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RESUMEN 

 

Cuando las neuronas granulares del cerebelo (NGC) de ratas de 7-8 días son cultivadas en un 

medio con concentraciones despolarizantes de potasio (K25) sobreviven y maduran por más de 7 días 

in vitro (DIV) (Morán, 1989). Bajo estas condiciones, cuando las NGC son transferidas a un medio con 

una concentración baja de potasio (K5), éstas mueren de forma apoptótica en un lapso de 24-48 horas, 

probablemente mimetizando lo que ocurre in vivo durante el desarrollo del cerebelo. Se ha demostrado 

que la muerte apoptótica de las NGC inducida por K5 está mediada por un incremento en los niveles 

especies reactivas de oxígeno (ROS) (Valencia y Morán, 2001). Las ROS pueden participar en el 

programa de muerte apoptótica de dos maneras: como moléculas de señalización o como moléculas 

efectoras al causar daño oxidativo a carbohidratos, ácidos nucléicos, proteínas y lípidos. La 

lipoperoxidación (LPO) es una reacción oxidativa que afecta a los ácidos grasos poliinsaturados 

(PUFAs). Esta reacción puede iniciarse por la pérdida de un hidrógeno, lo que produce un átomo de 

carbono con un electrón libre generando un radical de ácido graso. Este radical puede formar complejos 

no reactivos si se combina con otro radical de ácido graso o con un atrapador de radicales libres, en el 

segundo caso es necesario que ocurra un entrecruzamiento con PUFAs. También puede generar un 

dieno conjugado, el cual puede reaccionar con oxígeno molecular y formar el radical lipoperoxilo. 

Durante la LPO, la ruptura de los enlaces de carbono provoca la formación de aldehídos, como el 

malondialdehído (MDA), capaz de interactuar con el grupo tiol de las proteínas, entrecruzar el grupo 

amino de los lípidos con las proteínas y generar cromolípidos y proteínas agregadas. 

En este trabajo indujimos muerte apoptótica de NGC por medio de la disminución en la 

concentración de potasio y evaluamos en un curso temporal: 1) viabilidad celular; 2) producción de  

O2
•- y 3) la presencia de dos productos de la LPO: dienos conjugados y MDA. Bajo estas condiciones 

encontramos un incremento significativo en los niveles de dienos conjugados a las 4 y a las 18 horas 

después del tratamiento con K5. Dicho incremento correlacionó con un  aumento en los niveles de O2
•-. 

Aunque encontramos dos aumentos en los niveles de dienos conjugados, no encontramos MDA a las 4 

horas y tampoco vimos ninguna disminución de la viabilidad a ese tiempo.  En el caso del MDA, 

encontramos un incremento significativo sólo después de 18 hrs de tratamiento con K5, cuando la 

viabilidad disminuyó cerca de 40%. Estos resultados sugieren que la producción de ROS inducida por 

K5 podría actuar como una señal inicialmente de muerte celular, causando un daño moderado en 

macromoléculas. Posteriormente, las ROS podrían tener una acción efectora en una fase más avanzada 

de la muerte, causando un mayor daño oxidativo. 
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Fig1. Algunos eventos moleculares de la apoptosis: 
Translocación de fosfatidilserina por las flipasas, 
fragmentación del ADN por endonucleasas, condensación de 
la cromatina y activación de caspasas. DEVD es la secuencia 
del sitio de corte de la caspasa-3 
 

1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Apoptosis 

 

El concepto de apoptosis tiene sus 

orígenes en los estudios histológicos de 

hígado con daño isquémico realizados por 

Kerr en el periodo comprendido entre 1962 

y 1964. Kerr identificó dos poblaciones de 

hepatocitos que morían diferencialmente; una población que moría con características necróticas 

clásicas y otra en la que se podía observar condensación de cromatina, formación de vesículas 

citoplasmáticas y la presencia de lisosomas intactos. Kerr inicialmente denominó a este segundo tipo de 

muerte como “necrosis por encogimiento”, pero al observar que éste era un proceso activo con 

características ultraestructurales conservadas y que ocurría en diversos tejidos, postuló que era un 

fenómeno inherentemente programado que permitía la homeostasis tisular y lo denominó apoptosis 

(Kerr et al., 1972; Kerr, 2002). 

La apoptosis  participa en procesos fisiológicos como el modelado de estructuras, la eliminación 

de células activadas del sistema inmune, posterior a una infección, la eliminación de células 

transformadas y la eliminación de células infectadas en procesos virales (Rathmel y Thompson, 2002; 

Benedict et al., 2002; Johnstone et al., 2002), entre otros. Dado que no hay liberación de componentes 

citoplasmáticos al medio, este tipo de muerte no genera procesos inflamatorios. 

 

1.1.1 Características 

 
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que requiere de ATP y síntesis de novo de 

proteínas y se distingue de otros tipos de muerte por medio de parámetros bioquímicos y morfológicos 

que incluyen: degradación del DNA en fragmentos internucleosomales de aproximadamente 180 pb,  

encogimiento nuclear y celular, condensación de la cromatina, empaquetamiento de los componentes 

intracelulares, formación de cuerpos apoptóticos, vacuolización del citoplasma, translocación de 

fosfatidilserina, activación de proteasas y enzimas específicas (Samejima1 y Earnshaw, 2005; Valencia 

y Morán, 2001) ( Fig. 1). 

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es generalmente reconocida como un proceso pasivo en 

el que diferentes insultos dañan a la célula, hinchándola y provocándole severos daños membranales, 



Fig2. Estructura y corte de procaspasa. Las procaspasas, 
formadas por 3 dominios, sufren dos cortes proteolíticos 
para su activación. 
 

afectando el potencial mitocondrial, 

disminuyendo los niveles de ATP y provocando 

finalmente causando la muerte. (Edinger y 

Thompson, 2004; Proskuryakov y 

Konoplyannikov, 2003). Morfológicamente, 

durante la necrosis se observa vacuolización del 

citoplasma, ruptura de la membrana celular, 

cambios en la estructura nuclear 

correspondientes a una fragmentación irregular 

del DNA, liberación del contenido celular y 

citocinas pro-inflamatorias al tejido aledaño 

(Edinger y Thompson, 2004). 

Muchas de las características asociadas a 

la muerte apoptótica se deben a la participación 

de una familia de proteasas denominadas caspasas. Estas proteasas son aspartasas de cisteína que tienen 

una cisteína como grupo nucleofílico para el procesamiento del sustrato y tienen un requerimiento 

específico por el residuo de aspartato (D) al cual rompen en los enlaces D-X. Las caspasas son las 

responsables del procesamiento proteolítico  de proteínas nucleares y de citoesqueleto que permiten el 

desensamblaje celular.  (Chang y Yang, 2000) 

Hasta la fecha se han clonado y caracterizado 15 caspasas de mamíferos (Eckhart et al., 2005). 

Todas ellas son sintetizadas como precursores inactivos (zimógenos) con 3 dominios: un prodominio 

N-terminal (altamente variable), una subunidad grande (p20) y una subunidad pequeña (p10). El 

dominio catalítico consiste de las subunidades p20 y p10, las cuales están altamente conservado entre 

todas las caspasas (Thornberry, 1997; Thornberry 1998).  

La activación de las caspasas se induce por un corte proteolítico en el prodominio N-terminal y 

en la región de acoplamiento, lo cual lleva a la formación de un tetrámero dispuesto en dirección 

opuesta, con dos sitios catalíticos (p20/p10)2, es decir, heterotetrámeros de dos heterodímeros con dos 

sitios activos (Leopold Eckhart et al., 2005;Chang y Yang, 2000; Wilson et al., 1994; Rotonda et 

al.,1996 ) (Fig. 2). 

