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RESUMEN

El reticulo endoplasmico (RE) es un compartimento subcelular que tiene un
importante papel como almacén de calcio. Ademas de s ervir como depodsito de
calcio, una funcion central del RE es el plegamiento y procesamiento de proteinas
de membrana y des ecrecién recién sintetizadas. Estos, son procesos
estrictamente dependientes de calcio que requieren de una alta concentracion de
este cation para su correcto funcionamiento. Cuando estas funciones se alteran,
se produce un estado patolégico conocido como estrés reticular, durante el cual,
las proteinas mal plegadas se acumulan en el lumen del RE. La acumulacion de
proteinas mal plegadas es una forma severa de estrés que puede inducir
apoptosis si el funcionamiento del RE no es restaurado. La funcién del RE puede
alterarse através de varios mecanismos, que incluyen, el vaciamiento de los
depdsitos de calcio del RE, el bloqueo de la glucosilacion de proteinas, el bloqueo
del proteosoma, el cual se requiere para degradar las proteinas mal plegadas, y la
presencia de m utaciones en proteinas que impide que sean plegadas
apropiadamente. Para hacer frente a esas condiciones, las células activan una
respuesta que es ta altamente conservada en| os organismos conocida como
‘respuesta a proteinas mal plegadas” (UPR). La principal funcién de la UPR es
restaurar las funciones del RE reduciendo la carga de proteinas que necesitan ser
plegadas y procesadas en el lumen e incrementar la capacidad para plegar y
procesar proteinas.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia del estrés reticular
en neuronas de hipocampo cultivadas después de ser expuestas a un periodo de
ausencia de glucosa, lo cual trae como consecuencia la muerte de las neuronas.
Los mecanismos asociados a la muerte enes ta condicion nos e conocen
totalmente, pero experimentos de nuestro laboratorio sugieren que un aumento en
la concentracion de c alcio intracelular participa en este proceso. Aunque no
conocemos si la salida de calcio del reticulo participa en el proceso de muerte. Un
segundo objetivo de esta investigacion fue evaluar la contribucién del estrés
reticular enla induccion ala muerte apoptética durante esta condicion. Para

cumplir con estos objetivos se evalud la presencia de algunos marcadores de



estrés reticular como la proteina de 78 k Da regulada por glucosa (GRP78), el
factor de transcripcion activado 4 (ATF4), la proteina homologa que se une al
potenciador CCAAT (CHOP), también conocida como gen 153 inducible por dafio
al ADN vy arresto en el crecimiento (GADD153), y el factor de iniciacién eucariético
2 fosforilado en la subunidad a (elF2a-P), por medio de la técnica de inmunoblot.
Ademas, se determind la activacion de la caspasa-3 y la caspasa-12 utilizando
sustratos fluorogénicos. La pr esencia de apoptosis también se determind
cuantificando el numero de nucleos fragmentados y condensados.

Los resultados indican la presencia de apoptosis, ya que hay un aumento
en el numero de nucleos apoptoticos y un aumento en la actividad de las caspasas
12 y 3 después de exponer a las células a la ausencia de glucosa. Se observo un
efecto protector de la muerte y una reduccion del numero de nucleos apoptéticos
en presencia de los inhibidores de caspasas. Por otra parte hay un aumento en el
contenido de los marcadores de estrés reticular GRP78, CHOP, elF2a-P y ATF4
durante la privaciéon de glucosa. Los datos sugieren que el estrés del RE se
desencadena durante la privacion de glucosa y que éste posiblemente contribuye

a la muerte neuronal inducida en esta condicion.



I Introduccion

1.1 La glucosa en el sistema nervioso central

El cerebro humano es un érgano que resulta muy caro en términos de uso
de energia, ya que, aunque sélo representa el 2% del peso corporal total, la
energia necesaria para mantener la funcion cerebral equivale a un 20% de la tasa
metabdlica de un individuo en reposo. El cerebro, requiere una gran cantidad de
energia para el mantenimiento de los potenciales de membrana y las funciones
relacionadas con la neurotransmision. Como una comparacion, el ATP consumido
por gramo por minuto que es usado para la sefalizacion en el cerebro, equivale a
la energia que utiliza el musculo de una pierna de un corredor durante un maraton,
o la energia quer equiere el rindn para llevar a cabo su trabajo osmotico.
Aproximadamente, el 75% de la energia consumida por el cerebro es utilizada en
la sefalizacidn, mientras que el 25% restante se utiliza en funciones celulares
esenciales, como, la sintesis y degradacién de proteinas, nucleétidos y
fosfolipidos, el transporte axoplasmico y para evitar la fuga de protones en la
mitocondria (Attwell et al., 2001).

El cerebro requiere deuna fuente continua de oxigeno y sustratos
energéticos. La glucosa es el principal sustrato energético usado por el cerebro
adulto. Los porcentajes de transporte y utilizacién de glucosa son bajos enel
cerebro endes arrollo e incrementan con la madurez. Los acidos
monocarboxilicos, como el lactato y los cuerpos ceténicos, acetoacetfo y -
hidroxibutirato, son también importantes sustratos energéticos durante la lactancia
debido a su alto contenido en la leche materna. El lactato, parece tener un papel
especial como fuente de energia disponible durante el periodo postnatal (Siegel et
al., 2006).

