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l. INTRODUCCION

1.1 Muerte celular

El proceso de muerte celular es un evento con caracteristicas muy variadas y
consecuencias diferentes; este puede ocurrir fisiolégicamente durante el desarrollo
embrionario de un organismo pluricelular, donde la combinacion entre proliferacion y
apoptosis es la responsable de moldear estructuras. En el estado adulto contribuye a

la eliminacion de células dafadas para mantener la homeostasis celular (Yuan J 2003)

Sin embargo la muerte celular también ocurre en condiciones patolégicas, un ejemplo
son las enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer, donde se
presenta una excesiva muerte celular (Thompson C 1995 ; Nijhawan D 2000).
Contrario a esto, en el cancer, el cual se caracteriza por bajos niveles de apoptosis, las
células poseen una variedad de mutaciones que permiten a la célula ignorar las
sefiales de regulacion del crecimiento y proliferan mas de lo normal (Hanahan D
2000).

1.2 Tipos de Muerte Celular

Tanto en condiciones fisiol6gicas como patoldgicas, la muerte puede ocurrir de forma
descontrolada como la muerte necrética, o bien de forma programada. Uno de los
tipos de muerte programada mas comun y estudiada es la muerte apoptética. Los
distintos tipos de muerte celular han sido definidos por criterios morfolégicos y

bioguimicos (Schweichel J 1973).

En estudios de muerte celular durante el desarrollo embrionario se identificaron
diferentes tipos de muerte celular; el primer tipo, denominado “apoptosis” (Kerr J 1972)
se caracteriza por condensacion del citoplasma y de la cromatina, fragmentacion del
ADN y como formacién de cuerpos apoptoticos, entre otros. El segundo tipo presenta
como caracteristica distintiva la formacion de vacuolas autofagicas de origen lisosomal
en el interior celular, engrosamiento del reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, asi
como ruptura de la membrana celular y nuclear, este tipo de muerte es definida como
muerte “autofagica”. Por su parte un ultimo tipo de muerte celular definido como
“necrosis” presenta hinchamiento de organulos lisosomales, formacion de vacuolas no

lisosomales y ruptura de la membrana (Kroemer G 2005).



En este trabajo se abordaran dos tipos de muerte celular: la muerte celular apoptética
y la muerte celular necrética. A pesar de que estos dos tipos de muerte celular se
definen claramente por distintos parametros, esto no significa que un proceso u otro no
presenten interconexiones o que puedan compartir caracteristicas (Artal-Sanz M
2005). Cada vez se cuenta con un mayor numero de evidencias que apoyan la
existencia de un amplio rango de tipos de muerte celular donde apoptosis y necrosis

representarian unicamente los extremos (Leist M 1998).

1.21 Muerte Celular Apoptdética

La apoptosis es un tipo de muerte celular controlada genéticamente que ha sido
altamente conservada a lo largo de la evolucion; proviene del término griego “appo-
toe-sis” que indica la caida de las hojas de un arbol y hace referencia a la similitud
morfoldgica entre ambos procesos (Granville D 1998). Se distingue de otros tipos de
muerte por caracteristicas morfolégicas y bioquimicas. Entre los cambios morfol6gicos
destacan: condensacion de la cromatina, fragmentacion del nucleo (karyorhexis),
encogimiento del soma celular (pyknosis), formacion de cuerpos apoptéticos,
dilatacion del reticulo endoplasmico y alteraciones en la membrana celular (Korsmeyer
S 1995). Entre las caracteristicas bioquimicas se encuentran; fragmentacion del ADN,
internalizacion de fosfatidil serina y activacion de proteasas (Hengartner M 2000).
Cabe destacar que no todas las caracteristicas morfologicas ni bioquimicas aparecen

forzosamente durante el proceso apoptotico (Kroemer G 1997; Kroemer G 2005).

La apoptosis puede ser inducida por distintos mecanismos y la sensibilidad de la célula
a los estimulos de muerte depende de varios factores como la expresion de proteinas
pro y anti-apoptoticas, la etapa del ciclo celular en la que se encuentre y la intensidad
del estimulo inductor. Puede ser promovida por sefiales extracelulares (cuando un
ligando inductor se une a receptores de muerte) y por sefiales intracelulares que
generen un estrés celular (proteinas supresoras de tumores, oncogenes, privacion de
condiciones tréficas, estrés oxidativo e infecciones virales). Todas las sefiales
convergen en una familia de proteasas de cisteina que degradan sus sustratos en
residuos aspartato y que se conocen como caspasas. Estas proteasas se encuentran
en el citoplasma como zimdgenos y para activarse necesitan ser procesadas
proteoliticamente por otras caspasas 0 autoprocesarse cataliticamente (Nicholson D
1997). Las caspasas son capaces de generar cascadas proteoliticas, donde unas
funcionan como iniciadoras y otras como efectoras (Siegel R 1998; Thornberry N
1998).



Via extrinseca

La apoptosis puede ser inducida por sefales extracelulares como ligandos de
receptores de muerte que pueden presentarse como factores solubles o expresados
en la superficie de otra célula. Los receptores de muerte transmiten la sefal apoptética
iniciada por lingandos especificos como son TNFa, Fas y TRAIL. Cuando la muerte se
desencadenada por esta via el proceso es muy rapido (Ashkenazi A 1998). Una vez
que se une el ligando al receptor existe un cambio conformacional en los dominios
intracelulares del receptor de muerte, estos cambios activan el dominio de muerte, el
cual permite la unién de proteinas adaptadoras, algunas podran interaccionar con
caspasa 8 y de esta forma desencadenar la apoptosis (Muzio M 1998; Slee E 1999;
Berglund H 2000; Thorburn A 2004).

Via intrinseca

La apoptosis también se puede iniciar por un estrés celular que induce la liberacion de
proteinas mitocondriales. La mitocondria tiene un papel importante en la regulacion de
la muerte celular liberando algunas proteinas pro-apoptéticas como AlF (factor de
induccién de apoptosis), Smac/DIABLO y Citocromo C (Kroemer G 1997), por accion
de los miembros de la familia Bcl-2 (proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 y Bcl-LX y
proapoptoticas como Bad, Bid o Bax) (Adams J 1998). Algunos estimulos apoptéticos
generan un cambio en la interaccién entre algunos miembros de la familia Bcl2 que
lleva a la formacidén de poros mitocondriales y a la liberacion de otras moléculas pro-
apoptéticas del espacio intermembranal como citocromo C que se une con la proteina
Apaf-1, ATP y la procaspasa 9, lo cual lleva a la activacion de caspasa 9 y a la
apoptosis celular (Liu X 1996; Li P 1997; Zou H 1999).

La activacion de caspasas produce la protedlisis de una serie de componentes
celulares como enzimas que reparan DNA o que regulan la actividad de DNAsas y

otras moléculas como constituyentes del citoesqueleto (Cohen G 1997)
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Figura A. Esquematizacion de las vias de activacion de la muerte apoptética. En la via
intrinseca moléculas proapoptoéticas son liberadas de la mitocondria, se forma un complejo en
el cual se activa procaspasa 9 que activa a procaspasa 3. Los receptores al unir su ligando
reclutan proteinas adaptadoras que posteriormente activar a procaspasa 8 que a su vez

activara a procaspasa 3. Adaptado de Boatright 2003.