Las caspasas pueden ser clasificadas 

filogenéticamente en dos grupos: uno se 

relaciona con ICE (caspasa-1) y el otro con ced-3. Estos dos grupos pueden ser subdivididos 

dependiendo de si presentan un prodominio corto (Caspasa-3, -6, -7) o largo (el resto de las caspasas). 



Fig3. Vía extrínseca de la apoptosis 
inducida por unión del TNFR a su 
receptor. 
 

Aquellas caspasas cuyo prodominio es corto, de menos de 30 aa, se consideran ejecutoras del programa 

apoptótico, salvo la caspasa-14 que tiene una función en la diferenciación de queratinocitos 

epidermales pero no en la apoptosis. Existen varios modelos para la activación de las caspasas, pero de 

manera general se puede decir que las caspasas iniciadoras se autoprocesan por medio de un 

mecanismo de oligomerización, mientras que las caspasas ejecutoras se activan por la acción 

proteolítica de las caspasas iniciadoras o por la granzima B. Los prodominios largos, de más de 80 aa, 

se encuentran en las caspasas iniciadoras. Estos prodominios forman estructuras que sirven como 

plataformas para la interacción entre proteínas, las caspasas que las presentan pertenecen a la 

superfamilia DD, en la cual se incluyen moléculas adaptadoras de la señalización inflamatoria y 

apoptótica. 

Existen dos tipos de dominios que regulan la interacción entre los activadores de las caspasas y 

las caspasas iniciadoras: el dominio DED y el dominio CARD. DED se encuentra en FADD, la cual es 

una proteína adaptadora acoplada al receptor Fas/APO-1/CD95, una vez que este receptor se une a su 

ligando a través del DD. El CARD se encuentra en la caspasa-1, -2, -4, -5, -9, -11, -12, y –13, un DED 

forma el prodominio de la caspasa-8 y dos DED el de la caspasa-10. (Boldin et al., 1996; Muzio et al.,  

1996; Abraham y Shaham, 2004; Zheng et al., 2001; Medema et al 1997).  

Se reconocen dos vías de activación de la apoptosis: la vía extrínseca y la intrínseca. La vía 

extrínseca está mediada por ligandos que se unen a receptores de 

muerte (FAS, TNFR, TRAIL, etc) en la superficie celular y que por 

medio de FADD/MORT1, reclutan a la procaspasa-8 o -10, que se 

autoactiva por la proximidad de los dominios. Estas caspasas 

iniciadoras a su vez, activan por proteólisis a las caspasas ejecutoras 

o efectoras (Daniel y Korsmeyer, 2004; Hengartner, 2000) (Figura 

3). 

La vía intrínseca se activa por estrés celular como un daño al 

ADN, agente quimioterapéuticos, privación de suero y radiación 

UV y puede estar mediada por proteínas supresoras de tumores 

como p53, oncogenes como c-myc, etc. Esta vía requiere la 

disrupción de la membrana mitocondrial y la liberación de proteínas 

mitocondriales tales como el citocromo c y Smac/Diablo. 

El citocromo c es una proteína de 13 kDa, soluble, aceptora de electrones de la cadena 

respiratoria y que se localiza  en el espacio intermembranal mitocondrial. Durante la apoptosis, esta 

proteína se transloca al citosol (Liu X et al., 1996). El citocromo c funciona uniéndose a Apaf-1 



formando un complejo multimérico dependiente de ATP que se denomina apoptosoma, el cual induce 

la activación de la caspasa-9 y con ello la cascada de activación de las caspasas. Smac/Diablo, por su 

parte, se une a IAP antagonizando su acción antiapoptótica (Hengartner, 2000; Li et al., 1997; Zou et 

al; 1999). La permeabilización de la membrana mitocondrial se regula por las acciones opuestas de 

miembros de la familia Bcl-2, la cual incluye a miembros antiapoptóticos como Bcl-2 y Bcl-XL y 

proapoptóticos como Bak, Bim, Bad y Bax (Adams y Cory, 1998). 

Las proteínas multidominios proapoptóticas Bcl-2, como Bax y Bak, pueden activarse 

directamente por interacción con la proteína Bid que posee sólo el dominio BH3. Alternativamente, la 

unión de otras proteínas apoptóticas como Noxa, Puma, Bad y Bim a las antiapoptóticas Bcl2 y BclXL, 

origina la inactivación de Bax y Bak. La liberación regulada de factores pro-apoptóticos de la 

mitocondria causa la inducción de las caspasas iniciadoras y ejecutoras así como una pérdida del 

potencial de membrana mitocondrial. La liberación de estos factores no sólo inicia la activación de las 

caspasas por la formación del apoptosoma, sino que también rompe la cadena de transferencia de 

electrones resultando en una deficiencia energética y en un aumento en la generación ROS (Reed, 

1997; Adams y Cory, 1998). 

Como ya se mencionó, el programa apoptótico de muerte puede ser activado por diversas 

señales, tales como: la falta de factores tróficos, agentes quimioterapéuticos, señales del desarrollo 

(LaCasse et al., 1998). La apoptosis también puede ser desencadenada por la unión de un ligando a 

receptores de muerte, de los cuales Fas/APO-1/CD95 y los de TNF son los mejor caracterizados. 

 

1.1.2 Muerte durante el desarrollo del sistema nervioso 

 

La muerte apoptótica neuronal es un proceso celular altamente conservado que ocurre en 

virtualmente todos los organismos que presentan SN. En los organismos multicelulares, la homeostasis 

tisular se mantiene gracias a un balance entre la proliferación celular y la muerte celular. Por ejemplo, 

se sabe que la muerte apoptótica neuronal ocurre en invertebrados como C. elegans y Drosophila 

melanogaster, así como en estructuras discretas del cerebro de vertebrados y que la desregulación de la 

apoptosis durante la morfogénesis provoca malformaciones del sistema nervioso, en particular defectos 

en el cierre del tubo neural (Kuida et al., 1998, 1996). 

A diferencia de lo que ocurre en vertebrados, se cree que durante el desarrollo del SN de 

invertebrados, las neuronas mueren de una manera predeterminada que depende más de la composición 

genética que de las señales tróficas circundantes. (Meier et al., 2000). Se  estima que en el SNC 

aproximadamente la mitad de la población celular original es eliminada de manera apoptótica, con la 



Fig4. Diagrama de un circuito funcional 

cerebelar. Las fibras musgosas y las fibras 
trepadoras provienen de distintos núcleos 
precerebelares y hacen contacto con las células 
granulares y con las de Purkinje, respectivamente. La 
principal vía eferente cerebelar está dada por la 
actividad de la célula de Purkinje. 
 

finalidad de optimizar las conexiones sinápticas, 

remover neuronas innecesarias y moldear los circuitos 

neurales (Oppenheim 1991). 

La teoría neurotrófica postula que las neuronas 

de proyección se generan en exceso y que para 

sobrevivir tienen que competir por cantidades 

limitadas de factores de sobrevivencia, los cuales son 

producidos por las células diana con la que 

establecerán inervación. Aquellas neuronas que no 

reciban las cantidades suficientes de dichos factores 

serán eliminadas mediante un proceso de MCP 

(Oppenheim, 1991). 

EL NGF fue el primer factor neurotrófico en 

descubrirse (Levi-Montalcini, 1966).  Se encuentra 

presente en el SNC, promueve la supervivencia y 

maduración de neuronas sensoriales y simpáticas en el SNP, así como de células colinérgicas situadas 

en el prosencéfalo y el estriado (Bibel y Barde, 2000). El efecto del NGF está mediado por el receptor 

de alta afinidad TRK-A, que es un receptor de tirosina-cinasa que activa MAP cinasas y la vía de AKT.    