1.2 Transportadores de glucosa

La glucosa entra a las células por los sistemas facilitadores del transporte
de glucosa o GLUT. Estos transportadores se expresan en todos los tejidos del
organismo, constituyendo el principal mecanismo de entrada de la glucosa a todas
las células. Los GLUT transportan la glucosa a favor de su gradiente de



concentracion, de ahi el nombre de difusion facilitada (Castrejon et al., 2007). Se
han identificado 14 tipos de transportadores de glucosa (GLUT1-GLUT14), los
cuales pueden ser dependientes o independientes de insulina. Para su estudio, se
han divididos en tres subfamilias de acuerdo a las similitudes en su secuenciay a
sus caracteristicas funcionales. Estos transportadores son glucoproteinas cuya
masa molecular fluctia entre 45y 55k Da, contienen doce segmentos
transmembranales conectados entre si por asas hidrofilicas; la primera asa es
externa y en algunos GLUT presenta un sitio de glucosilacién. Tienen sus grupos
amino y carboxilo terminales del lado citosélico de la membrana. La selectividad a
la glucosa esta determinada por unas erie des ecuencias de am inoacidos
altamente conservadas (Simpson et al., 2007; Castrejon et al., 2007). En el
cerebro se encuentran presentes algunos de estos transportadores, como el
GLUT1, GLUTS3, GLUT4 y GLUT5 (Simpson et al., 2007).

El transportador GLUT1 es un transportador independiente de insulina. Hay
dos isoformas de GLUT1, con pesos moleculares de 55 y 45 kDa, las cuales son
codificadas por el mismo gen y difieren solo en el grado de glucosilacion (Vannucci
et al., 1997). La isoforma de 55 kDa, que es comparable a la que se encuentra en
la membrana de los eritrocitos, se encuentra exclusivamente en| as células
endoteliales que conforman la barrera hematoencefalica, en la membrana luminal
y abluminal. La isoforma menos glucosilada de 45 kDa del GLUT1 se localiza en
todas las células gliales, asi como en las membranas basolateral y apical de las
membranas del plexo coroide y el epéndimo (Simpson et al., 2007). EI GLUT3 es
un transportador independiente de insulina. En el cerebro se expresa
predominantemente en las neuronas, encontrandose en estructuras de la materia
gris y en la neurohipdfisis (Maher et al., 1994). El GLUT4 es un transportador
dependiente deinsulina que se expresa en neuronas. Laex presion de este
transportador coincide con la presencia del receptor de insulina, sugiriendo que la
translocacién de GLUT4 puede también estar regulada por insulina en el sistema
nervioso central (Messari et al., 1998). En el cerebro, se ha confirmado la
existencia del mMRNA y de la proteina GLUT4 en células granulares del giro

dentado, el cerebelo y el bulbo olfatorio (Vannucci et al.,, 1997). EI GLUTS5 se



considera principalmente como un transportador de fructosa, sin embargo su
expresion ha sido detectada en una variedad de tejidos incluyendo el cerebro,
donde los niveles de fructosa son bajos. En el cerebro se expresa exclusivamente
en la microglia. EI GLUTS es unt ransportador poco eficiente de glucosa y
probablemente contribuye poco al metabolismo de la glucosa cerebral (Maher et
al., 1994; Vannucci et al., 1998).

Los transportadores de glucosa mas ampliamente expresados en el cerebro
son el GLUT1 y el GLUT3. Su expresion varia durante el desarrollo. Los niveles de
GLUT1 y GLUT3 incrementan dramaticamente con la maduracion cerebral y la

sinaptogénesis (Siegel et al., 2006).

En el cerebro, también se encuentran presentes transportadores de acidos
monocarboxilicos (MCTs), los cuales son los responsables del transporte de
lactato, piruvato, y los cuerpos cetdnicos, acetoacetato y B-hidroxibutirato. Se han
identificado 14t ipos de M CTs (MCT1-MCT14). En el cerebro se encuentran
presentes cuatro de estos transportadores (Simpson et al., 2007). El MCT1 se
encuentra localizado en la barrera hematoencefalica y en los astrocitos. EI MCT2
se expresa principalmente en neuronas. La expresion del MCT3 esta limitada al
plexo coroide. Por otro lado, el MCT4 se ha identificado en algunas células gliales.
Estos transportadores se expresan en el cerebro en des arrollo, lo cual es
consistente con la importancia de los acidos monocarboxilicos como sustratos

durante el periodo de lactancia (Siegel et al., 2006).

1.3 Metabolismo de glucosa

En el cerebro, la glucosa es usada como el principal combustible
metabdlico. Una molécula de glucosa, es inicialmente degradada a dos moléculas
de piruvato en un p roceso glucolitico que ocurre en el citosol, seguido por la
completa oxidacion del piruvato en el ciclo delos acidos tricarboxilicos enla
mitocondria. La glucdlisis, tiene un rendimiento neto de 2 ATP por molécula de
glucosa. Cuatro moléculas de ATP son generadas por cada molécula de glucosa

convertida a pi ruvato, pero dos moléculas de A TP son requeridas en la via



metabdlica, una de e sas reacciones es la fosforilacion inicial de la glucosa. El
segundo ATP generado es utilizado en la fosforilacion de la fructosa 6-fosfato.

Durante la glucdlisis, se forman dos moléculas de NADH a partir de NAD*
por molécula de glucosa. Bajo condiciones andxicas, el NADH reacciona en el
citosol con el piruvato, formando lactato y regenerando el NAD® (con un
rendimiento neto de 2 A TP por molécula de gl ucosa), pero bajo condiciones
normales, las dos moléculas de NADH son oxidadas en la mitocondria, generando
adicionalmente 5 moléculas de ATP.