1.22 Muerte Celular Necrética

La necrosis ocurre como una desregulacion de las actividades normales de la célula
cuando estas son expuestas a condiciones extremas de estrés. Morfolégicamente
puede caracterizarse por una vacuolizacién extensa en el citoplasma, hinchamiento
mitocondrial, dilatacion del reticulo endoplasmico y ruptura de la membrana
plasmética. Como consecuencia de esto, la célula vierte su contenido al espacio

extracelular, llevando al dafio de células vecinas y provocando un proceso



inflamatorio. Los mecanismos moleculares que participan en la necrosis aun no han
sido completamente esclarecidos; sin embargo, se sabe que en las neuronas la
necrosis es mediada por un incremento en la concentracion intracelular de Ca**, que
es independiente de caspasas, pero dependiente de proteasas como calpainas y
catepsinas. Las calpainas son una familia de proteasas de cisteina dependientes de
calcio, que degradan componentes del citoesqueleto e inducen la liberacion de
proteasas lisosomales (Roberts-Lewis J 1994; Squier M 1994). La necrosis
tipicamente ocurre después de hipoxia, trauma y en enfermedades
neurodegenerativas como son Huntington, Alzheimer, Parkinson y esclerosis lateral
amiotrofica (Zong W 2006; Festjens N 2006 ; Golstein P 2007).

Clasicamente la necrosis es considerada como un proceso no regulado, fuera de este
contexto la necrosis también tiene elementos de muerte celular programada en el
sentido de su ocurrencia y el curso de eventos que la componen. Ocurre en
condiciones fisiolégicas, puede inducirse por ocupacion de receptores especificos e

inhibirse bloqueando algunas enzimas y procesos (Kalai M 2002).

Como ya se menciond anteriormente, esta tesis se enfocard en los procesos de

muerte celular necrotica y apoptética particularmente dentro del Sistema Nervioso.

1.3 Células Gliales

El sistema nervioso se compone por diferentes tipos celulares, que en su mayoria
estan representados por neuronas y células gliales. Estas ultimas constituyen el 90%
de las células en el cerebro humano y desempefian una serie de funciones esenciales
para la formacion, mantenimiento y funcionamiento del sistema nervioso (Jessen K
2004; Hea F 2007)

Existen distintos tipos de células gliales en el SNC: los astrocitos, los oligodendrocitos,
células de Schwan y la microglia. Cada tipo glial desempefia funciones diferentes y
presenta caracteristicas Unicas. Los astrocitos son las células gliales mas abundantes,
poseen numerosos procesos que emergen radialmente y entretejen una compleja
comunicacidon con los somas y procesos neuronales. Los astrocitos proveen un
importante soporte estructural y metabolico. Los oligodendrocitos y células de Schwan
son células con poco citoplasma alrededor del nucleo, con procesos que se envuelven

en si mismos alrededor de los axones de las neuronas y forman las cubiertas



mielinizantes que permiten la propagacion de los impulsos nerviosos (Jessen K 2004;
Ness J 2005). La microglia son células con soma pequefio y varios procesos
bifurcados que tienen alta movilidad (Hea F 2007; Pocock J 2007); su origen
embrionario es distinto a las demas células gliales, derivan de progenitores
extravasculares (mieloide/mesenquimal) y de progenitores circulantes (monocitos y

macrofagos); la microglia constituye el sistema inmune del SNC (Chan W 2007).

Las primeras células gliales que surgen durante el desarrollo corresponden a la glia
radiada, llamadas asi por su forma bipolar alargada, estas células desempefan un
papel importante en la migracion neuronal y en la produccion de células neuronales y
no neuronales, incluidos los astrocitos y oligodendrocitos. La mayor parte de los
astrocitos y oligodendrocitos se generan en la zona subventricular (ZSV) la cual es la
mayor zona germinal gliogénica, aqui distintas citosinas desempefan un papel critico

en la diferenciacion celular. (Young G 1996; lhrie R 2008).

1.4 Astrocitos

Los astrocitos son células capaces de realizar multiples funciones bajo condiciones
muy variadas, se distribuyen en todo el SNC y las funciones que realizan dependen de
su localizacion e interaccion con distintos tejidos y / o tipos celulares. Por ejemplo, los
astrocitos participan en la formacién de las sinapsis (sinaptogénesis), modulan su
eficacia y mantenimiento mediante la liberacién de distintas sefiales (Barres B 2001).
Ademads, estas células poseen receptores a distintos neurotransmisores que pueden
ser activados durante la actividad sinaptica, llevando a la elevacién de Ca®' y a la
liberacion de glutamato que actila modulando la transmisién sindptica y la excitabilidad
neuronal (Haydon P 2001). Esta elevacion en el calcio puede propagarse entre los
astrocitos (enlazados mediante uniones estrechas), pudiendo modular la actividad
neuronal en una zona distinta a la cual se originé el estimulo (Rochon D 2001). Por
otro lado, los astrocitos son capaces de regular la homeostasis extracelular mediante
mecanismos moleculares que permiten remover y metabolizar neurotransmisores
como glutamato (previniendo la neurotoxicidad mediada por glutamato) y GABA (Chen
Y 2003). Otra de las funciones que desempefian los astrocitos y que resulta de gran
importancia es la remocion de K* extracelular que se acumula durante largos periodos
de actividad neuronal, evitando asi la alteracion de la excitabilidad eléctrica de las
neuronas (Walz W 2000 ; Gee J 2005).
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Astrocitos y proteccion neuronal

Aparte de su papel en el mantenimiento fisiologico, los astrocitos tienen una
importante respuesta al dafio y enfermedad. Las reacciones mas comunes de los
astrocitos en condiciones patolégicas son el hinchamiento celular, la hipertrofia-
hiperplasia (astrogliosis) y la proliferacion (astrocitosis), pueden ocurrir en respuesta a
infecciones virales como en la demencia inducida por VIH-SIDA y por dafio traumético
al cerebro, isquemia/hipoxia, esclerosis multiple, sindrome de Down y enfermedad de
Alzheimer (Pekny M 2007). En las primeras etapas del dafio al SNC, los astrocitos
reactivos tienen un efecto benéfico sobre las neuronas participando en distintos
procesos biolégicos como la regulacion de iones extracelulares y niveles de
neurotransmisores, reparando la matriz extracelular, dando un soporte tréfico a las
neurona y protegiendo a las células de un estrés oxidativo, sin embargo una respuesta
prolongada de los astrocitos reactivos puede interferir en otros procesos como son la
regeneracion de nervios y algunos productos producidos por los astrocitos pueden
resultar toxicos y estar involucrados en algunas patogénesis como ocurren en algunas

enfermedades neurodegenerativas (Mahesh V 2006).

Durante la gliosis reactiva ocurre una muerte considerable de astrocitos, ésta puede
prolongarse a las células vecinas e incrementar la muerte de los astrocitos.
Tradicionalmente se ha aceptado que en astrocitos la muerte necrética es
predominante en los modelos de dafio al SNC; sin embargo, recientemente se ha
acumulado evidencia que sugiere que la muerte apoptética tiene una mayor

trascendencia en procesos fisiologicos y patologicos en el SNC (Croisier E 2006).