Los modelos mejor caracterizados de muerte apoptótica neuronal durante el desarrollo son 

aquellos que utilizan cultivos de neuronas simpáticas privadas de NGF y el de cultivos de NGC no 

despolarizadas y en ausencia de suero. Una de estas estructuras es el cerebelo. El cerebelo representa 

aproximadamente el 10% del encéfalo, pero contiene más de la mitad de las neuronas presentes en el 

mismo. En el cerebelo, las neuronas se encuentran distribuidas de manera regular en unidades repetidas 

que forman circuitos básicos (Fig4).  En la corteza cerebelar se pueden encontrar 5 tipos neuronales; las 

neuronas estrelladas, las de canasta y las de Purkinje, que son GABAérgicas, las NGC, que utilizan 

glutamato como neurotransmisor y las células de Golgi, que contienen GABA y glicina. En los 

mamíferos adultos, la corteza cerebelar está formada por 3 capas principales: la capa externa, la capa de 

Purkinje y la capa interna. 

Las NGC constituyen la mayor parte del cerebelo y se encuentran en la capa interna o granular, 

en donde reciben aferencias de las fibras musgosas, provenientes de núcleos en médula espinal y tallo 

cerebral y que llevan información sensorial de la periferia así como información desde la corteza 

cerebral. Las terminales bulbosas de las fibras 



musgosas contactan tanto a las NGC como a las interneuronas de Golgi en complejos sinápticos 

llamados glomérulos cerebelares. En la rata, los glomérulos cerebelares se establecen a partir del día 12 

postnatal y  las NGC se generan postnatalmente a partir de células originarias de la capa germinal 

externa. La capa germinal externa consta de dos zonas; la zona superficial proliferativa y la zona 

premigratoria. Las NGC migran a través de estas zonas hasta llegar a la capa granular en donde durante 

las primeras 2-3 semanas postnatales establecen el mayor número de sinápsis con las dendritas de las 

células de Purkinje (Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). 

Durante este proceso morfogenético se ha observado que ocurre la eliminación apoptótica de 

aproximadamente el 50% de las neuronas generadas inicialmente. Se cree que la eliminación de estas 

neuronas está mediada por la competencia sináptica que actúa como factor trófico promoviendo la 

supervivencia (Raff et al., 1993; Sastry y Rao, 2000) 

  

1.1.3 Muerte en condiciones patológicas 

 

En individuos adultos, la muerte de neuronas y glía está íntimamente relacionada con el origen y 

progresión de la mayoría de las enfermedades neurodegenerativas como el AD, PD, Huntington y la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica (Mattson, 2000; Nijhawan et al., 2000). Por lo tanto, una caracterización 

detallada de los mecanismos reguladores y ejecutores asociados a la muerte neuronal programada 

durante el desarrollo, podría ayudar a identificar nuevos blancos terapéuticos para atenuar la muerte 

celular en condiciones patológicas. 

 

1.2  Especies reactivas de oxígeno 

 

El O2 es el aceptor final de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial y de otras vías 

metabólicas. Durante la respiración celular, que termina con la reducción del O2 a agua, se producen 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Estas ROS también se forman durante la vía de las ciclo-

oxigenasa y por enzimas celulares como la p450-oxidasa, Xantina-oxidasa y la NADPH-oxidasa.  

Los electrones que se encuentran en los átomos y las moléculas, ocupan regiones espaciales que 

se denominan orbitales. Cada orbital puede tener un máximo de dos electrones. Por ejemplo, los dos 

electrones que forman un enlace covalente ocupan el mismo orbital pero tienen spins opuestos. Si un 

orbital contiene solamente un electrón, se dice que ese electrón está desapareado. Un radical libre es 

una especie química capaz de tener una existencia independiente y que contiene uno o más electrones 

desapareados. 



El término ROS se refiere, en sentido estricto, tanto a los radicales de oxígeno como a algunos 

derivados no radicales del oxígeno que son agentes oxidantes y que pueden ser fácilmente convertidos 

en radicales (HOCl, HOBr, O3, ONOO–, 1O2, H2O2). Por lo tanto, todos los radicales de oxígeno son 

ROS pero no todas las ROS son radicales de oxígeno. El término especies reactivas (RS) es mucho más 

amplio y abarca tanto a las especies reactivas de oxígeno como a las de nitrógeno (RNS), a las de cloro 

(RCS), a las de bromo (RBS) y finalmente a las de azufre. (Halliwell, 2006). 

El SNC es particularmente vulnerable al ataque de ROS por varias razones: 

a. El cerebro tiene una alta actividad metabólica oxidativa producto de la respiración 

mitocondrial. Se sabe que en humanos el oxígeno molecular se utiliza a una tasa de 3.5 ml/ 

100g NT/min. El cerebro, que corresponde al 2% de la masa de un individuo, ocupa el 20% 

del O2 total aspirado con la finalidad de suplir la alta demanda de ATP (se producen 4 x 1021 

moléculas de ATP/min) necesaria para alcanzar la homeostasis iónica intracelular que 

permite la apertura y cierre de los canales iónicos que se asocian a la propagación de los 

potenciales de acción y neurosecreción.   

b. Tiene una alta concentración de sustratos que se pueden oxidar con facilidad. 

c. Tiene bajos niveles de enzimas antioxidantes como por ejemplo de catalasa y glutatión 

peroxidasa. 

d. Genera una gran cantidad de ROS debido a reacciones neuroquímicas específicas, como la 

involucrada en la oxidación de la dopamina y en excitotoxicidad glutamatérgica. 

e. Tiene un radio alto de superficie membranal con respecto al volumen citoplasmático y tiene 

una extensa morfología axonal lo que la hace propensa a daños periféricos. 

f. Las neuronas tienen una vida media larga y por lo tanto son capaces de acumular daños 

asociados al estrés oxidativo al que han sido sometidas. 

La reactividad de las ROS es sumamente variable; tomemos como ejemplo al O2
•-, el cual es 

capaz de comportarse como un reductor o un oxidante dependiendo de la naturaleza de la molécula con 

la que reaccione. Aunque el O2
•- es precursor de otras ROS mucho más nocivas, solamente reacciona 

con un número limitado de moléculas. El H2O2 es un oxidante más potente y a su vez más reactivo; sus 

blancos son relativamente limitados, pero incluyen a la metionina y a ciertas cisteínas reactivas, puede 

reaccionar con ciertos metales de transición y generar OH•- por medio de reacciones de tipo Fenton 

(Halliwell y Gutteridge, 1992; Koppenol, 2001). Finalmente, el OH•- es sumamente reactivo y puede 

causar daño oxidativo en biomoléculas por medio de reacciones en cadena de radicales libres. El OH•- 

es sumamente nocivo porque es capaz de iniciar la peroxidación lipídica así como de crear radicales 

libres en proteínas y polinucleótidos por la abstracción de átomos de hidrógeno. 



 

1.2.1 Estrés oxidativo 

 

El incremento intracelular y acumulación de ROS puede ocurrir tanto en condiciones 

fisiológicas (señalización y metabolismo celular entre otras) como patológicas (insultos tóxicos, 

neurodegeneración). Las ROS son capaces de perturbar los sistemas antioxidantes causando daño a las 

macrobiomoléculas celulares tales como, ácidos nucléicos, proteínas, carbohidratos y lípidos. 