En todos los tipos celulares el ciclo de Krebs, asociado con la fosforilaciéon
oxidativa, funciona como la principal fuente de energia. Bajo condiciones
aerdbicas, el piruvato es descarboxilado a acetil coenzima A (Ac-CoA). La Ac-CoA
se condensa con el oxalacetato presente en el ciclo del Krebs y durante una vuelta
del ciclo, el oxalacetato es regenerado y esta listo para condensarse con otra
molécula de Ac-CoA. Un total de 32 moléculas de ATP por molécula de glucosa
son producidos por el ciclo de Krebs, mientras, 2 ATP son generados por la
glucalisis (Hertz, 2008).

1.4 Hipoglucemia

La hipoglucemia se define como la disminucion en los niveles normales de
glucosa (Saunders et al., 2002). La hi poglucemia es un es tado generalmente
transitorio, aunque puede presentarse en forma crénica, tanto en adultos como en
infantes con trastornos hormonales, como es la deficiencia de gl ucagon o
alteraciones en la hormona del crecimiento, entre otras. Los pacientes diabéticos
dependientes de insulina (diabetes tipo 1) también estan expuestos a estados de
hipoglucemia, ya que al administrarse la insulina pueden excederse en la dosis y
provocar asi una disminucion excesiva en los niveles sanguineos de glucosa. La
hipoglucemia también puede presentarse como consecuencia de un i nsulinoma
que al sintetizar y liberar insulina de manera excesiva, produce la hipoglucemia
(Haces et al., 2005). La concentracion fisiologica de glucosa en sangre oscila entre
90-110 mg/dl y se modifica en diversas situaciones. Laingesta de al imentos

induce un aumento en los niveles de glucosa alrededor de 200 mg/dl, mientras



que en el ayuno prolongado su nivel disminuye hasta 60-40 mg/dl. Si el nivel de
glucosa disminuye aun mas (menor a20m g/dl) se puede presentar una
hipoglucemia severa que s e acompana del cese de la actividad eléctrica del
cerebro (Haces et al.,, 2005). Existen mecanismos encargados de m antener los
niveles de glucosa dentro del rango fisiolégico. Cuando los niveles de glucosa en
sangre disminuyen por debajo de 81 m g/dl disminuye la secrecién de insulina de
las células3 pancreaticas. Una disminucidén por debajo de 68 mg/dl aumenta la
secrecion de glucagon y epinefrina. Si la concentracion de glucosa en sangre
continua bajando hasta 54 mg/dl se activa la respuesta simpatoadrenal que causa
sintomas autonémicos (neurogénicos), como son aumento del ritmo cardiaco,
sudoracion, debilidad, irritabilidad, ansiedad y temblores. Cuando se alcanza este
nivel de glucosa, también se presentan sintomas neuroldgicos
(neuroglucopénicos), que incluyen sensacion de calor, debilidad, fatiga, dificultad
para pensar, confusion, fallas en la vision y dolor de cabeza. La percepcién de
estos sintomas, particularmente los sintomas neurogénicos, induce al organismo a
la ingesta de alimentos. Si todos esos mecanismos de defensa fallan y los niveles
de glucosa alcanzan los 50 m g/dl se puede presentar una di sminucién en la
cognicion, conducta aberrante y crisis epilépticas. EI coma, se puede presentar
cuando los niveles de glucosa se encuentran en el rango de 41-49 mg/dl, asi como
a niveles de glucosa mas bajos. Todas esas respuestas son tipicamente
corregidas después de que la concentracion de glucosa en plasma se restaura. El
dafio neurolégico permanente es raro. Sin embargo, la hipoglucemia profunda y
prolongada puede c ausar muerte cerebral (20 mg/dl) (Cryer 2007). La m uerte
neuronal hipoglucémica es mas pronunciada en poblaciones de neu ronas
especificas, como las neuronas de la region CA1 del hipocampo, el subiculo, el
giro dentado, las capas corticales 2y 3 de la corteza cerebral y el estriado dorso
lateral. Mientras que otras areas como el cerebelo y el tallo cerebral son mas
resistentes (Auer et al., 1984; Auer 1986).



1.5 Mecanismos de muerte neuronal inducidos por la hipoglucemia

Una variedad de mecanismos estan involucrados en la patogénesis de |la
muerte neuronal inducida durante la hipoglucemia (Cryer 2007) y la isquemia
cerebral (reduccion transitoria o per manente del flujo sanguineo cerebral)
(Durukan et al., 2007). En la cascada de muerte neuronal hipoglucémica e
isquémica participan: 1) el colapso de los gradientes i6bnicos como consecuencia
de la interrupcion de los procesos dependientes de ATP; 2) la activacion de
canales de Ca?* dependientes de voltaje y el incremento intracelular de Ca**; 3) la
liberacion masiva de aminoacidos excitadores y el consiguiente incremento de su
concentracion en el espacio extracelular, 4) la activacion de | os receptores de
glutamato y la subsiguiente despolarizacién y entrada de calcio; 5) la generacion
de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno (ROS y RNS) y 6) apoptosis y
necrosis (Dirnagl et al., 1999; Aguilera et al., 2007; Durukan et al., 2007). Se ha
propuesto que el dafio neuronal asociado con estas condiciones puede ocurrir por
un mecanismo excitotoxico, provocado por la liberacion de glutamato, y
particularmente de aspartato (Wieloch 1984; Sandberg et al., 1986).
Recientemente, se ha sugerido que la liberacion neuronal de zinc, la activacion de
la poli(ADP-ribosa) polimerasa, la transicion de la permeabilidad mitocondrial
(Friberg et al., 1998; Suh et al., 2003; Cryer 2007) y la produccion de ROS y RNS
(Suh et al., 2008, Paramo et al., 2010), también participan en la muerte neuronal
hipoglucémica. Las especies reactivas (RS) generadas pueden reaccionar
irreversiblemente con varios constituyentes celulares tales como proteinas, dobles
enlaces de fosfolipidos y ADN, provocando peroxidacion lipidica, dafio a la
membrana y mutaciones del genoma (Durukan et al., 2007). La peroxidacion de
lipidos en el cerebro ha sido observada durante la hipoglucemia aguda inducida
por insulina en el raton y la rata (Ballesteros et al., 2003; Patockova et al., 2003;
Singh et al., 2004; Haces et al., 2008).