Cambios morfolégicos

Los astrocitos son células capaces de adquirir distintas morfologias dependiendo del
lugar donde se localicen y su interaccién con distintos tipos celulares. In vivo se han
descrito morfolégicamente 2 tipos de astrocitos: 1. los que poseen forma de estrella
con procesos largos que sobresalen alrededor del soma, también llamados astrocitos
fibrosos y 2. los astrocitos aplanados con una morfologia amorfa y semejantes a
fibroblastos, también llamados astrocitos poligonales o protoplasmicos. Los astrocitos
estrellados se localizan en la materia blanca, mientras que los astrocitos aplanados se
localizan tanto en la materia blanca como en la materia gris. Ambos tipos de astrocitos
son positivos a la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y muestran una serie de

caracteristicas bioquimicas distintas, sin embargo es comudn encontrar astrocitos con
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caracteristicas intermedias entre los dos tipos, lo que sugiere que posiblemente ambas

morfologias son interconectables (Safavi-Abbasi S 2001; Karasek M 2004).

1.5 Citoesqueléto

El citoesqueleto es una red de filamentos que se extienden en toda la célula,
conformando una estructura compleja y dindmica que se reorganiza continuamente y
constituye el armazon estructural de la célula, determinando la morfologia y
organizacion intracelular. El citoesqueleto es responsable de los movimientos de la
célula sobre diversos sustratos asi como de los cambios de forma durante el
desarrollo embrionario de los vertebrados (Pantaloni D 2001; Linck R 2007). Por otro
lado, se encarga de los movimientos internos que lleva a cabo la célula, como son, el
transporte de organelos a través del citoplasma y la segregaciéon de cromosomas
durante la mitosis. La polaridad y la orientacién celular son otras de las caracteristicas

relacionadas con las funciones del citoesqueleto. (Drubin D 1996; Madden K 1998).

El citoesqueleto esta constituido por tres tipos de filamentos proteicos: los filamentos
de actina, filamentos intermedios y microtibulos. Su dindmica esta regulada por la
interaccion con diversas proteinas accesorias caracteristicas en cada uno de los
grupos de citoesqueleto que regulan la disposicién de los filamentos, la interaccion
con otras estructuras, estabilidad y le confiere distintas funciones dependiendo del tipo

celular (Janmey P 1998).

Cada tipo de filamento esté formado por una proteina distinta; la actina en los
filamentos de actina, la tubulina en los microtdbulos y una familia de proteinas
relacionadas en su estructura en los filamentos intermedios. Cada filamento se forma
por la polimerizacion de estas proteinas, teniendo una dinamica distinta con diferentes

proteinas accesorias en cada tipo de filamento.

1.51 Filamentos de actina

La actina es una de las proteinas mas abundantes y conservadas en la célula
eucarionte. Los filamentos que forma son fibras delgadas y flexibles de
aproximadamente 8 nm de didmetro y hasta varios micrometros de longitud. La
subunidad monomérica G de actina es una proteina globular de 375 aminoacidos (43

kDa). La orientacion de los mondmeros G dentro de los filamentos proporciona la
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polaridad y funcion. Esta polaridad es importante para definir la direccion del

movimiento a lo largo de los filamentos de actina (Rivero F 2007).

La polimerizacion de la actina comprende tres fases, una lenta en la cual dos
mondmeros de actina se unen formando un dimero, que se estabiliza con la adicién de
un tercer mondémero que servira como lugar de nucleacién, a partir de este se
adicionan mondmeros rapidamente a ambos extremos, alargando el filamento en una
fase rapida; finalmente en la fase de equilibrio, el polimero adiciona monémeros con la

misma velocidad que los pierde (Furukawa R 1997).

La velocidad de polimerizacion depende directamente de la concentracion de
mondémeros libres, pero la perdida de monémeros se da a una velocidad constante
que no depende de dicha concentracion. La concentracién en la cual la velocidad de
adiciébn de mondmeros es igual a la velocidad de pérdida de mondémeros se llama
concentracion critica. Sin embargo, la concentracion critica difiere en ambos extremos.
En uno de los dos, la velocidad de crecimiento del polimero es de 5 a 10 veces mas
rapida respecto al otro extremo; al extremo de crecimiento més rapido se le llama
extremo + y al otro se le llama extremo -. Por otro lado, los mondmeros de actina unen
fuertemente ATP, el cual es hidrolizado después de que el mondmero ha sido afadido
al polimero, la hidrolisis no es necesaria para la polimerizacion, aunque los
monomeros unidos a ATP se polimerizan mas rapido que aquellos que estan unidos a
ADP. Ademas, los mondémeros unidos a ADP poseen menor afinidad en la unién con
los otros monémeros. En estado de equilibrio, la concentracion de mondémeros es
intermedia entre la concentracién critica requerida para el extremo + y -. En estas
condiciones existe una pérdida de monémeros en el extremo - que se compensa con
una ganancia de mondémeros en el extremo +, a este proceso se le llama intercambio
rotatorio (Hill T 1982).

Los filamentos actina se arreglan formando haces y redes. Los haces son filamentos
unidos paralelamente, cuando los filamentos estan orientados con la misma polaridad
se forman los haces paralelos, los flamentos se unen por la proteina fimbrina; por el
contrario si los haces se forman con polaridades opuestas y estan mucho mas
espaciados, se forman los haces contractiles, aqui los filamentos se unen por la
proteina a-actinina, la cual separa mas a los filamentos que la fimbrina y esta
separacion permite la union de la proteina miosina-l, la cual provee a los filamentos la
caracteristica motora y contractil, esta proteina estd compuesta por una larga cola y

dos cadenas pesadas, cada una con 2 cadenas ligeras, cuando una de las dos
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cadenas ligeras se fosforila, provoca un cambio conformacional que expone el sitio de
union a la actina y se hidroliza ATP. Existe una proteina que facilita la unién de la a-
actinina y la miosina-Il a los filamentos de actina, esta es la tropomiosina, la cual
estabiliza a los filamentos de actina. Por otro lado, las redes son filamentos con
interconexiones ortogonales que forman una malla tridimensional holgada, aqui los

filamentos se entrecruzan por la proteina filamina (Revenu C 2004; Craig R 2006).

Las fibras de estrés, son un tipo de haz contractil de actina caracteristico de tipos
celulares cuya morfologia y movimiento son importantes para sus multiples funciones.
Estas se unen en un extremo a la membrana plasmatica mediante estructuras de
adhesion, las cuales son sitios de union de la membrana plasmatica con la matriz
extracelular; el otro extremo se une a otra estructura de adhesion o a una red de
filamentos intermedios que rodea al ndcleo celular. Estas fibras de estrés son capaces
de generar tensién en la célula y sobre la matriz extracelular. (Byers H 1984).
Posiblemente las proteinas de union de los filamentos de actina con los filamentos
intermedios y la interaccién entre estos dos componentes del citoesqueleto regulan la

forma del nucleo celular durante la muerte celular apoptética (Croft D 2005).

El anclaje de las fibras de estrés y la matriz extracelular estd mediado por proteinas
transmembranales, siendo el principal componente las integrinas, aunque también
participan otras proteinas como TM4SF (tetraspaninas) o las IAP (proteinas asociadas
a integrinas) entre otras (Schoenwaelder S 1999; Blystone S 2004). La union de las
fibras de estrés con el dominio citoplasmatico de las integrinas se da indirectamente a
través de interacciones entre diversas proteinas como la talina, paxilina, tensina,
vinculina y a-actinina. La afinidad de las tres primeras proteinas esté regulada por FAK
(cinasa de proteinas asociadas a adhesiones focales), la cual se activa cuando el
dominio B citoplasmético de las integrinas es expuesto; entonces FAK es reclutado y
se autofosforila. La dinamica de las adhesiones focales puede transmitir sefiales
desde la matriz extracelular al citoesqueleto y asi regular distintos procesos celulares
como son la supervivencia, la morfologia, el crecimiento y el movimiento de la célula
(Defilippi P 1999; Parsons J 2000 ).