El estrés oxidativo ha sido definido como un desbalance entre el estado pro-oxidante y 

antioxidante celular (Chandra et al., 2000), capaz de causar daño pero no siendo este daño una 

condición intrínseca al estrés oxidativo. Muchas ROS no son removidas inmediatamente porque 

cumplen funciones biológicas importantes (Halliwell y Gutteridge., 2006) y oscilaciones entre el 

balance pro-oxidante y antioxidante celular son muy comunes en organismos sanos como por ejemplo 

durante la defensa ante infecciones y en la regulación de la respuesta inflamatoria, el O2
• regula la 

división celular en fibroblastos in vitro y es capaz de terminar la cadena de peroxidación lipídica al 

reaccionar con radicales alcohoxilo. 

La existencia de enzimas cuya función primordial es la generación de ROS (NADPH-oxidasa, 

la oxidasa dual, la mieloperoxidasa, la óxido nítrico sintasa y la hemo-oxigenasa), así como una 

inducción y regulación controlada en respuesta a factores de crecimiento, citocinas y señales 

dependientes de calcio, nos habla de la existencia de mecanismos pro-oxidantes favorecidos a lo largo 

de la evolución por su relevancia en la fisiología celular. Por ejemplo, uno de los papeles fisiológicos 

de las ROS es la modulación en la expresión de genes activados por factores transcripcionales sensibles 

al estado redox celular, como es el caso para el NFkb (Remacle, 1995; Cimino, 1997).  

Una vez que las ROS han cumplido su función, es necesario que sean removidas para evitar que 

su alta reactividad con biomoléculas genere daño celular, para esto existen sistemas antioxidantes, 

como el del glutatión y enzimas como la SOD o la catalasa. Algunos modelos experimentales han 

demostrado la importancia de estos sistemas antioxidantes en la fisiología celular como es el caso de 

ratones knock-out de SOD2 (la isoforma mitocondrial de SOD), los cuales presentan cardiomiopatía y 

neurodegeneración (McCord, 1994). 

Una de las consecuencias del desbalance en la concentración fisiológicas de ROS en su 

interacción con macromoléculas, lo puede generar una gran cantidad de modificaciones estructurales y 

funcionales (Stark, 2005). Estas modificaciones pueden ser directas cuando las ROS actúan sobre la 

maquinaria molecular o indirectas cuando los subproductos del ataque por ROS afectan otros 

componentes celulares. Las moléculas oxidadas representan un daño potencial porque interfieren con 



las funciones celulares normales y porque son capaces 

de propagar la reacción de radicales libres. Los blancos 

de la acción peroxidante de los ROS son las proteínas, 

DNA y membranas celulares. 

 

1.2.2 Peroxidación 

 

1.2.2.1 Lipídica 

 

Las neuronas son especialmente susceptibles a 

procesos peroxidativos debido al alto contenido en sus 

membranas de PUFAs. Los dobles enlaces en las 

membranas neuronales permiten la fácil remoción de 

átomos de hidrógeno por acción de ROS (especialmente por el OH•- y el O2
•- ). 

Durante la lipoperoxidación, el ácido graso pierde un átomo de hidrógeno de un metileno quedando así, 

un átomo de carbono con un electrón libre, radical de ácido graso o radical de carbono. 

El radical de carbono que se formó en este evento, a partir del ácido graso poli-insaturado, sufre 

cambios conformacionales relativos al rearreglo de los dobles enlaces para formar un dieno conjugado 

que, bajo condiciones aeróbicas y en presencia de oxígeno molecular  forma el radical lipoperoxilo. 

La lipoperoxidación continúa conforme los dienos conjugados se combinan con el O2 para 

formar radicales peroxi adicionales. Los radicales peroxi  secuestran el hidrógeno de las cadenas de 

ácidos grasos adyacentes, propagándose así el proceso 

peroxidativo. Los radicales peroxi pueden formar 

peróxidos cíclicos o, si toman hidrógenos de cadenas 

adyacentes, se forman hidroxiperóxidos lipídicos. (Fig. 5) 

La lipoperoxidación es un evento en cadena, dado que la acción de un solo radical OH•- puede 

generar numerosos reactivos tóxicos que rigidifican la membrana (permitiendo así el paso de Ca2+ 

hacia el medio intracelular) e interrumpen su integridad, ocasionando daño en proteínas de membrana, 

citosólicas y DNA. 

La peroxidación lipídica es un evento que ha sido implicado en la patogénesis de diversas 

enfermedades degenerativas como arteriosclerosis, diabetes, inflamación, desórdenes 

neurodegenerativos, daño por isquemia-reperfusión y daño en médula espinal (Stark, 2005; Farooqui y  

Horrocks, 1998). 

Fig5. Secuencia de las reacciones de 

lipoperoxidación. (Mod. de Young y McEneny, 
2001) 



La peroxidación de los lípidos interrumpe la organización de la membrana, causando cambios 

en su fluidez, permeabilidad e inhibiendo proceso metabólicos y alteraciones en el transporte iónico 

(Stark, 2005) 

El daño oxidativo a las membranas mitocondriales puede generar un ciclo de retroalimentación 

positiva en el que se induce una mayor producción de ROS (Green y Reed, 1998). Por ejemplo, se ha 

observado que la producción de peróxidos lipídicos y de productos aldehídicos genera un estado de 

depleción de GSH dado que la destoxificación de estos productos ocurre a través de la GSH-Px y la 

glutatión S-transferasa. (Arakawa et al., 2006). Los productos de la peroxidación lipídica como el 

MDA, 4-HNE y acroleína son capaces de reaccionar con diversas moléculas como las proteínas por 

medio de reacciones covalentes que involucran al grupo tiol o con grupos amino de la guanosina para 

formar aductos cíclicos. De todos los aldehídos α,β.insaturados, la acroleína es el más electrófilo y 

muestra una gran reactividad con las proteínas (Uchida, 1999; Kehrer y Biswal, 2000).  

 

1.2.2.2 Proteínas 

 

La modificación oxidativa de las proteínas por ROS y RNS está implicada en la patogénesis 

asociada al envejecimiento natural y al desarrollo y progresión de enfermedades neurodegenerativas.  

El OH•- es capaz de atacar residuos de aa en moléculas proteicas, estas reacciones inducen un 

extensivo entrecruzamiento proteína-proteína. El O2
•- puede reaccionar con el NO  para generar 

peroxinitrito. Este compuesto, aunque no es un radical libre, tiene la capacidad de comportarse como el 

OH•-  induciendo la oxidación de proteínas generando nitración de  tirosinas, formando 3-NT. La 

formación de 3-NT está marcadamente favorecida en presencia de CO2. El peroxinitrito juega un papel 

fundamental en el daño asociado a la excitotoxicidad. 

 La oxidación proteica en muchos tejidos, incluido el cerebro, ha sido propuesto como un 

mecanismo que explica el déficit funcional asociado a la edad, particularmente la modificación e 

inactivación oxidativa de las proteínas mitocondriales asociadas a la cadena transportadora de 

electrones. 

No existe un esquema de clasificación para las modificaciones oxidativas que las proteínas 

sufren, sin embargo generalmente se considera: 

-El tamaño de los productos de dicha modificación oxidativa. La proteína puede ser fragmentada 

para formar productos de menor peso molecular o puede entrecruzarse para formar productos de 

mayor peso molecular. 

-El sitio del daño oxidativo. El daño en la proteína se puede generar en el enlace peptídico o en la 



cadena lateral. 

-El agente oxidante. El daño en proteínas puede generarse por la acción directa de ROS o por 

medio de subproductos reactivos de las ROS con carbohidratos y lípidos. 