Las fuentes generadoras de estas especies reactivas (RS) en la condicion
hipoglucémica no se conocen totalmente. La mitocondria ha sido propuesta como
una fuente de ROS en la hipoglucemia y la isquemia-reperfusion. Sin embargo,

estas especies pueden ser generadas por otras vias. Recientemente se sugiri6 la



participacion del superéxido generado por la accion de la NADPH oxidasa. Suh y
colaboradores usando cultivos celulares y un m odelo de hipoglucemia aguda
seguida del a reintroduccién de gl ucosa, encontraron que la produccion de
superoxido se incrementa por la activacion dela NADPH oxidasa durante el
periodo de reperfusion de glucosa (Suh et al., 2007). En experimentos previos de
nuestro laboratorio, utilizando un modelo de privacién de glucosa en neuronas de
hipocampo cultivadas, se observé que las RS incrementan rapidamente durante la
privacion de glucosa, deuna manera dependiente del a activacion de los
receptores NMDA y no NMDA y de |a presencia de calcio (Paramo et al., 2010).
En este trabajo, se observd quela produccion de superdoxido depende de la
activacion de las enzimas, fosfolipasa A, (cPLA;) y xantina oxidasa (XaO), las
cuales se activan por calcio y contribuyen al dafio neuronal. También se observo
que la concentracion de calcio intracelular se incrementa progresivamente durante
el periodo de privacién de glucosa (Paramo et al., 2010), y que se activa la
calpaina, una proteasa dependiente de calcio asociada con el dafio excitotdxico
(Paramo et al., datos no publ icados). Ademas, la salida de calcio del RE
posiblemente contribuye a la activacién de esta proteasa ya que bloqueadores de
los receptores a inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) y a rianodina (RyR), previenen su
activacion (Paramo et al., datos no publicados).

Por otra parte, en un m odelo de inhibicion glucolitica utilizando cultivos
neuronales de hi pocampo expuestos a yodoacetato (IOA), un inhibidor del a
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, se observd un incremento de las RS
dependiente de la presencia de calcio y de la activacion de los receptores a
glutamato de tipo NMDA, la cual precede y contribuye a la muerte celular
(Hernandez-Fonseca et al., 2005). Ademas, la salida de calcio de depdsitos del
RE posiblemente, participa en la produccién de RS y en la muerte neuronal ya que
el quelante de calcio intracelular, BAPTA-AM, y bloqueadores de los IPsR y RyR
presentes en el RE previenen la generacion de RS y aumentan la sobrevivencia

celular (Hernandez-Fonseca et al., 2005).



1.5.1 Excitotoxicidad

Durante la hipoglucemia y la isquemia se altera la produccién de A TP
(Durukan et al., 2007). La falla energética provoca que la actividad de la ATPasa
Na'/K* sea deficiente, provocando la despolarizacion de la terminal presinaptica.
En estas condiciones se activan los canales de C a** dependientes de voltaje
incrementandose la concentracion intracelular de este i6n. El aumento de Ca*
intracelular favorece la liberacion de a minoacidos excitadores, glutamato y
aspartato, incrementando su concentracion en el espacio extracelular (Gundersen
et al., 2001). La acumulacién de glutamato también se debe a una falla en los
sistemas de recaptura y de la enzima que cataliza la conversién de glutamato a
glutamina, la glutamino sintetasa, ya que ambos dependen de ATP (Bonde et al.,
2005).

El término excitotoxicidad se emplea para definir el dafio neuronal inducido
por la sobreexcitaciéon de | os receptores de gl utamato (Olney, 1994). En la
membrana postsinaptica el glutamato y el aspartato se unen a distintos tipos de
receptores. Entre ellos, los receptores ionotrépicos que se han denominado de
acuerdo a sus agonistas farmacoldgicos: el receptor de tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), el receptor al acido a-amino-3-hidroxi-5-metiloxazol-4-propiénico (AMPA)
y el receptor a kainato. Estos dos ultimos receptores estan acoplados a canales
iénicos permeables a Na®, que al activarse provocan un incremento intracelular de
este ion generando la despolarizacidon de la neurona postsinaptica. Por otro lado,
al despolarizarse las neuronas, el i6n magnesio que nor malmente bloquea el
receptor NMDA es removido y el receptor es activado por la union del glutamato y
la glicina. La activacion de estos receptores provoca la entrada de Ca* y Na* al
interior de la célula. Esta despolarizacion también favorece la activacion de los
canales de Ca®" dependientes de v oltaje, incrementandose de esta forma la
toxicidad via el exceso intracelular de Ca®* (Camacho et al., 2006).