De esta forma, los componentes del citoesqueleto de actina participan de manera
importante en una gran diverisidad de funciones celulares, en este contexto la familia
de GTPasas pequefias (Rho) parece formar parte de la compleja red de sefializacion
que traduce la informacion de estimulos externos mediando la reorganizacion del
citoesqueleto (Schmitz A 2000; Etienne-Manneville S 2002).
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Rho es una familia de proteinas que pertenece a la superfamilia Ras; son proteinas G
monomeéricas con un peso molecular entre 20 y 30 KD, se activan mediante su unién a
GTP e inactivan por su asociacion con GDP. Presentan un dominio de insercién que
estd implicado en la unidn a determinados efectores y es responsable de unir las
proteinas reguladoras de Rho para producir una respuesta biolégica (Wu W 1997).
Mediante distintos complejos de adhesion formados por integrinas participan en
procesos como la regulacion de las fuerzas de contraccion y retraccion durante la
migracién celular, establecimiento de polaridad de la célula, asi como en el tréfico
intracelular (Raftopoulou M 2004 ). El efecto de Rho sobre el citoesqueleto implica la
participacién de cinasa como: ROK (Rho associated kinasa), mDia, LIMK y fosfatidil
inositol-4-fosfato 5-cinasa (PI-4P5K), ERM, etc. (Janmey P 1987).

1.52 Microtubulos

Los microtubulos son estructuras cilindricas de aproximadamente 25 nm de didmetro
gue estan formados por protofilamentos (generalmente 13) que se ordenan
paralelamente alrededor de un centro hueco. Cada protofilamento esta formado por la
proteina tubulina, la cual es un heterodimero integrado por dos subunidades de 55
kDa, la a-tubulina y la B-tubulina. Cada dimero de tubulina se une cabeza con cola
(polaridad intrinseca) y al igual que los filamentos de actina los microtibulos son
estructuras polares que poseen un extremo +, de crecimiento rapido y un extremo — de
crecimiento lento. Esta polaridad es importante para definir la direccion del movimiento
a lo largo de los microtubulos (Desai A 1997; Wade R 2007).

Tanto la a-tubulina como la B-tubulina estan unidas a GTP, aunque solo la B-tubulina
hidroliza GTP de forma analoga a la actina-ATP. Al igual que la actina, la hidrdlisis en
este caso de GTP, disminuye la afinidad por las moléculas adyacentes. La
polimerizacion de los microtibulos es muy parecida a la de los filamentos de actina,
esta se divide en tres fases (lenta, rapida y de equilibrio). La diferencia radica en la
nucleacion, para los microtibulos se da generalmente en una estructura plastica y a
menudo transitoria llamada MTOC (centro organizador de microtubulos), la cual
cataliza la nucleacién dependientemente de la y-tubulina y ancla a los microtubulos
interactuando con los extremos + 6 — y por los lados. EI MTOC también puede
controlar el largo, numero, distribucion y polaridad de los microtubulos. El arreglo de
los MTOC difiere en los distintos tipos celulares, asi como en la fase del ciclo celular

en la que se encuentren. En la mayoria de las células animales el MTOC es el
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centrosoma, el extremo — de los microtlibulos se ancla al centrosoma y a partir de este
irradian los microtubulos hacia regiones especificas (Luders J 2007; Raynaud-Messina
B 2007).

La velocidad de polimerizacion de los microtubulos es directamente dependiente de de
la concentracion de tubulina libre y su dindmica presenta una concentracion critica.
Aparte existe un evento llamado inestabilidad dinamica, que es una transicion entre
periodos de polimerizacion y despolimerizacion. En los periodos de polimerizacion, se
afiade tubulina libre unida a GTP, mientras haya una elevada concentraciéon de
tubulina unida a GTP, continuara el crecimiento de los microtibulos, pero cuando el
GTP se hidroliza mas rapido que la adicion de tubulina, se dara un periodo de

acortamiento de los microtubulos (Howard J 2007).

La inestabilidad dindmica de los microtibulos se modifica por la interaccién continua
con diversas proteinas llamadas MAP (proteinas asociadas a microtubulos), las cuales
se dividen en HMW (proteinas de alto peso molecular) y tau, ambas poseen dos
dominios de unién, uno de los cuales es especifico para los microtibulos. Las MAP
actian estabilizando a los microtibulos y mediando su interaccion con distintos
componentes de la célula, de esta forma los microtubulos participan en la organizacion
y polaridad celular (Ferreira A 1989; Wade R 2007).

Los microtabulos participan en el transporte intracelular por proteinas motoras que
utilizan la energia del ATP para moverse sobre los microtubulos en una sola direccion.
Existen 2 grandes familias, las cinesinas y las dineinas. Estas proteinas son también

responsables de la organizacién celular (Burakov A 2006; Skowronek K 2007).

1.53 Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios son menos dinamicos que los filamentos de actina y los
microtUbulos, sin embargo son considerados estructuras subcelulares de fundamental
importancia, particularmente durante fenémenos de estrés regulando el estado
funcional de los astrocitos (Wilhelmsson U 2004). Estan codificados por mas de 60
genes diferentes y son el grupo proteico de citoesqueleto mas heterogéneo en los
diferentes tejidos. Existen un gran nimero de clasificaciones basadas en el tipo celular
en el que se expresen. Se organizan de manera general en 5 grupos de los cuales las

vimentinas, periferinas, acidica fibrilar glial (GFAP), laminas y principalmente los
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neurofilamentos son los que se encuentran presentes en el sistema nervioso central y

periférico ademas de otros tejidos extraneurales (Lee M 1996; Herrmann H 1998).

La produccion de filamentos intermedios se ve incrementada durante la gliosis
reactiva, acompafnada de la sobreexpresién de GFAP, vimentina y nestina; estas dos
tltimas se encuentran expresadas de manera abundante en astrocitos inmaduros
(Pekny M 2001); y su importancia en la dinamica de los filamentos intermedios ha sido
monitoreada mediante ensayos en los que se hacen deleciones de dichas proteinas.
En ratones deficientes de GFAP o vimentina se ha visto una marcada reduccion del
contenido de filamentos intermedios, mientras que ratones que son deficientes de
ambas proteinas carecen completamente de este tipo de filamentos (Eliasson C 1999).
Por otra parte, recientemente se ha reportado la participacion de los filamentos
intermedios en la determinacion de la morfologia de los astrocitos indicando que la
carencia de GFAP y vimentina produce astrocitos de menor tamafio y con procesos

mAas cortos con respecto al control durante lesiones en el SNC (Wilhelmsson U 2004).
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Il ANTECEDENTES

Como se menciond antes, existe una relacion entre los elementos del citoesqueleto y
el proceso de muerte celular. Por un lado, la muerte puede inducirse por
modificaciones de los elementos del citoesqueleto, tal es el caso de la induccion de la
muerte celular apoptética cuando las células son privadas de su unién con la matriz
extracelular (anoikis), la cual se sabe que esta determinada por elementos del
citoesqueleto (Pawlak 2001). Se sabe ademas que Bim y Bmf, moléculas
proapoptéticas de la familia Bcl-2, estan intimamente asociados a los componentes del
citoesqueleto tubulina y actina, respectivamente; la liberacién de estos dos elementos
proapoptéticos es independiente de la actividad de caspasas (Puthalakath 1999;
Puthalakath 2001). Por otro lado, los elementos del citoesqueleto se modifican durante
el proceso de muerte celular ocasionando alteraciones en la morfologia celular. Se
sabe que durante el proceso apoptético la actina es cortada primeramente por
calpainas o proteasas similares a calpainas y caspasas (Villa P 1998). La inhibicion de
estas proteasas puede evitar las caracteristicas del proceso apoptético y retrasar o

incluso inhibir el proceso (Verdaguer E 2005).