El marcador más utilizado para evaluar la oxidación de proteínas es la presencia de grupos 

carbonilos, los cuales se forman por la oxidación de las cadenas laterales en residuos de lisina, prolina, 

arginina y treonina. Además de la oxidación directa en cadenas laterales, el grupo carbonilo se puede 

introducir en proteínas por la reacción de adición de Michael del 4-HNE. 

 

1.2.2.3 DNA 

 

La repercusión que el daño oxidativo de macromoléculas tiene en las funciones celulares 

depende en gran medida de los niveles de ROS involucrados, de los niveles de las defensas 

antioxidantes y también de la tasa de recambio de las macromoléculas afectadas. Si el recambio es 

continuo, el daño oxidativo no se acumula y puede no tener repercusiones críticas en el funcionamiento 

celular.  

Este no es el caso del DNAn, el cual posee toda la información que la célula necesita para 

realizar sus funciones y la acompañará a lo largo de su vida, por lo tanto el daño al DNA representa una 

seria amenaza para la homeostasis celular. Si el daño al DNA es severo o si su acumulación excede la 

capacidad de los mecanismos de reparación, se induce senescencia o muerte celular programada como 

un mecanismo que asegure la homeostasis tisular y sistémica. 

Se ha observado que dosis subletales de H2O2 pueden generar ruptura de la doble hélice del 

DNA y posteriormente una regulación a la alta de p53 y p21,  lo que conlleva al arresto del ciclo 

celular (Chen et al., 2004, Chen et al., 2005). Cuando este daño es reparado por la maquinaria celular, 

algunas células pueden reingresar al ciclo celular; sin embargo, cuando el daño no es reparado se 

desencadenan procesos de senescencia o apoptosis. (Chen et al., 2004, Chen et al., 2007).  

Las ROS son los principales agentes endógenos que generan daño al DNA, por lo tanto 

cualquier modificación en los niveles de oxidantes y antioxidante tendrán repercusiones sobre el estado 

del DNA. Se ha observado por ejemplo, que mutaciones en  SOD1 se asocian a la forma familiar de 

ALS y a senescencia prematura en fibroblastos (Rosen et al., 1993; Blander, 2003) . De igual forma, el 

daño oxidativo al DNAn por la acción de ROS ha sido propuesto como parte de uno de los mecanismos 

fundamentales que subyacen al daño cerebral posterior a un proceso isquémico permanente o 

transitorio (Chen et al., 1997; Nagayama et al., 2000). 

La formación y acumulación de 8-hydroxyl-2’-deoxyguanosina (8-oxo-dG) es una de las 



modificaciones oxidativas más comunes en las bases. Este daño es causado por el radical OH y puede 

afectar genes activos en las células que lo presenten (Cui et al., 1999). Por esta razón, los niveles de 8-

oxo-dG han sido utilizado como un parámetro de lesiones oxidativas en el DNA en diversos estudios; 

sin embargo, los niveles exactos de daño oxidativo al DNA son difíciles de calcular porque la 

oxidación de la guanina puede deberse en parte a la preparación del DNA durante su análisis. Esto ha 

resultado en diferencias de hasta tres órdenes de magnitud en los resultados publicados sobre 8-oxo-dG 

(Collins, 2004; Gedik, Collins.,  2005). 

En respuesta a este daño oxidativo del DNA, muchos mecanismos de reparación ampliamente 

caracterizados se activan para mantener la integridad genómica y el funcionamiento de los genes 

afectados.  Uno de éstos es la 8-oxoguanina glicosilasa del DNA, que es una enzima de reparación del 

DNA presente en el cerebro de mamíferos que funciona por medio de la vía de escisión de base y que 

elimina a la 8-oxo-dG del DNA oxidado (Araneda et al., 2005). 

Las mitocondrias tienen un genoma propio, el cual es una doble hélice de DNA circular de 

aproximadamente 16kpb. El DNAmt de los mamíferos contiene 37 genes, que codifican para 13 

componentes polipeptídicos de la cadena respiratoria así como para RNAr y RNAt necesario para 

síntesis proteica intramitocondrial (Lin MT, Beal MF., 2006). El DNAmt es extremadamente 

vulnerable al ataque por ROS debido a que se encuentra cerca de la membrana interna mitocondrial, 

sitio de producción máxima de ROS.  El DNAmt no posee histonas que lo protejan y la mitocondria no 

cuenta con las enzimas necesarias para la reparación por escisión de nucleótidos  (Balaban et al., 2005). 

Así, Wallace et al. (1992) demostraron que el daño oxidativo al DNAmt aislado de diversas regiones 

cerebrales es por lo menos 10 veces mayor a la del DNA nuclear. 

Se cree que el daño al DNAmt puede causar un desacoplamiento en la cadena transportadora de 

electrones incrementando aún más los niveles de ROS, se ha observado que mutaciones puntuales en 

DNAmt incrementa los niveles de ROS intracelular. (Beal, 2005; Kujoth et al., 2007) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



2. ANTECEDENTES 

 

El cerebelo está compuesto por aproximadamente 80% de NGC, de las cuales casi el 50% serán 

eliminadas durante el desarrollo de dicha estructura (Hatten y Heintz, 1995). Los cultivos primarios de 

cerebelo son un excelente modelo para estudiar la apoptosis que ocurre durante el desarrollo debido a 

que éstos presentan muchas de los eventos del desarrollo in vivo de las NGC (Gallo et al. 1987). Estos 

cultivos son muy abundantes en neuronas (95%), de las cuales el 90% de ellas son NGC (Morán y 

Patel, 1988). 

Cuando las NGC se cultivan en concentraciones fisiológicas de potasio (5mM; K5) por más de 

5 DIV mueren presentando características apoptóticas. Así, las NGC deben ser cultivadas en 

condiciones despolarizantes (25 mM  KCl; K25) para sobrevivir. Cuando NGC son cultivadas en K25 y 

transferidas a un medio sin suero con K5 la mayoría de las células mueren en un periodo comprendido 

entre 24 y 48 horas. La muerte inducida por K5 en NGC presenta características apoptóticas como la 

activación de caspasa-3 y condensación del DNA (D’Mello et al., 1993; Gallo et al., 1995; Schultz et 

al., 1996). Dicha muerte puede ser retardada o incluso evitada en presencia de inhibidores específicos 

para caspasas. 

La supervivencia y diferenciación de estos cultivos se incrementa en presencia de altas 

concentraciones de potasio (25mM; K25), de agonistas a receptores glutamatérgicos como el NMDA 

(Morán y Patel 1989) o en presencia de agentes que aumentan la concentración intracelular de AMPc 

[14].  La despolarización de las NGC induce la entrada de Ca2+ a través de los canales de calcio 

sensibles a voltaje (Suzuki et al. 2005). Esta entrada de Ca2+ activa a CaMK, lo cual se ha propuesto 

que es semejante a lo que ocurre in vivo cuando las fibras musgosas de los núcleos pontinos estimulan a 

las NGC durante el día postnatal 12. 

Se ha demostrado que durante la muerte apoptótica inducida por falta de factores tróficos se 

genera una condición prooxidante y que si esta condición es inhibida por medio de antioxidantes, el 

proceso apoptótico puede ser evitado total o parcialmente (Atlante et al., 2000; Castilho et al., 1999; 

Itoh et al., 1999; Schulz et al., 1996). Cuando las NGC son transferidas a K5 existe un pico de 

producción de ROS alrededor de las 3-4 horas, antes de que aparezcan los parámetros característicos de 

muerte apoptótica como la actividad de caspasa-3 o la translocación de fosfatidilserina. Se sabe que 

hasta las primeras 4 horas, la administración de antioxidantes puede prevenir de la muerte a las NGC,  

pero después de este tiempo, probablemente una vez que el programa apoptótico ha sido inducido y se 

encuentra en marcha, los antioxidantes ya no pueden rescatar de la muerte (Valencia y Moran, 2001). 

