC. En las NGC de ratón de ficiente

la recuperación es menor que en las de ratón silvestre a partir de 260 y 520 nM .

Una posibilidad para explicar esto, junto con los resultados previos, es que en

los ratones deficientes pudría estarse activando otra Nox con una sensibilidad

distinta al DPI.
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6.7 Efecto de DPI en la actividad de caspasa 3

Para comprobar que este aumento en la viabilidad inducido por DPI en la

células a las que se les dio el estímulo apoptótico se debe a una alteración en los

mecanismos apoptóticos, medimos el efecto del DPI en la actividad de la caspasa

3 inducida por K5. Bajo estas condiciones encontramos que el tratamiento con

diferentes concentraciones de DPI reduce significativamente la actividad de la

caspasa 3 de igual manera en neuronas de ratones silvestres y deficientes en

Nox2 (figura 12).

I~ ~~I
1,2

1,0

0,8

.,.
Ol

E 0 ,6-r
.c:
u..

0,4

0 ,2

0,0
8 H k5 DP I 260 nM D P I 520 n M

Figura 12: Actividad de caspasa-S en presencia del DPI. La actividad de caspasa 3 fue medida
después de 8 h de haberse dado el estímulo apopt ótico, el DPI, a las distintas concentraciones
(260 y 520 nM) fue agregado simultáneamente. En ambos casos existen diferencias significativas
entre los controles sin bloqueador y los tratamientos, sin embargo no existen diferencias entre
ambos tipos de NGC.

29

Neevia docConverter 5.1



6.S Efecto del DPI en la producción de anión superóxido inducida por K5 en

NGC de ratones deficientes en Nox2 .

Finalmente, se evaluó si el DPI protegía a las NGC al reducir la

producción de anión superóxido por una inhibición de la actividad de NADPH

oxidasa. La figuras 8 y 12 muestran que el DPI aplicado al momento del estímulo

apoptótico disminuyó significativamente la producción de esta EüR medida por

dihidroetidina en NGC de. ratones tanto silvestres como deficientes en Nox 2. Es

pertinente mencionar que se observó una tendencia a producir menos EüR en

células provenientes de los ratones deficientes que en los silvestres, aunque éstas

no son significativamente diferentes (Fig 13).
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Figura 13: Com pa ración de la presencia de ani ón supe róxido luego del tratamiento con DPI. El
anión superóxido se detecta con la dihidroetid ina, como se describe en los Métodos. En A se muestra la
presencia dc anión superóxido en NGC de ratones deficientes en Nox 2, la cual es inhibida
significativamente por las distintas concentraciones de OPl (130, 260 Y 520 nM). En B se muestran los
datos para NGC de ratones silvestres. No hay diferencias significativas entre las NGC de ambos tipos
de ratones.
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VII. DISCUSIÓN

El cultivo de neuronas granulares de cerebelo ha resultado ser un modelo

mu y úti l para entender los procesos celulares y moleculares de la mu erte

apoptótica; sin embargo, como se mencionó antes, el modelo se ha basado en el

empleo de neuronas de rata. En este estudio se utilizaron cultivos de NGC de

ratón, ya que el genoma de este animal ha sido enteramente secuenciado y es

pos ible realizar manipulación genética, lo que abre la posibilidad de inhibir

directamente ciertos genes, reduciéndose el problema de la ut ilización de drogas

parcial o totalmente inespecíficas.

Existe controversia en la utilización de las NCC de ratón como modelo de

muerte apoptótica, ya que algunos trabajos plantean que no necesitan de

despolarización (K2S) para sob revivir en cultivo (Mogensen el al., 1994;

Mogensen y Jorgensen, 2000) como es el caso de las NCC de rata, lo cual

plantearía un problema muy importante en la utilización de éste modelo. Sin

embargo, también existen trabajos que no sólo afirman que las NCC de ratón

necesitan estar despolarizadas para su supervivencia en cultivo, sino qu e

además, comprueban que al quitarles esta despolarización las CC de ratón, al

igua l que las de ra ta, mueren apoptóticamen te (Nardi el al., 1997). Otro trabajo

indica que la dependencia a la despolarización de las NCC de ratón es

dependiente de la cepa de la que se trate y que la cepa CS7/BL6 (la utilizada en

este trabajo) se comporta igual que la rata (Fujikawa el al., 2000) .

Por lo anterior y porque la base de este trabajo es la utilización de cultivos

celulares de NCC de ra tón fue muy importante contestar a la pregunta sob re si

ambos cultivos se comportaban de la misma manera. En este trabajo se demostró

que sí, por lo que se puede concluir que las NCC de ratón pueden ser utilizadas

como modelo para estudios futuros .
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Parte de este estudio consistió primeramente en validar las NGC de ratón

como modelo de muerte apoptótica inducida por K5, ya que en estudios previos

se había sugerido que estas neuronas no eran dependientes de despolarización

para sobrevivir en cultivo (Mogensen et al., 1994; Mogensen y Jorgensen, 2000) .