Los astrocitos son un tipo celular fundamental en el funcionamiento del SNC tanto en
situaciones fisiologicas como en situaciones anémalas y patoldgicas. Estas células
experimentan muerte apoptotica tanto en el desarrollo como en el estado adulto en
respuesta a ciertos estimulos patologicos. De la misma forma, la muerte necrética se
presenta bajo estas condiciones y posiblemente durante el desarrollo. Una
caracteristica importante que presentan los astrocitos es su plasticidad morfolégica
(Safavi-Abbasi S 2001). Estas células pueden adquirir distintas morfologias
dependiendo de su ubicacion e interaccion con los distintos tipos celulares. In vitro, se
puede inducir un cambio morfolégico por distintas condiciones como son la exposicion
a AMP ciclico, inhibidores de cinasas, agentes que alteren la dindmica de los
filamentos de actina, péptido amiloide, adenosina, Y27632, PACAP, manganeso, y
acumulacion de aminoéacidos (Leu, lle y Val) (Ramakers 998; Goldman 1990; Rosso
2002; Abe 2003; Funchal C 2004; Perez V 2005; Chen C 2006). La mayoria de estos
cambios morfoldgicos que ocurren en los astrocitos pueden estar relacionados con el
proceso de la gliosis reactiva, el cual se caracteriza por un cambio morfol6gico y un

aumento en la inmunoreactivadad de GFAP.(Young B. Lee 2000).

Asi, los astrocitos son capaces de adquirir distintas morfologias bajo condiciones

patologicas y de neuroproteccion como eventos donde los astrocitos experimentan
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procesos de muerte celular apoptética y necrética. En ambos casos uno de los
blancos primarios de la maquinaria apoptética y necrotica son los elementos del
citoesqueleto. Basados en lo anterior, en este trabajo se estudiaran los cambios
morfolégicos que se presentan en los astrocitos bajo condiciones de muerte celular
apoptdtica y necroética. Para esto, se evaluaran las modificaciones del citoesqueleto
inducidas por estas condiciones y se explorara las moléculas del citoesqueleto
afectadas por elementos de cada uno de estos dos tipos de muerte en astrocitos de

cerebelo de rata.
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[I. OBJETIVOS

Objetivé general

Conocer el papel del citoesqueleto en los cambios morfol6gicos de los cultivos
primarios de astrocitos de cerebelo inducidos por condiciones que promueven muerte
celular.

Objetivos Particulares

Determinar la viabilidad de los astrocitos en las distintas condiciones que promueven

muerte celular.

Caracterizar los cambios morfologicos de los astrocitos asociados a las condiciones

que promueven muerte celular.

Determinar si los cambios morfolégicos de los astrocitos estan sustentados en el

arreglo del citoesqueleto.
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IV.  MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Suero fetal bovino penicilina/estreptomicina GIBCO (Grand Island, NY) Hoechst
33258, Poly-L-lisina, Tripsina ,DNAsa ,MTT ,[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
dipheniltetrazoliumbromide], estaurosporina, SIGMA (St. Louis, MO). Membranas
PVDF (Bedford, MA). Anti-B-actina, anti-a-tubulina, inhibidor de calpaina I, (Z-VAD)
(Sigma-Aldrich).

5.2  Cultivo celular

Se utilizaran cultivos primarios de astrocitos obtenidos de cerebelo de ratas Wistar de
8 dias de nacidas. (Moran J 1989). La suspension celular fue sembrada a una
densidad de 0.8 x 10° en cajas de plastico y sobre cubreobjetos previamente cubiertos
por poly-L-lisina a una concentracion de 5-25 pg/ml. El medio de cultivo utilizado se
constituye por medio basal Eagle suplementado con suero fetal bovino inactivado por
calor al 10%, glutamina 2 mM, penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 pg/ml. Los
cultivos fueron incubados a 37°C en una atmdésfera himeda, con una presién parcial
de CO? 5% y 95% aire.

53 Tratamientos

Dos semanas después de haberse sembrado, los cultivos primarios de astrocitos
recibieron distintos tratamientos que inducen muerte celular y cambios morfolégicos.
Un grupo de células fueron expuestas a estaurosporina 0.5 uM, mientras que otro
grupo fue expuesto a ionomicina 1 uM. Un ultimo grupo fue sometido a un cambio de
medio suplementado con suero a un medio libre de suero. En los tres grupos se
analiz6 el efecto de dos inhibidores de proteasas; ZVAD 150 mM, un inhibidor general

de caspasas y IC 1 pM, un inhibidor de calpaina I.
5.4  Viabilidad celular
Se realizo el ensayo MTT para determinar la viabilidad de los cultivos primarios de

astrocitos. En las mitocondrias activas el MTT es transformado a azul de formazan

cuya absorbancia es directamente proporcional al numero de células viables. Después
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5 a de ser tratados los cultivos fueron incubados con MTT (0.5 mg/m) a 37°C por 15
min, posteriormente se extrajo el medio. Para solubilizar los cristales de formazan se
adicion6 0.5 ml de DMSO por 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. Se analizé

por espectrofotometria con una absorbancia a 570 nm.

5.5 Western blot

Las células fueron lavadas con PBS a 37°C, posteriormente fueron homogenizadas y
sonicadas con buffer de lisis (Tris 25 mM, NaCl 25 mM, Igepal 2%, SDS 0.2%, pH 7.4)
a 4°C. La concentracion de proteina en los homogenados se determino por el método
de Bradford. Se utilizo 20 pug de proteina. Los homogenados fueron fraccionados por
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% para después ser transferidos
a membranas PVDF. Las membranas fueron blogueadas con leche descremada o
libre de acidos grasos al 5% en TBS-T (Tris 100 mM, NaCl 50 mM, Tween 0.1%, pH
7.5) por toda la noche. Después se incubaron con los anticuerpos primarios anti-p-
actina y anti-a-tubulina (ambos 1:1000) 4°C por toda la noche. Posteriormente las
membranas se lavaron 5 veces (10 min cada una) con TBS-T y luego fueron
incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina a una
dilucion de 1:30 000 por 45 min a temperatura ambiente. Se lavaran los membranas y
fueron procesadas para visualizarse por quimioluminiscencia y expuestas en placas
kodak. La cuantificacion de las bandas reactivas del inmunoblot se llevo a cabo
escaneando las fluorografias de 3 experimentos independientes del mismo tipo. La
integracidn de las areas bajo la curva fueron obtenidas por un software de analisis de
imagenes (Imaged 1.36b NIH, USA).