Las alteraciones en la homeostasis de calcio intracelular estan implicadas
en algunas condiciones neuropatolégicas, incluyendo la isquemia cerebral, la

hipoglucemia y la epilepsia (Paschen 2000). Los procesos de muerte celular



asociados con esas enfermedades involucran un mecanismo excitotéxico mediado
por la activacion de los receptores de glutamato, principalmente de tipo NMDA, los

cuales son altamente permeables a calcio (Hernandez-Fonseca et al., 2005).

1.5.2 Sistemas de requlacion intracelular de calcio

El Ca** puede entrar a la célula a través de los receptores de glutamato,
principalmente los de tipo NMDA vy los canales de Ca** dependientes de voltaje. El
aumento intracelular no sélo se debe a la entrada de Ca?*, sino también asu
liberacién de organelos intracelulares como el reticulo endoplasmico, mecanismo
mediado por el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y por la activacion del receptor a
rianodina (Neumar, 2000). La p érdida de la homeostasis de Ca®" intracelular
genera la activacion de una gran variedad de enzimas involucradas en la muerte
neuronal entre las que se incluyen: fosfolipasas (A2 y C), proteasas (calpaina),
endonucleasas, proteina cinasa C, ciclooxigenasa y 6xido nitrico sintasa (Bano et
al., 2007). El aumento citosdlico de Ca®* provoca ademas la entrada masiva de
este i6n a la mitocondria. Este aumento de Ca?* en la matriz mitocondrial, induce
la despolarizacion de la membrana mitocondrial, la apertura del poro de transiciéon
de la permeabilidad mitocondrial (MTP) y la liberacion de factores proapoptéticos
como el citocromo c¢ y el factor inductor de | a apoptosis (AIF), que activan la
cascada de caspasas, 0 la apoptosis independiente de caspasas, respectivamente
(Berridge, 2002). La activacion de ciertas enzimas y el dafio generado enla
mitocondria contribuyen a la produccién de radicales libres (Dirnagl et al., 1999,
Paramo et al.,, 2010). Ademas, unaum ento enl a concentracion de calcio
intracelular puede t ener lugar en condiciones de f alla energética. En estas
condiciones, se presentan deficiencias en el funcionamiento de los sistemas de
extrusion de calcio dependientes de ATP como la ATPasa dec alcio del a
membrana plasmatica, y de almacenamiento en el reticulo por la ATPasa de calcio

presente en este organelo.



1.6 El Reticulo endopldsmico

El RE es quizas el organelo intracelular mas grande, estd formado por
endomembranas organizadas en un complejo sistema de microtubulos y cisternas.
En las neuronas, el RE se extiende desde el nucleo y el soma a las dentritas y a
través del axon a las terminales presinapticas (Verkhratsky, 2005). De acuerdo a
la presencia o aus encia de ribosomas el RE se denomina: RE rugoso y liso,
respectivamente. EI RE juega un papel central enl a biosintesis celular. Su
membrana es el lugar de produccion de todas las proteinas transmembranales y
lipidos de la mayoria delos organelos celulares, incluyendo el propio RE, el
aparato de Golgi, los lisosomas, los endosomas, las vesiculas secretoras y la
membrana plasmatica. La m embrana del RE, también contribuye de forma
importante al a formacion de las membranas de las mitocondrias y de los
peroxisomas, ya que produce los lipidos de estos organelos. Ademas, todas las
proteinas que seran secretadas al exterior celular y también las que permanecen
en el lumen del RE, en el aparato de Golgi o en | os lisosomas, son inicialmente
transportadas al lumen del RE.

El RE es también, un organelo que lleva a c abo importantes funciones
como son, el procesamiento de x enobidticos. Algunas de estas reacciones de
destoxificacion son llevadas a cabo por enzimas de la familia de la citocromo

P450, las cuales se encuentran principalmente en el RE liso (Alberts et al., 2002).

1.6.1 El calcio en el reticulo endopldsmico

El calcio es una molécula de sefalizacion que influye en una v ariedad de
procesos celulares. El calcio afecta directamente la traduccidén y expresion de
genes, la sintesis de proteinas y esteroides, la modificacion, plegamiento y
secrecion de proteinas y promueve la apoptosis. Ademas, la sefializacién de calcio
también influye en la excitabilidad de la membrana (Groenendyk et al., 2006).

El RE es el organelo mas importante que regula la homeostasis de calcio
intracelular. Dicha homeostasis se logra por el bombeo activo de c alcio del
citoplasma al RE, en conjuncion con el amortiguamiento de calcio por proteinas