Los resultados obtenidos mostraron que las NGC de ratón tienen un

comportamiento muy similar a lo observado en las neuronas de rata. Esto es

cierto, no sólo en relación al efecto que tiene el cambio de un medio K25 a K5,

sino también al efecto de estaurosporina y a los parámetros apoptótico medidos

con ambos estímulos de muerte.

Después de contestar esta pregunta nos enfocamos en contestar la

seg unda part e de este trab ajo, ¿Cuál es el pap el de la NADPH-oxidasa,

par ticularmente la Nox 2 en el proceso de muerte apo pt ótica inducida por dos

estímulos de mu erte? Para esto se ut ilizaron NGC de ratones deficientes en Nox

2, los cuales es tán mu y bien caracterizados debido a qu e son el modelo de

estudio de una enfermedad hu mana hered itar ia llamada granulomatosis cróni ca,

do nd e los pacien tes están inm unosuprimidos por falta de actividad de la

NADPH-oxidasa de macrófagos (Pollock el al ., 1995) .

Se decidi ó utilizar Nox 2 debido a que estud ios previos en el laborato rio

habían encont rad o qu e al men os 4 de las 5 subunidades de es ta NADPH oxidasa

están present es en las neuronas granulares de cerebelo: gp91 -phox (Nox2) r la

subunidad ca ta lí tica. y p22-phox, p47-phox y p67-ph ox, subunida des accesor ias,

adem ás de sugeri r qu e la activación de la ADP H oxidasa podría es tar

involucrada con el inicio de este proceso de m uerte neuro nal.

Por ot ro lado, existen antecedent es qu e señalan a est a enzima como

participante en la muerte apopt ót íca de otros cu ltivos neuronales (Noh y Koh,

2000; Kim el al., 2002; Hwang el al., 2002), así como en modelos in vivo donde se

sabe qu e al no haber una NADPH oxidasa funcional se reduce el daño por

isquemia (Walder, 1997). El anteced ente más directo de es te traba jo es en
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neuronas simpáticas del ganglio cervical superior en cultivo, donde

experimentos realizados con neuronas de ratones deficientes en Nox 2 han

resultado en el bloqueo de la muerte apoptótica al ser privadas de un estímulo

tróf íco (NGF) (Tammariello el al., 2000).

El resultado más significativo de nuestro estudio mostró que las NGC de

animales deficientes en Nox 2 mueren al ser tratadas con ambos estímulos como

ocurrió en las neuronas de ratones silvestres. Así, una de las conclusiones

derivadas de este estudio es qu e la Nox 2 no es indispensable para la progresión

de la muerte de las NGC ya que cuando ésta no es funcional, como en el caso de

los ratones deficientes, las NGC mu eren de igual manera que cuando ésta

permanece activa (ratones silvestres) . Esta idea se apo ya por el hecho de qu e la

mutación de Nox 2 no es letal ya que los ratones deficient es no sólo nacen sino

que sobreviven hasta la ed ad adulta e incluso tienen descend encia.

Lo anterior no sólo es cierto para la viabilidad neuronal, sino también para

un parámetro de muerte ap opt 6tica, la activaci ón de caspasa 3 observada en

estas neuronas, lo cua l apoya la suge rencia de que las neuronas deficientes en

Nox 2 también mueren apopt6ticamen te como las células silvest res. Así, la

deficiencia de Nox 2 parece no afectar el tipo ni los mecanismos involucrados en

la muerte inducida por K5 y estaurosporina en estas neuronas.

La falta de coincide ncia de estos resultados con los antecedentes

mencionad os puede tener distintas explicaciones, las cuales no son

necesariamente excluye ntes. La pr imera podría ser qu e el sistema nerv ioso

per iférico se comporte diferent e que el sistema nervi oso central (SNC) en sus

requerimientos para llevar a cabo una muerte a po p t ótica exitosa . Por ejemplo, en

mod elos de an imales deficientes tanto en caspasa 3 como 9, ocurre un desarrollo

an ormal del cerebro pero un desarrollo normal en la médula espinal

(Oppenheim el al., 2001), sugiriend o qu e aún dent ro del propio SNC existen

diferentes requerimientos para las distintas poblaciones neuronales. Así, en
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nuestro modelo, aunque existen antecedentes de la participación de la NADPH

oxidasa en la muerte apoptótica de neuronas del 5NC, en ninguno de estos

trabajos se ha utilizado una eliminación genética de la enzima sino que se han

utilizado bloqueadores de la misma, lo que nos lleva a la segunda explicación.