5.6 Inmunocitoquimica

Las células fueron lavadas con PBS a 37°C, posteriormente fueron fijadas con
paraformaldehido 3.7% a temperatura ambiente por 20 min. Se lavaron con PBS y
fueron permeabilizadas por 8 min con triton X-100 0.5% y lavadas nuevamente. Para
la tincion con rodamina/faloidina (2 mM) y se incubo por 45 min. Para el caso de la
inmunocistoquimica, las células fueron bloqueadas con albumina sérica bovina en PBS
(PBS/BSA) 0.5% por 30 min, posteriormente fueron incubadas con el anticuerpo
primario correspondiente a una dilucion de 1:1000 en PBS/BSA 0.5% por 1 hora ,
después de la incubacion, las células fueron lavadas con PBS e incubadas con el

anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG marcado con FITC por 45 min (dilucion
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1:50 PBS/BSA). Las células se lavaron con PBS y los cubreobjetos fueron montados

en portaobjetos con 10 ul de medio de montaje DAPI.

5.7 Microfotografias
Las preparaciones fueron observadas con un microscopio de epifluorescencia Nikon,
utilizando distintos filtros. Se tomaron fotografias de 5 campos aleatoriamente por cada

preparacion.

5.8 Estadistica

Los resultados se analizaron con un analisis de varianza de disefio aleatorio (ANOVA)
de una serie de experimentos independientes. Se consideraron significativas las

diferencias entre promedios considerando una p<0.05 y p<0.01. Los resultados se

expresaron como las medias.
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V. RESULTADOS

Viabilidad Celular

Los cultivos de astrocitos son capaces de experimentar cambios morfolégicos por
distintas condiciones experimentales que pueden simular situaciones fisioldgicas o
patoldgicas. Esto incluye la exposicion a AMP ciclico o a inhibidores de proteinas
cinasas que inducen cambios que consisten basicamente en la adquisicion de una
morfologia tipo estrella o con procesos orientados alrededor del soma. Por otro lado,
existen distintas formas de inducir los procesos apoptotico y necrético. Un ejemplo es
mediante ionoforos de calcio como la ionomicina (I), que puede inducir necrosis o
apoptosis dependiendo de la magnitud del estimulo (B. J. Gwag 1999). Otro inductor
de muerte frecuentemente utilizado es el inhibidor de cinasas, estaurosporina, el cual
induce apoptosis en distintos tipos celulares en un proceso dependiente e
independiente de caspasas (Chafké A. 2001; Caballero-Benitez 2003; Min 2006;
D’Alimonte and Patrizia Di lorio 2007). Ademas de estos inductores, la privacién de

condiciones tréficas puede inducir también muerte celular.

En este trabajo se emplearon 3 condiciones que inducen tanto muerte celular como
cambios morfolégicos y una condiciéon que soélo induce cambios morfologicos. Las
condiciones empleadas son: 1. el cambio a un medio sin suero (-S), 2. incubacion con
el inhibidor de proteinas cinasas estaurosporina (St), 3. tratamiento con el iGnoforo de

calcio ionomicina () y 4 tratamiento con un inhibidor de calpaina (IC).

Con el fin de conocer los efectos de las distintas condiciones experimentales en la
viabilidad de los astrocitos, se midio la transformacion de MTT en astrocitos tratados
durante diferentes tiempos con estas condiciones. En la figura 1 se muestra la
viabilidad en un curso temporal de 0 a 24 horas bajos los distintos tratamientos. Los
datos estan expresados como porcentajes de la transformacion de MTT. Bajo estas
condiciones encontramos que la muerte celular ocurre después de las 14 horas en
presencia de estaurosporina (0.5 uM), ionomicina (1 uM) o sin suero, mientras que el
IC (1 uM) no induce muerte celular. De las 3 condiciones que inducen muerte celular,
solo | y St lo hacen desde las 14 horas, mientras que la condicién -S causa muerte

hasta las 24 horas (Fig. 1).
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Figura 1. Efecto de estaurosporina, ionomicina, inhibidor de calpaina y privacion
de suero en la viabilidad de astrocitos en cultivo. Se determiné el efecto de St (0.5
uM), I (1 uM), IC (1uM) y un medio sin suero (-S) en la viabilidad de astrocitos a las 6,
14 y 24 horas de tratamiento. La viabilidad se midié como transformacion de MTT, de
acuerdo a lo descrito en Métodos. Los datos estan expresados como porcentajes de la
transformacion de MTT en relacion al control (100%) para cada tiempo. Los datos son

promedios de 4-6 experimentos por separado + error estandar; ® p< 0.05 vs control,

* p< 0.01 vs control.

Cambios morfoldgicos en cultivos primarios de astrocitos de cerebelo

Los cambios morfoldgicos presentes en las distintas condiciones consisten, en
general, en la formacion de procesos o extensiones de la membrana bajo todas las
condiciones experimentales, con excepcion de ionomicina (Fig. 2). El cambio
morfol6gico consiste en la adquisicion de una morfologia estrellada. En ionomicina, las
células adquieren una morfologia alargada (Fig. 2). Los cambios morfol6gicos ocurren
en diferentes tiempos en las distintas condiciones, ocurriendo de manera muy rapida,
durante los primeros minutos, cuando se tratan con -S y St, mientras que en caso de
IC y la ionomicina los cambios se observan después de las primeras 8 horas (dato no

mostrado).
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La figura 2 muestra que en la condicién control los astrocitos muestran dos tipos de
morfologia: el tipo aplanado (A) que presenta una morfologia poligonal irregular que
en ocasiones no esta bien definida y el tipo estrellado con una morfologia semejante a
una estrella con procesos largos que se disponen alrededor del soma (B). En
condiciones control, la gran mayoria de los astrocitos son del tipo aplanado (Figura
2a).

Cuando a los astrocitos se les adiciona IC, estos adquieren una morfologia tipo
estrellado con procesos definidos y alargados. Estos procesos pueden ramificarse en
distintos puntos, algunos de estos presentan pequefas protuberancias. En esta
condicion la morfologia puede ser heterogénea, pudiéndose encontrar astrocitos con
morfologia tipo estrellado (B) y astrocitos aplanados que extienden procesos delgados

a lo largo de toda su superficie (A) (Figura 2b).

En la condicién -S los astrocitos también adquieren una morfologia tipo estrellado, con
somas grandes y procesos gruesos y muy ramificados. La gran mayoria de los
astrocitos adquieren esta morfologia durante la primera hora del tratamiento. Algunos

astrocitos presentan somas condensados (Figura 2c).

Los astrocitos tratados con St generan procesos muy largos y somas redondos vy
pequefios. A partir de los grupos de somas, se extienden procesos que inciden en
otros grupos de células. Algunos procesos forman pequefas protuberancias. También

se observan algunas células con somas muy condensados (Figura 2d, flecha).
El tratamiento de los astrocitos con ionomicina induce una morfologia alargada. A

partir de los somas alargados puede haber pequefios procesos. Algunas células se

deforman completamente y a menudo estas células se desprenden (Figura 2e).
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Figura 2. Efecto de estaurosporina, ionomicina, inhibidor de calpaina y privacion
de suero en la morfologia de los astrocitos. Los cultivos se trataron con las
diferentes condiciones y después de 12 horas se fotografiaron con un objetivo de
20X. (a) En condiciones control se muestra un astrocito del tipo aplanado (A) y un
astrocito tipo estrella (B). (b) En IC (1 uM) los astrocitos presentan dos morfologias,

una con procesos alargados (B) y otros aplanados con pequefios procesos (A). (c) En
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condiciones de un medio sin suero (-S) los astrocitos presentan una morfologia con
procesos alargados y algunos somas estan condensados (flecha). (d) El tratamiento
con St (0.5 uM)) los procesos son alargados y los somas se juntan y forman grupos,
algunos somas estan muy condensados (felcha). (e) En el tratamiento con ionomicina
(D (AuM) los astrocitos se alargan y adelgazan (flecha) y algunos muestran un aspecto

deforme (asteriscos). La barra equivale a 50 um.