residentes del RE, como la calreticulina, la calnexina, la calsecuestrina, las



proteinas reguladas por glucosa (GRP94 y GRP78) y las proteinas disulfuro
isomerasas (PDI, ERp72 y ERp57). En condiciones basales, un gr adiente de
varios 6rdenes de magnitud es establecido entre el lumen del RE (~ 0.5 mM) y el
citoplasma (~ 100 nM) por accion de la ATPasa del Ca?* del reticulo endoplasmico
(SERCA). Esta ATPasa es responsable de la entrada de calcio al RE. Por otro
lado, el calcio es liberado al citoplasma a través de los canales de los IPsR y RyR
(Hernandez-Fonseca et al., 2007). EI RyR es una proteina tetramérica de alto
peso molecular (aproximadamente 500 kDa por mondmero). La familia del RyR
tiene tres isoformas, todas expresadas en el cerebro. La modulacion de los RyR
ocurre através dela accion de ligandos enddégenos como el calcio, purinas y
proteinas accesorias, asi como por la accion de fosforilacion de varias cinasas.
Tres dominios son reconocidos enl a estructura del os RyR: 1) un dom inio
citoplasmico grande que contiene el N-terminal y el sitio regulador; 2) un dominio
transmembranal localizado hacia el C-terminal que incluye el poro permeable al
ion; 3) un dominio luminal el cual interactia con calsecuestrina, y es mucho mas
pequeiio que el dominio citoplasmico. Estos receptores tienen multiples sitios
alostéricos de unién a calcio, responsables de | a liberacion de calcio al citosol
inducida por calcio (Hernandez-Fonseca et al., 2007; Ruiz et al., 2009). Los IP3R
(isoformas |, Il y IlIl) son también expresados en el cerebro y activados por el IP3un
producto metabdlico de la actividad de la fosfolipasa C (Ruiz et al., 2009). Estos
receptores pueden ser bloqueados por heparina el cual antagoniza el
reconocimiento entre el IP3 y su receptor (Hernandez-Fonseca et al., 2007). Por
otro lado, el calcio acumulado en el citosol es removido de la célula por la accion
del intercambiador Na*/Ca®* (NCX) y la ATPasa del Ca* de la membrana
plasmatica (PMCA) (Berridge et al., 2003).

1.6.2 Estrés del reticulo endoplasmico

Varios factores son requeridos para el 6ptimo plegamiento de proteinas,
incluyendo ATP, calcio y un medio ambiente oxidante para permitir la formacion de
los enlaces disulfuro (Gaut et. al., 1993). Como consecuencia de este ambiente

especial, el RE es altamente sensible a diferentes formas de estrés que alteren los



niveles energéticos celulares, el estado redox o la concentracion de calcio.
Algunas condiciones, como la ausencia de glucosa, la falla en el plegamiento, el
transporte y la degradacion de proteinas, asi como la baja glicosilacion de
proteinas reducen la capacidad de plegamiento de estas en el RE. Esto, provoca
la acumulacién y agregacion de proteinas mal plegadas, una condicién conocida
como estrés reticular (Szegezdi et al, 2006; Zhao et al, 2006).
Experimentalmente, el estrés reticular puede ser inducido por agentes
farmacolégicos que inhiben la glucosilacion de proteinas (tunicamicina), bloquean
el transporte del RE al aparato de Golgi (brefeldina A), impiden la formacion de
enlaces disulfuro (DTT) obi en, alteran los depdsitos de calcio del RE
(tapsigargina, un inhibidor de la SERCA o A -23187, un ionoforo de c alcio)
(Breckenridge et al., 2003).

El estrés reticular se ha asociado con numerosas condiciones
fisiopatoldgicas, incluyendo algunas enfermedades neurodegenerativas como: la
enfermedad de Alzheimer y la de Parkinson, la esclerosis lateral amiotréfica, la
enfermedad de Huntington y algunas enfermedades generadas por priones (Rao
et al., 2004; Lindholm et al., 2006; Kim et al., 2008; Yang et al., 2009). Todas esas
enfermedades tienen una caracteristica comun: la acumulaciéon y agregacion de
proteinas mal plegadas. Ademas, de las arriba mencionadas, otras alteraciones
estan relacionadas con la activacion del estrés reticular. Estas incluyen, al cancer,
la diabetes tipo | y Il (Kaufman, 2002; Zhao et al., 2006), la aterosclerosis, la
degeneracion muscular, las enfermedades cardiacas y la isquemia cerebral (Kim
et al., 2008).

1.6.3 Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR)

La célula responde al estrés reticular activando unac ascada de
sefalizacion conocida como “respuesta a proteinas mal plegadas” (UPR) (Zhao et
al., 2006). La activacion de la UPR resulta, primero, en una disminucién de la
sintesis de pr oteinas, segundo, en una induccion delos genes que codifican
proteinas chaperonas, y otras proteinas que pr evienen la agregacion de

polipéptidos y participan en el plegamiento de éstos (Yoneda et al., 2001), y



tercero incrementa la degradaciéon asociada al RE (ERAD) para eliminar las
proteinas mal plegadas (Rao et al., 2004; Kim et al., 2006). La UPR es una
respuesta de supervivencia que reduce la acumulacion de proteinas mal plegadas
y restaura el funcionamiento normal del RE (Szegezdi et al., 2006). Sin embargo,
cuando el estrés reticular es severo y prolongado, se induce la apoptosis (Boyce et
al., 2006; Zhao et al., 2006).

En mamiferos la via de s ehalizacion de la UPR es iniciada por tres
proteinas transmembrana residentes del RE: la cinasa asociada al reticulo
endoplasmico (PERK), el factor det ranscripcion activado 6 ( ATF6) y la
endoribonucleasa que requiere inositol 1 (IRE1) (Merksamer et al., 2010). Estas
proteinas transmembrana responsables de iniciar la UPR tienen un dominio N-
terminal en el lumen del RE y dominio C-terminal en el citosol (Kim et al., 2008).
En condiciones fisioldgicas, la actividad de estas tres proteinas es suprimida por
su union a la proteina regulada por glucosa de 78 k Da (GRP78). Sin embrago,
bajo condiciones de disfuncion del RE, cuando las proteinas mal plegadas se
acumulan en el lumen del RE, GRP78 se disocia de PERK, ATF6 e IRE1 y se une

a las proteinas mal plegadas para facilitar su plegamiento (Paschen et al., 2005).