 



3. OBJETIVOS 

 

1.1. Objetivo general 

 

o Evaluar la presencia de productos de LPO en NGC durante la muerte apoptótica inducida por 

K5. 

o Dilucidar si esta peroxidación es un proceso inespecífico o no. De no serlo, establecer si es 

parte ejecutora o iniciadora del proceso de muerte. 

 

1.2. Objetivos particulares 

 

o Observar el cambio en la viabilidad de las NGC al ser transferidas a un medio con bajo potasio. 

o Evaluar la presencia de ROS a lo largo del proceso apoptótico de las NGC transferidas a un 

medio con bajo potasio. 

o Evaluar el efecto que las ROS tienen sobre los fosfolípidos membranales a lo largo del proceso 

apoptótico de las NGC transferidas a bajo potasio. 



 



4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1  Cultivo de Neuronas Granulares de Cerebelo 

 

Los cultivos de Neuronas granulares de cerebelo (NGC) se realizaron de acuerdo a lo descrito 

por Morán y Patel en 1989. Brevemente. Se obtuvo una suspensión celular al disociar con  tripsina y 

ADNasa los cerebelos provenientes del cerebelo de ratas Wistar neonatas de 7-8 días. Las neuronas 

fueron sembradas, en promedio, a una densidad de 265 x 103 células por mililitro de medio en cajas de 

cultivo (cajas Petri) tratadas con hidrobromuro de poli-L-lisina a una concentración de 5-25 µg/ml  

durante 24 horas previas al sembrado de las neuronas. El medio de cultivo contuvo medio basal de 

Eagle suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino inactivado  por calor, 2 mM de glutamina, 25 

mM de KCl, 50 u/ml de penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Las células sembradas en estas cajas 

fueron incubadas a 37 °C en una atmósfera saturada con vapor de agua, con una presión parcial de CO2 

de 5% (95% de aire). Para evitar la proliferación de otros linajes celulares no neuronales se añadió 

citosina arabinosa 10 µM, 24 horas después de sembrar.  Análisis inmunocitoquímicos han revelado 

que estos cultivos están constituidos por 95% de neuronas granulares (Balázs., 1988). Las células se 

mantuvieron por 7 días in vitro (DIV) 

  

4.2 Inducción de muerte celular 

 

La muerte celular de las NGC se indujo por una reducción en la concentración del potasio 

extracelular de acuerdo a lo reportado previamente (Moran y Patel, 1989). Para ello, las NGC fueron 

sembradas en condiciones despolarizantes en un medio con 25 mM de KCl durante 7 DIV 

Posteriormente, los cultivos se transfirieron a un medio de composición idéntica, pero con una 

concentración de potasio de 5mM. Bajo estas condiciones, las NGC mueren apoptóticamente después 

de 24-48 hs. 

 

4.3 Viabilidad celular 

 

La viabilidad se midió mediante la técnica de transformación de bromuro 3-[4,5-dimetil-tiazol-

2-il]-2,5-difenil tetrazolio (MTT) el cual se transforma en azul de formazán por la acción de 

deshidrogenasas.  Para ello, los cultivos se incubaron durante 10 minutos con MTT (0.5 mg/ml) a 

37°C; después de remover el medio se extrajo el azul de formazán con dimetil sulfóxido y se cuantificó 



espectrofotométricamente a 570 nm. La absorbancia medida es directamente proporcional al número de 

células viables. Los resultados son expresados como valores relativos al control, que representa el 

100%. 

 

4.4 Determinación de Proteínas por el método de Bradford 

 

La cuantificación de proteínas se realizó por medio del método colorimétrico de Bradford 

(1976). Brevemente, se preparó una curva estándar entre 0 y 17.5 µg de albúmina. Tanto a las muestras 

(3µL) como a la curva estándar se les agregaron 500µL de agua destilada y 1ml del reactivo de 

Bradford. La absorbancia se determinó a 595 nm. 

 

4.5 TBARS 

 

Los niveles de LPO se midieron en los homogenados por medio del método colorimétrico del 

ácido tiobarbitúrico de acuerdo al método establecido por Santamaría y colaboradores (2001). 

Brevemente, 500 µL del reactivo TBA (0.75 g TBA+ 15 g ácido tricloroacético + 2.54 mL HCl) se 

mezclaron con 250µL de los homogenados. Esta mezcla se calentó a 94°C durante 30 min. 

Posteriormente, las muestras se enfriaron durante 5 min en hielo y se centrifugaron a 4000×g durante 

15 min. La densidad óptica del sobrenadante se midió en un espectrofotómetro Beckman DU640 a una 

longitud de onda de 532 nm. La concentración final de sustancias reactivas al TBA (TBARS) se calcula 

por la interpolación de una curva estándar de malondialdehido la cual es corregida por la cantidad de 

proteína empleada. Los resultados se expresan en nmoles de TBARS por mg de proteína. 

 

4.6 Identificación de Dienos Conjugados 

 

La identificación de dienos conjugados se realizó de acuerdo al método establecido por 

Raecknagel y Glende (Recknagel y Glende., 1984). Brevemente, el tejido se homogenizó en 1 ml de 

PBS (10mM, pH 7.4). Se realizó una extracción de los lípidos totales en el homogenado con 

cloroformo:metanol (2:1), las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos a 4°C y la fase 

orgánica se evaporó utilizando un baño seco con temperatura fija a 45°C. El residuo de la evaporación 

fue resuspendido en 1 ml de ciclohexano para el análisis espectrofotométrico a 233 nm. La cantidad de 

dienos conjugados se determinó utilizando un coeficiente de extinción molar de 25,200. 

 



4.7 Detección de anión superóxido 

 

La detección de anión superóxido se realizó utilizando dihidroetidio. Este compuesto, al 

oxidarse, se transforma en etidio, se intercala en las bases del DNA y emite fluorescencia roja. Los 

cultivos neuronales se incubaron durante 20 minutos con dihidroetido (3.2 µM) en condiciones de 

obscuridad. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron durante 7 minutos a 4°C con 

formaldehído al 3%. Los cultivos se observaron en un microscopio de epifluorescencia y se 

fotografiaron utilizando un filtro de rodamina (Ex 510-560 y Em 590) y un objetivo Nikon 20x. Se 

contó el número de células con núcleos rojos y se dividió esta cantidad entre el total de células 

presentes en el mismo campo.   

 

 

 

 

4.8 Análisis estadístico 

 

Los resultados se expresaron como las medias ± SE. La significancia estadística de los 

resultados se determinó por medio  de un análisis de variancia de una vía (ANOVA), seguido por el 

análisis post-hoc de Fisher's. La significancia utilizada fue de P < .05. 