Arreglo del citoesqueleto de actina durante los cambios morfolégicos

Para determinar si los cambios morfolégicos asociados a los inductores de muerte
celular y al inhibidor de calpaina estan sustentados en el arreglo de algun elemento del
citoesqueleto, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica y rodamina-faloidina para

visualizar el arreglo del citoesqueleto de tubulina y actina, respectivamente.

En condiciones control el citoesqueleto de actina presenta un arreglo en fibras de
estrés mostrando nucleos ovalados o alargados (Figura 3a). Cuando las células
experimentan cambios morfolégicos, en una primera etapa las fibras de estrés
comienzan a perderse y se forman cumulos o agregados (Figura 3b, flechas).
Posteriormente el citoesqueleto de actina se organiza en haces de filamentos que
sustentan la morfologia de la célula (Figuras 3c-e, puntas de flecha). En la condicion
IC algunas células parecen mantener la morfologia poligonal (A) (Figura 3c). En la
condicion St, los nucleos estan mas condensados respecto al control (Figura 3e,
flechas). Con ionomicina, las fibras de estrés no forman haces tan compactos

comparado con las otras condiciones (Figura 3f).

28



Figura 3. Efecto de estaurosporina, ionomicina, inhibidor de calpaina y privacion

de suero sobre el arreglo del citoesqueleto de actina. Los cultivos se trataron con
las diferentes condiciones y después 30 minutos (b) 6 14 horas (a, c-f) se trataron con
rodamina-faloidina como se detalla en Métodos y se fotografiaron con un objetivo de
40X. (a) En condiciones control los filamentos de actina se disponen en fibras de

estrés. (b) En los primeros minutos (30 min) de la condicion -S las fibras de estrés
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comienzan a perder su organizacion y se forman cumulos (Flechas). (c) En las
condiciones IC (1 uM) 6 privadas de suero (d) los filamentos se disponen en haces
(puntas de flecha). (e) Con St (0.5 uM) los nucleos se encuentran mas condesados
(flecha) y los filamentos se también disponen en haces (puntas de flecha). (f) Con
ionomicina (1 uM) los haces que se forman no son tan contraidos como en las

condiciones anteriores. La barra equivale a 25 um.

Arreglo del citoesqueleto de tubulina durante los cambios morfolégicos

Se realizaron ensayos de inmunocitoquimica para determinar si los cambios
morfolégicos asociados a los inductores de muerte celular y al inhibidor de calpaina

estan sustentados en el arreglo del citoesqueleto de tubulina,

La Figura 4 muestra que en condiciones control el citoesqueleto de tubulina se dispone
como una red difusa alrededor del ndcleo (flecha), justo en este punto se presenta una
pequefia zona en donde la fluorescencia es mas intensa (Figura 4a, punta de flecha).
Cuando los astrocitos se tratan con las diferentes condiciones experimentales, en
todos los casos se observa que el citoesgeleto de tubulina parece contraerse en haces
de filamentos (Figura 4b-e, puntas de flecha). En el caso de la St se aprecian ademas
nucleos condensados (Figura 4d, flecha). En la condicion St mas el inhibidor de
caspasas Z-VAD (200 uM), hay una marcada reduccion en los nucleos condensados
(Figura 4f).
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Figura 4. Efecto de estaurosporina, ionomicina, inhibidor de calpaina y privacion

de suero en el arreglo del citoesqueleto de tubulina. Los cultivos se trataron con
las diferentes condiciones experimentales y después 14 horas se realizd la
inmunocitoquimica para tubulina como se detalla en Métodos y se fotografiaron con un

objetivo de 40X. En condiciones control (a) los microtubulos se disponen de manera
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homogénea que parece irradiar del nicleo que corresponde al punto con una mayor
fluorescencia (puntas de flecha). En condiciones de (b) IC (1uM), (c) -S, (d) St (1 uM) y
(e) I (1uM) los microtibulos se disponen en haces compactos. En (d) aparecen
algunos nucleos condensados (flechas). En la condicion St (0.5 uM) + Z-VAD (200 uM)

no aparecen nucleos condensados La barra equivale a 25 um.

Niveles de las proteinas del citoesqueleto

Se realizaron ensayos Western Blot para las proteinas del citoesqueleto con la
finalidad de conocer si los cambios observados en el citoesqueleto por accién de las
diferentes condiciones experimentales esta determinado por un rearreglo, sintesis o
una degradacion del citoesqueleto por proteasas activadas durante los diferentes tipos
de muerte celular. Cuando las células se mantuvieron con las distintas condiciones,
tanto a-tubulina como B-actina no presentan una modificacion en sus niveles a
ninguno de los tiempos evaluados ( 3-24 h) (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de estaurosporina, ionomicina, inhibidor de calpaina y privacion
de suero en los niveles de B-actina y a-tubulina. Mediante ensayos Western Blot se

determinaron los niveles de B-actina (A) y a-tubulina (B) a las 14 horas y se normalizo
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respecto a GAPDH, los datos son el promedio de 3 experimentos + error estandar. En
el panel izquierdo se muestran las densitometrias para las condiciones IC (1 uM), -S,
St (0.5 uM) y I (1 uM) a las 14 horas. En el panel derecho se muestran las bandas
correspondientes a un experimento representativo a las 14 horas. En los tratamientos

con dos condiciones, ambas condiciones son incubadas desde el tiempo 0.
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VI. DISCUSION

La muerte celular programada representa una amplia gama y continua de diferentes
tipos de muerte que pueden distinguirse por ciertos parametros basicos. Esto va desde
la muerte que ocurre de una forma més cadtica, como la muerte necrética, hasta una
muerte completamente programada como la apoptética, pasando por la autofagica.
En todos los casos, el proceso de muerte involucra cambios morfologicos que estan
relacionados con las proteinas del citoesqueleto y con la muerte celular. Por otro
lado, uno de los tipos celulares del sistema nervioso que juegan un papel fundamental
en la fisiologia de este tejido es el de los astrocitos. Estas células mueren a lo largo de
la vida del individuo por diferentes motivos y se cree que también lo hacen por
distintos mecanismos. Esto tiene implicaciones tanto funcionales como de interés
clinico. En éste trabajo evaluamos distintas formas de muerte de los astrocitos y los
mecanismos involucrados, en particular el papel de algunas moléculas del

citoesqueleto.

En todas las condiciones experimentales empleadas se observaron una serie de
cambios morfologicos muy marcados. Algunos de estos tratamientos indujeron muerte
celular, como es el caso de la estaurosporina y la ionomicina, mientras que otras
condiciones como la privacion de suero tiene un efecto menor en la viabilidad y otra

mas, la inhibicion de calpainas, no afectd la viabilidad celular.