1.6.3.1 Cinasa asociada al reticulo endoplasmico (PERK)

PERK es una pr oteina transmembrana del tipo | que tiene un dom inio
cinasa citosolico y un dominio luminal N-terminal que es homologo al de IRE1. La
disociacion de GRP78 de P ERK provoca su dimerizacién, autofosforilacion vy
activaciéon (Figura 1). PERK, también puede ser activada por la union directa de
las proteinas mal plegadas a su dominio luminal (Merksamer et al., 2010).
Después de ser activada, PERK es convertida en una cinasa que especificamente
fosforila la subunidad a del factor de iniciacion de la traduccién eucariético (elF2a),
fosforilandolo en la serina 51 (Szegezdi et al., 2006). La fosforilacion de elF2aq,
causa una inhibicion global de la sintesis de proteinas, ya que el elF2a fosforilado
se une con gran afinidad al factor elF2B, se inhibe el reciclamiento de GDP por
GTP y no se puede formar el complejo ternario (DeGracia et al., 2002; Brush et al.,

2003). Sin embargo, esta inhibicion de la traduccion no es absoluta, RNAms que



tienen pequefios marcos de | ectura abiertos ens u extremo 5  not raducido,
pueden evitar el bloqueo de la traduccion dependiente de elF2a. El mas estudiado
de esos genes es ATF4. Este gen codifica para un factor de transcripcion que se
une age nes que c ontienen en su promotor unas ecuencia conocida como
“elemento de respuesta a AMPc” (CRE) (Szegezdi et al., 2006). ATF4 promueve la
supervivencia neuronal mediante la induccion de genes involucrados en el
transporte y sintesis de aminoacidos, la biosintesis de glutation y la resistencia al
estrés oxidativo (Schroder et al., 2005). Sin embargo, not odos los genes
inducidos por ATF4 favorecen la supervivencia y restauracion del funcionamiento
del RE. ATF4, también induce la expresion de un gen que codifica para la proteina
homologa que se une al potenciador CCAAT (CHOP), también conocido como gen
153 inducible por dafio al ADN y arresto ene | crecimiento (GADD153).
CHOP/GADD153 es un gen cuya expresion promueve la muerte celular apoptética
(Szegezdi et al., 2006) (Figura 1).

1.6.3.2 Factor de transcripcion activado 6 (ATF6)

Existen dos isoformas de A TF6 que s on expresadas enlas células de
mamiferos (ATF6a y ATF6B). ATF6 es una proténa transmembrana del tipo I, la
porciodn citoplasmatica tienen un dominio de cierre de leucina (bZIP) y un dominio
de activacion transcripcional (Rasheva et al., 2009). La via de activacion de ATF6
involucra un inusual mecanismo denominado protedlisis intramembrana regulada
(RIP) por el cual, la proteina se transloca del RE al aparato de G olgi para el
procesamiento proteolitico (Lai et al., 2007). En ausencia de estrés reticular, la
chaperona GRP78 se encuentra unida al dominio luminal de ATF6 y bloquea la
sefal de localizacién a G olgi, previniendo su translocacion. Sin embargo, en
respuesta ala acumulacion de proteinas mal plegadas, GRP78 se disocia de
ATF6 y este viaja al aparato de Golgi por via vesicular (Boyce et al., 2006). Una
vez en el aparato de Golgi ATF6 (90 kDa) es cortado primero por la proteasa del
sitio 1 (S1P) y después en una region intramembrana por la proteasa del sitio 2
(S2P) finalmente, el dominio citosélico resultante se transloca al nucleo (Ron et al.,

2007). Este fragmento de 50 k Da induce la expresion de genes que tienen en su



promotor elementos de respuesta a estrés reticular (ERSE). Algunos de los genes
inducidos por ATF6, incluyen a las proteinas chaperonas GRP78 y GRP9%4, la
proteina disulfuro isomerasa, el factor de t ranscripcion XBP1 (X-box binding
protein 1), y el factor de transcripcion CHOP. Aunque ATF6 puede i nducir la
expresion de CHOP, no hay reportes que relacionen a ATF6 con la apoptosis
inducida por estrés reticular; por lo tanto parece que A TF6 promueve la
sobrevivencia y contrarresta el estrés reticular (Paschen et al., 2005; Szegezdi et
al., 2006) (Figura 1).

1.6.3.3 Endoribonucleasa que requiere inositol 1 (IRE1)

Dos isoformas de IRE1 han sido identificadas en mamiferos (HRE1
IRE1B). IRE1a es expresada en la mayarde | as células y tejidos, con altos
niveles de expresion en el pancreas y en la placenta. IRE es expresada sblo en
las células epiteliales del intestino (Boyce et al., 2006; Malhotra et al., 2007). IRE1
es una proteina transmembrana del tipo | que tiene una actividad dual, ya posee
un dominio cinasa de serina-treonina y un dominio de endoribonucleasa (Raghubir
et al., 2011).