 



5. RESULTADOS 

 

1.1. Efecto de K5 en la morfología y viabilidad de las NGC 

 

Cuando las NGC son cultivadas en un medio con suero y una concentración despolarizante de 

potasio (K25), éstas sobreviven y maduran (Morán, 1989). Cuando estas células son transferidas a un 

medio con concentraciones bajas de potasio (5 mM, K5) ocurre una muerte masiva en un periodo de 

24-48 horas. En la Fig. 6 se observa el efecto de la transferencia a un medio K5 en la morfología que de 

las NGC. Durante las primeras 6 horas del tratamiento con K5 no se aprecian cambios significativos en 

la morfología neuronal, los somas no presentan cambios evidentes en su forma y volumen y los 

procesos neuronales se encuentran íntegros y bien definidos (Fig. 6).  Sin embargo, a partir de las 12 hs 

se pueden apreciar algunos cambios morfológicos asociados a un daño celular. Después de 18 horas, se 

aprecia un daño significativo claro consistente en una fragmentación de los procesos neuronales, 

encogimiento y pérdida de la integridad del soma, entre otras (Fig. 6) 

 Los resultados del análisis morfológico se corroboraron con la evaluación de la viabilidad 

celular utilizando la técnica de transformación de MTT. En la Fig. 7 se muestra la disminución de la 

viabilidad de NGC inducida por K5 medida por MTT.  Los resultados muestran que durante las 

primeras 12 horas no existen cambios significativos en la viabilidad; sin embargo, a partir de este 

tiempo,  la viabilidad comienza a disminuir alcanzando un valor  aproximado de 50% a las 24 horas y y 

de 80% a las 48 horas. Estos resultados coinciden también con lo reportado anteriormente (Valencia y 

Morán, 2001; Caballero-Benitez y Morán, 2003) 
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Fig.6. Efectos de la 
transferencia de las NGC de 
un medio K25 a uno con K5 
en la morfología celular.  Las 
células se cultivaron por 7 
DIV y se transfirieron de un 
medio con K25 a uno con K5. 
Las células se observaron en 
un microscopio de contraste 
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Fig.7. Evaluación de la viabilidad 
celular por medio de MTT. A las 
18hrs la viabilidad ha disminuido 
aproximadamente un 44%, a las 
24hrs aproximadamente un 50%. * 
Diferencia significativa con 
respecto al control, p<.05, n=4. 

V
ia

bi
lid

ad
 M

TT
 

(%
 C

on
tro

l) 

30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 

100 
110 

* 

*

* * *
*

*

Control 2 4 
Tiempo (h)

12 
 

18 6 24 36 48

 

1.2. Efecto de K5 en la generación de ROS 

 

Existen muchos reportes que demuestran la presencia y participación de ROS en el programa de 

muerte apoptótica  (Buttke y Sandstrom, 1994; Hampton y Orrenius, 1997; Zamzani et al., 1995; Macho et al 

1997).  En nuestra preparación en particular, se ha reportado que posterior a la transferencia de K25 a 

K5 los niveles de ROS se incrementan a los 10 y 30 minutos, así como a las 3-4 horas. El uso de 

antioxidantes y prevención de la formación de ROS que ocurre a las 3-4 hrs evita la muerte de las NGC 

(Valencia y Morán, 2001). 

La evaluación de la producción de O2
•-  se realizó por medio de la tinción con DHE de acuerdo 

al método descrito en “Materiales y métodos” a las 4 y a las 18 horas después de la transferencia a K5. 

Bajo estas condiciones encontramos que ocurre un incremento marcado en el número de células 

marcadas con etidio reflejando un aumento equivalente en los niveles de O2
•- a las 4hrs después del 

tratamiento (Fig. 8). Después de 18 horas de tratamiento encontramos un segundo aumento en el 

número de células marcadas positivamente, el cual es significativamente mayor al encontrado a las 4 

horas (Fig.8). 
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Fig.8. Efectos de la transferencia a un medio K5 en la producción de anión superóxido en las NGC. (A) Después del cambio 
al medio K5,  las NGC se incubaron con DH después de 4hrs ó 18hrs. Las células se fijaron y la fluorescencia se midió 
inmediatamente después en un microscopio de epifluorescencia. Fotografías representativas de tres experimentos. (B) 
Cuantificación del número de células positivas a etidio. Los resultados se expresan como la media ± S.E.M. para cuatro 
experimentos. *P<0.05 en comparación con el control, #P<0.05 en comparación con 4hrs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.3. Dienos Conjugados (DC) 

 

Para evaluar la peroxidación en las NGC tratadas con K5 se midieron los niveles de DC como 

parámetro de peroxidación lipídica. La evaluación se realizó a diferentes tiempos de acuerdo con lo 

establecido en “Materiales y Métodos”. La figura 8 muestra que los niveles de DC en los lípidos totales 

se incrementan aproximadamente un 47% después de 4hrs. Este incremento de los DC es transitorio y 

desde las 6hrs hasta las 12hrs los niveles no son estadísticamente diferentes a los presentes en los 

controles mantenidos en K25.  A tiempos más largos encontramos un segundo incremento de dienos 

conjugados después de 18hrs, que se mantiene incluso hasta las 24hrs.    
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Fig.8. Cuantificación de los dienos conjugados después de la transferencia a K5. La cantidad de dienos conjugados se 
calculó utilizando el coeficiente de extinción molar de 25,200. Los resultados se expresan como porcentaje del control ± 
S.E.M. de 8 diferentes experimentos. *P<0.05 en comparación con el control. 
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1.4. Sustancias Reactivas al TBA (TBARS) 

 

De manera complementaria evaluamos la presencia de TBARS como un indicador de los productos 

finales de la lipoperoxidación. Dado que los ensayos de DC y de TBARS se utilizan indistintamente 

como un índice de daño oxidativo en membranas, no esperábamos que los resultados difirieran entre sí. 

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre para los DC, no se encontraron cambios en los niveles de 

TBARS a las 4hrs con respecto al control, este punto es central para nuestra discusión. La Figura 9, 

muestra que las TBARS se incrementaron de manera significativa sólo hasta las 18 hrs del tratamiento 

con K5, manteniendose los mismos niveles hasta después de 24hrs. En una serie de ensayos paralelos 

encontramos que las NGC pueden alcanzar niveles mucho mayores de TBARS que los obtenidos con 

K5. Para ello utilizamos una condición conocida como inductora de 

lipoperoxidación, la aplicación de Fe2SO4 (200µM) con  H2O2 

(100µM) (Fig. 9) 
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Fig.9. Curso temporal de TBARS después de la transferencia a medio K5. La cantidad de sustancias reactivas al TBA no 
cambia de manera significativa durante las primeras horas. Después de 18 y 24 horas se detectaron niveles 
significativamente mayores  de TBARS en relación al control. Los resultados se expresan como la media ± S.E.M.  de 
nmolas/mg proteina para 8 diferentes experimentos. *P<0.05 comparado contra el control. #P<0.05 comparado contra 
18hrs. 
 

 

 

2. DISCUSIÓN 

 

En este estudio encontramos que el tratamiento de las NGC con K5 induce la generación de 

ROS, probablemente O2
•-, a diferentes tiempos. En particular detectamos dos episodios de estrés 

oxidativo: uno a las 4 horas y un segundo, de mayor intensidad, a las 18 horas posterior al tratamiento 

con K5. La importancia del primer evento de generación de ROS (4 hrs) en el proceso de muerte ha 

quedado de manifiesto por una serie de ensayos en los que se demostró, con el uso de antioxidantes, 

que la eliminación de este evento temprano prácticamente elimina la muerte inducida por K5 (Valencia 

y Moran, 2001). 

 Dados los cursos temporales de la aparición de los primeros eventos de la muerte apoptótica, 

como translocación de fosfatidilserina y activación de caspasa, que ocurren alrededor de las 5-8 horas, 

sugerimos que este primer evento de estrés oxidativo podría tener un papel de señalización temprana. 

Esta idea está de acuerdo con nuestros resultados de viabilidad en los que encontramos que las células 

no sufren cambios, tanto a nivel morfológico metabólico, durante o alrededor del primer evento de 

estrés oxidativo (4hrs), sino hasta después de 12-18 horas. 