En el caso de la estaurosporina, y de acuerdo a los mecanismos de muerte
observados y reportados previamente, podriamos sugerir que los cambios asociados a
este agente posiblemente correspondan a un proceso apoptético, donde el inhibidor de
caspasas ZVAD no redujo la muerte celular. Sin embargo, es preciso mencionar que la
falta de efecto del inhibidor de caspasa podria deberse a un problema de
concentracién, ya que en un estudio previo con astrocitos de corteza una
concentracion de ZVAD de 200 uM inhibi6 completamente la muerte inducida por
esturosporina (D’Alimonte and Patrizia Di lorio 2007). En apoyo a estos datos, en
algunos experimentos realizados en presencia de ZVAD (200 uM) observamos una
reducciéon evidente en el nimero de nicleos condensados, sugiriendo una inhibiciéon
del proceso apoptético. Independientemente de esto, en ninguna de las
concentraciones empleadas de ZVAD observamos una inhibicion de los cambios
morfolégicos inducidos por la condicion estaurosporina. De manera complementaria
probamos que el inhibidor de calpaina no inhibi6 ni el proceso de muerte ni los

cambios morfolégicos inducidos por las distintas condiciones. Esto sugiere que
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posiblemente la formacion de procesos en estaurosporina no estd relacionada
directamente con el proceso de muerte celular. Para esclarecer esto habrd de

realizarse trabajos de viabilidad y de descripcién morfoldgica en distintos tiempos.

En la condiciéon ionomicina también se presentan una serie de cambios morfolégicos
que corresponden a un alargamiento de la célula y cuerpos amorfos. Esto podria
relacionarse con los niveles de calcio intracelular y o a etapas subsecuentes que
llevan al proceso de muerte necrético. En otros trabajos se ha visto que los cambios
morfolégicos inducidos por ionomicina, son reversibles, inhibidos por EGTA e
independientes del calcio extracelular (Fawthrop D 1987), esto sugiere que el Ca*
participa en los cambios morfolégicos de los astrocitos. Una elevacién de los niveles
de calcio intracelular puede activar una serie de mecanismos asociados al proceso de

muerte celular como la activacion de calpainas y endonucleasas (McConkey D 1997).

Con la finalidad de evaluar el papel de las calpainas se probd el efecto del inhibidor de
calpaina I. Bajo estas condiciones no se inhibi6é tanto el proceso de muerte como los
cambios morfolégicos inducidos por ionomicina. Resultados similares se obtuvieron en
presencia de ZVAD, sugiriendo que al igual que en el caso de la estaurosporina, las
caspasas ni las calpainas intervienen en el proceso de muerte ni de los cambios
morfolégicos inducidos por Ca*". Posiblemente el efecto del Ca®* en la morfologia esté
relacionado con la organizacion del citoesqueleto de actina, en este sentido distintas
proteinas sensibles al calcio participan en la dinamica del citoesqueleto de actina, tal

es el caso de a-actinina y a-espectrina, (Wyszynski 1997; Wechsler A 1998).

De manera interesante, el inhibidor de calpaina 1, por si solo es capaz de provocar un
cambio morfolégico en los astrocitos. Aunque la actividad de las calpainas
posiblemente no esté relacionada con los cambios asociados a la condicion |, quizé si
esté relacionado con los cambios asociados a la condicion IC; se sabe que los
cambios morfolégicos pueden estar asociados a la actividad de proteasas (lwig M
1995), posiblemente los cambios asociados a la condicién IC estan mediados por la
inhibicion de proteasas, en particular es posible que la actividad basal de las calpainas

regule el arreglo del citoesqueleto.

En el caso de la privacion de suero, también estadn presentes una serie de cambios
morfolégicos y una limitada baja en la viabilidad. Al igual que en las condiciones
anteriores, los inhibidores de caspasas y calpainas tuvo efecto sobre estas

caracteristicas.
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En general las condiciones que presentan un cambio a la forma tipo estrellada siguen
una serie de cambios especificos, primero las fibras de estrés que determinan una
morfologia aplanada o poligonal, pierden su arreglo y se forman pequefios cumulos,
posteriormente los filamentos de actina se organizan en haces que sustentan la
morfologia del astrocito, en el caso de los microtubulos estos se disponen como una
red difusa que surge en un punto concentrado que posiblemente se trata del centro
organizador de microtubulos, durante los cambios morfoldégicos los microtibulos

Unicamente parecen concentrarse en un haz que determina la morfologia del astrocito.

Parece ser que la organizacion del citoesqueleto de actina es clave en la morfologia
de los astrocitos (Suidan H 1997; Sam Safavi-Abbasi 2001; Abe 2003; Pagonini S
2004; Virgili Perez 2005; Chun-Jung Chen 2006; Rouach N 2006), su arreglo es
regulado por los miembros de la familia Rho de GTPasas pequefias (Hall 1998), la
activacion de Rho lleva a la formaciéon de fibras de estrés, estas fibras son haces de
filamentos de actina y miosina, el ensamble de los filamentos de miosina requiere la
fosforilacion de la cadena ligera de la miosina, esto lo hace la cinasa MLC que a su
vez esta regulada por la fosfatasa MLC; cuando RhoA es activada, estimula a la
cinasa RHO que a su vez inhibe a la fosfatasa MLC y se promueve la formacion de
fibras de estrés. La cinasa RHO también promueve la fosforilacién de cofilina a través
de la cinasa LIM. (Koyama Y 1996; Kalman D 1999; Maekawa M 1999; Ridley 2001,
Lin O 2003).

Los cambios morfolégicos asociados a St, podrian estar mediados por una inhibicion
de Rho, la estaurosporina es un inhibidor general de cinasas que presenta cierta
especificidad por miembros de la familia PKC. En algunos trabajos se ha visto que la
actividad de estas cinasas, en particular PKC, promueve la despolimerizacion de
fibras de estrés induciendo el cambio a la forma estrellada,(Burgos M 2007). Por otro
lado en otro trabajo (Mehta D 2001) muestran que la actividad de PKC, activa a Rho
fosforilando directamente a GDI. En la privacion de suero la ausencia del acido
lifosfatidico podria ser la causa de los cambios morfologicos, el acido lifosfatidico
activa a RhoA, ésta promueve la formacion de fibras de estrés y por lo tanto, la
morfologia tipo aplanada (Suidan H 1997). Ademas, la activaciéon de Rho estabiliza
subpoblaciones de microtubulos (Cook T 1998). Si la via de Rho es inactivada, se

despolimerizan las fibras de estrés y consecuentemente ocurre un cambio morfoldgico.
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Todos los cambios morfologicos estan sustentados por los elementos del citoesquelto,
los distintos elementos estdn comunicados entre si por distintas proteinas y la
modificacion de uno de los elementos puede llevar a la modificacion de otros. In vivo
estos cambios poseen implicaciones fisiologicas importantes en la neuroproteccion y
en el funcionamiento normal del SNC. Esta plasticidad de los astrocitos se ve reflejada

en la capacidad de cambiar morfologicamente.
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VIl.  CONCLUSIONES

En este trabajo se evaluaron los cambios morfolégicos de los astrocitos en
condiciones de estrés celular, en todas las condiciones los astrocitos presentaron
cambios morfologicos. Algunos de estos cambios pueden asociarse a los procesos de
muerte celular, mientras que otros pueden estar mas relacionados con la capacidad de
respuesta que tienen los astrocitos ante distintas condiciones. Todos estos cambios
estan sustentados por los componentes del citoesqueleto, siendo este un punto en el
cual convergen distintas vias de sefializacién. En este trabajo se muestra que dichos
cambios posiblemente ocurren por un rearreglo de los elementos del citoesqueleto y

no por sintesis o degradacién de los mismos.
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