El efecto del DPI y de otros bloqueadores de NADPH-oxidasa en la

viabilidad, generación de EOR y actividad de caspasa 3 en neuronas normales y

deficientes en Nox 2 indican la participación de este complejo en el proceso de

muerte. Esto sugeriría la participación de isoformas de Nox distintas a Nox 2

que pudieran ser inhibidas por DPI. De hecho, recientemente se han clonado al

menos 6 formas Nox con una alta hornología a No x 2 (Cheng el al., 2001;

Lambeth, 2004). Por lo qu e otra explicación alternat iva podría ser que en las

neu ronas simpáticas sólo exista Nox 2 mientras que en el sistema nervioso

cen tral, más específicame nte en las NGC, existan otros miembros de la familia de

las Nox, lo qu e no ser ía difícil de explicar debid o a qu e se sabe que la

distribución de estas isoformas es diferente según el tipo celular (Cheng el al.,

2001 ; Bokoch y Knaus, 2003; Larnbeth, 2004). Esto se dific ulta por el hecho de que

el modelo de apoptosis de NGC por K5 simula lo que ocurre en el desarrollo y se

sabe que durante el mismo, la mayoría de los tejidos expresan las dife rentes

isoformas (Cheng e/ al., 2001).

Lo an ter ior conc uerda con lo observado en este trabajo, ya que si bien, se

descarta la participación de Nox 2 en la mu er te apoptótica de las NGC, las

ev ide ncias apuntan a un a posible participación de otras Nox . Entre estas

evi de ncias, se puede mencionar qu e como se vio en la figura 9 de es te trabajo, en

las NGC de ratones deficientes de Nox 2 se sigue observando una producción de

anión superóxido a tiempos tem pranos des pués de dar el estímu lo apoptó tico, y

no sólo eso sino que esta producción correlaciona con la activación de una

NADPH oxidasa (figura 10).
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Otro resultado interesante que también apoya la idea de que en la

apoptosis de las NGC pudiera estar participando otra Nox diferente de la 2 es

que al utilizar el DPI, no sólo se aumenta la supervivencia de las células después

de ser tratadas, sino que también disminuye la activación de la caspasa 3. Sin

embargo, esta inhibición de la muerte no es completa, ya que aunque la

activación de la caspasa 3 se reduce significativamente con el uso del DPI, éste no

es completamente efectivo . Estos resultados concuerdan con resultados de

trabajos previos donde la utilización de antioxidantes tampoco ofrecen una

protección total (Valencia y Moran, 2001), lo que sugiere que en la activación de

esta caspasa, y por lo tanto en la muerte apoptótica de estas células, podrían estar

involucradas otras vías intracelulares ind epend ientes del estrés oxida tiva, y

posiblement e independientes de la actividad de NADPH oxidasa.

Por otro lado, con base en los resultados de este trabajo es difícil descartar

definitivamen te la pa rticipación de Nox 2 en la mue rte apopt ótica de las NGe, ya

que podría ser que en condiciones normales esta isoforma este involucrada en el

proceso de mue rte, pero qu e su deficiencia pod ría ser compensada por otra de

las isoformas. Para probar esto, o conocer si otras isoform as parti cipa n parcial o

totalm ent e en este proceso, es necesario saber si existen otr as Nox en las NGe, lo

cual no ha sido publicado con anterioridad . Sin embargo, en estud ios

preliminares de nuest ro laboratorio hemo s detectad o la presencia de ot ros

miembros de esta familia, como Nox 1 y Nox 4, a nivel de ARNm .

Así, es necesar io llevar a cabo una serie de estudios en este campo para

dilucidar la pa rticipación de la familia de las NADPH oxidasas en la muerte

apopt ótíca. no sólo de manera fisiológica sino tambi én en las diferentes

patologías, como es el caso de la enfermedad de Alzheimer (Shimohama et al.,

2000; Zekry et at., 2003) y de la enfermedad de Parkinson (Wu et al., 2003; Zhang

et al., 2004) donde se han encontrado evidencias de que existe una participación

activa de esta enzima.
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VII. CONCLUSIONES

• Las NGC de ratón en cultivo se comportan de la misma manera que las

NGC de rata po r lo que pueden ser u tilizadas como modelo de muerte

apoptótica in vitro.

• Las NGC de ratones silvestres y las de ratones deficientes en Nox 2

responden de la misma manera tant o en la viabilida d como en la

producción de an ión su per óxido y la activac ión de caspasa-3 ant e los

d istintos estí mulos a po p t óticos.

• La inhibición de la act ividad de la NADPH oxidase, con DPI, induce

un a reducción en la generación de ani ón su per óxido, en la actividad de

cas pasa 3 y por lo tanto, en la mu ert e neurona l.

• Nox 2 no es indispensa ble para la muert e apoptótica de las NGC de

ratón, lo qu e sug iere la participación de otros miembros de la familia

de las NADPH oxidasas en es te proceso.
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