 Con la idea de correlacionar los cambios detectados en los niveles de ROS con el proceso 

lipoperoxidación (LPO), evaluamos los cambios temporales en los niveles de DC, un producto 

transitorio temprano en la LPO,  y de MDA, un producto tardío en este proceso peroxidativo. 



Generalmente el ensayo para la identificación de DC y el método de TBARS para detectar MDA son 

utilizados de manera indistinta como marcadores de daño oxidativo en lípidos membranales; sin 

embargo es importante recalcar que dichos ensayos evalúan el daño oxidativo en diferentes puntos de 

la reacción de LPO. El primer ensayo detecta la presencia de lípidos con conformación de DC 

incluyendo a los hidroxiperoxidienos, los cuales son los productos transitorios de la oxidación de 

lípidos (Hahm y Min 1994; Pike 2002). El segundo ensayo, detecta la formación de sustancias reactivas 

al tiobarbiturico (TBARS), la cual es una característica de las etapas finales de  la reacción de LPO e 

indica la ruptura de lípidos peroxidados (como hidroxiperoxidienos conjugados) para generar aldehídos 

α,β-insaturados como el MDA (Adibhatla y Hatcher 2006). 

Considerando lo anterior encontramos una estrecha correlación temporal entre la generación de 

ROS y la formación de DC durante todos los tiempos evaluados. Como era de esperar, la formación de 

DC fue menor alrededor de las 4 horas y mayor alrededor de las 18-24 horas, coincidiendo con la 

cantidad de ROS generadas durante estos periodos de tiempo.  

De forma muy interesante, a diferencia de lo que observamos para los DC, los resultados 

obtenidos con MDA, uno de los productos terminales de la reacción de LPO, no correlacionaron con 

los resultados sobre la generación de ROS ni de DC. En particular, no detectamos MDA a tiempos 

cortos (4hrs), un tiempo en el que, como  mencionamos antes, ocurre el episodio temprano de estrés 

oxidativo que resulta necesario para que la muerte apoptótica se lleve a cabo. En otros estudios, 

utilizando diferentes modelos experimentales (Husain et al., 1987; Tkáč et al., 2006), se ha reportado 

una falta de correlación entre los niveles de DC y MDA. Lo que permite sugerir que la generación de 

uno de los productos no implica necesariamente la formación del otro en el proceso peroxidativo. En 

este sentido, se ha sido sugerido incluso que la generación de estos dos productos por separado puede 

servir para evaluar el grado de daño oxidativo en la membrana, así como para seguir la cinética de la 

reacción lipoperoxidativa (Blokhina et al., 2003). 

Desconocemos los mecanismos que operan en nuestra preparación para que la reacción de LPO 

a tiempos cortos se detenga hasta la formación de DC. Una posibilidad es que los DC formados se 

mantuvieran estables y detuvieran su procesamiento hasta MDA. Esta situación, sin embargo, resulta 

poco probable pues se sabe que la estabilidad de los DC ocurre en ausencia de metales, lo cual no 

sucede en sistemas biológicos, particularmente en neuronas donde los complejos metálicos y las 

metaloproteínas son abundantes y son capaces de reducir rápidamente a los hidroperoxidienos 

favoreciendo el avance de la reacción hasta formar MDA (Dix y Aikens, 1993). 

Una posibilidad alternativa para explicar la generación de DC, pero no de MDA a tiempos 

cortos es la presencia de algún componente capaz de detener la reacción de LPO. Tal es el caso del 



óxido nítrico (NO) o el peroxinitrito cuya efectividad para detener la reacción de LPO ha sido 

demostrada ampliamente (Alessenko et al., 2005; Schafer et al., 2002) por medio de reacciones del 

tipo: 

 

LO•  +•NO →LONO 

LOO• + •NO →  LOONO 

 

Es pertinente mencionar que se ha demostrado que la transferencia de las NGC a un medio K5 induce 

la generación de NO a tiempos cortos, a través de un mecanismo que involucra la elevación en los 

niveles de GMPc (Bobba et al., 2007). ES necesario, sin embargo,  estudiar el efecto que inhibidores 

del NO tienen sobre los niveles en los diferentes productos de la LPO. 

Como mencionamos arriba, a pesar de que a las 4hrs hay un incremento significativo de O2
•- y 

de DC, no se encuentran cambios significativos en la viabilidad, lo cual nos indica que las ROS podrían 

tener inicialmente una función de señalización que causa un ligero daño membranal pero que en 

términos generales dicho daño no interfiere con las funciones celulares de manera perjudicial, 

permitiendo el progreso del programa de muerte apoptótico de las NGC. Se ha sugerido que si el 

proceso de LPO está regulado estrictamente por la cinética de la reacción, la peroxidación de PUFAs  

podría tener una función protectora que evita los efectos deletéreos que el ataque de las ROS tendría 

sobre las proteínas. (Shewfelt y Purvis 1995). Sin embargo, para poder evaluar el grado de repercusión 

que el daño oxidativo tiene sobre la membrana es necesario evaluar parámetros funcionales de la 

membrana como fluidez, permeabilidad y su composición. 

Cada vez existen más evidencias en contra de la postura tradicional que ve a la LPO como un 

proceso inespecífico consecuencia de la pérdida homeostática celular. Por ejemplo, el uso de 

tioacetamida o la incubación de hígados de rata a 37°C post-mortem no generan eventos de LPO, 

sugiriendo que éste es un proceso inducido de manera activa (Wendel, 1987; Muriel, 1997). En nuestro 

modelo, observamos que otras condiciones como Fe2SO4 y  H2O2 inducen un proceso de LPO mucho 

mayor que el generado por K5, lo cual indica que estas células tienen un potencial de peroxidación muy 

por arriba de los niveles detectados con el estímulo apoptótico de  K5. 

Nuestros resultados indicaron una recuperación en los niveles basales de DC a las 6hrs, que se 

mantiene hasta las 12hrs, lo cual nos sugiere que, además de la inhibición en el avance de la reacción 

de LPO, los lípidos oxidados podrían estar siendo removidos. Se ha reportado que, entre los 

fosfolípidos membranales,  las fosfolipasas A2 y C utilizan preferentemente aquellos fosfolípidos que 

están oxidados para su posterior hidrólisis (Sevanian and Kim, 1986), lo que evidentemente podría 



considerarse como un mecanismo de detoxificación (van Kuijk et al., 1987). 

Finalmente, bajo nuestras condiciones identificamos también un segundo incremento en los 

niveles de O2
•- a las 18hrs. Este incremento fue de mucha mayor intensidad que el primero. Durante 

este tiempo encontramos niveles altos tanto de DC como MDA y solamente 58%  de la población 

neuronal viva. La presencia de productos tardíos (MDA) de la reacción de LPO hasta las 18hrs, nos 

indica que las ROS podrían tener a tiempos largos una función efectora dentro del programa de muerte 

apoptótica. 



 

 



7. CONCLUSIONES 
 

 En este estudio obtuvimos una serie de resultados que nos permiten concluir que ocurre un 

proceso de LPO asociado a la muerta apoptótica inducida por bajo potasio en NGC, lo que correlaciona 

temporalmente con la generación de ROS tanto a tiempos cortos (4hrs) como a tiempos largos (18hrs). 

Sin embargo, el hecho de que los DC, uno de los productos tempranos de la LPO, se  encuentre tanto a 

las 4hrs como a las 18hrs después del cambio a K5, contrario a lo observado para el MDA, un producto 

final de la LPO, sugiere diferentes acciones de los ROS, incluido un posible papel como señal temprana 

en el proceso de muerte apoptótica. 
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