Durante el estrés reticular, GRP78 se disocia de IRE1 permitiendo su
oligomerizacion y autofosforilacién. Se ha sugerido también, que IRE1 es activada
directamente por la unién de las proteinas mal plegadas a su dominio luminal.
Este dominio de IRE1, es parecido al dominio de union a péptidos presente en las
proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (Lai et al., 2007; Ron et al.,
2007). Una vez activada IRE1, su actividad de endonucleasa corta un intrén de 26
nucledtidos, dando c omo resultado un cambio del marco de | ectura. EIl mRNA
xbp1 procesado es traducido en una proteina de 54 kDa, esta proteina es mas
estable que aquella codificada por el mMRNA precursor y funciona como un factor
de transcripcion. XBP1 activa la transcripcion de genes, incluyendo grp78, grp94,
edem y un miembro de la familia HSP40, P58 (Paschen et al., 2005; Malhotra et
al., 2007; Raghubir et al., 2011). P58 se une e inhibe a PERK liberando del
bloqueo traduccional mediado por PERK. La induccion de P58 representa la

terminacién de la UPR. En este punto, si la UPR fue exitosa, el RE regresa a su



funcionamiento normal y la célula sobrevive; sin embargo, si el estrés persiste la

8'PK podria permitir la sintesis de

8IPK

liberacion del bloqueo de la traduccién por P5
proteinas pro-apoptoticas. La def iciencia de P 5 puede resultar en una
prolongada actividad de PERK después del estrés reticular y el bloqueo dela
traducciéon de proteinas por un tiempo considerable. Esto puede conducir aun
déficit de proteinas vitales. Ademas, la expresion aumentada de ATF4 y de CHOP
ha sido detectada después del silenciamiento del gen de P58 (Szegezdi et al.,

2006) (Figura 1).
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FIG 1.Vias de sefializacién de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Las proteinas transmembrana residentes del
RE: PERK, IRE1 y ATF6 regulan la UPR a través de sus respectivas cascadas de sefializacion. Modificado de Merksamer
etal., 2010.

1.6.4 Estrés reticular y apoptosis

La apoptosis celular se puede clasificar segun su via de ejecucion, en dos
subtipos, la via extrinseca y la via intrinseca (Denault et al., 2002), siendo esta
dltima la via que se ha relacionado directamente con la muerte por estrés reticular.
Las tres vias de la UPR contribuyen a inducir apoptosis cuando los cambios
generados en la célula son insuficientes para restaurar el funcionamiento del RE.
La proteina CHOP, la cinasa JNK y las caspasas han sido involucradas en la
activacion de la apoptosis en respuesta al estrés reticular (Lai et al., 2007).

CHOP, es un factor de transcripcion que pertenece a la familia de proteinas
qgue se unen al potenciador CCAAT (C/EBP). CHOP fue originalmente identificado
en respuesta al dafio al ADN, pero su induccidon es mas sensible a condiciones de

estrés reticular (Zinszner et al., 1998). Durante el estrés reticular prolongado, las



tres vias de sefalizacién de la UPR inducen la transcripcion de CHOP, sin
embargo la via de PERK-elF2a-ATF4 es esencial (Oyadomari et al., 2004;
Szegezdi et al., 2006; Lai et al., 2007).

Aunque el mecanismo preciso por el cual CHOP media la apoptosis es
desconocido, se sabe que CHOP activa la transcripcion de v arios genes que
pueden potenciar la apoptosis. Esos genes incluyen, al gen que codifica para la
oxidoreductasa del reticulo endoplasmico (ERO1q), el receptor de muerte 5 (DR5)
(Boyce et al., 2006), la anhidrasa carbonica VI, la proteina tribbles 3 (TRB3) y el
gen 34 inducible por dafio al ADN y arresto en el crecimiento (GADD34) (Malhotra
et al., 2007). Aunque CHOP principalmente induce la expresion de genes, Bcl-2 es
un ejemplo de un gen cuya expresion es disminuida por CHOP (Boyce et al., 2006;
Szegezdi et al.,, 2006; Wu et al., 2006). El aumento en la expresion de ERO1a
inducido por CHOP genera un ambiente hiperoxidante en el RE produciendo un
incremento en la formacidén de proteinas mal plegadas (Lai et al., 2007). DR5
codifica un receptor de muerte de s uperficie que puede activar la cascada de
caspasas. La anhidrasa carbonica VI puede disminuir el pH intracelular durante el
estrés reticular (Malhotra et al., 2007). Ha sido propuesto que durante el estrés
reticular prolongado TRB3 se une ala cinasa Akt, previniendo su fosforilacién y
reduciendo su actividad de cinasa. GADD34 es una proteina que interactua con la
proteina fosfatasa 1 (PP1) que provoca la desfosforilacion de elF2q, (Figura 2). Se
ha observado que durante el estrés reticular, las células GADD34" muestran una
persistente fosforilaciéon de elF2 y pocos agregados de protmas mal plegadas
en el lumen del reticulo endoplasmico, sugiriendo que la funcion de GADD34 y la
remocion de la fosforilacion de elF&n proapopticos en este cont exto.
Ademas, los ratones GADD34” son resistentes a los efectos toxicos de la
tunicamicina (Boyce et al., 2006). El mecanismo por el cual GADD34 promueve la
apoptosis es desconocido, aunque existen varias teorias. Por ejemplo, la
restauracion de la sintesis de proteinas debido a la induccion de GADD34 podria
permitir la sintesis de proteinas proapoptoéticas (Szegezdi et al., 2006). Por otro

lado, un i nhibidor farmacoldgico selectivo de | a fosfatasa de, dl&&ado



salubrinal, puede pr oteger al as células del a apoptosis inducida por estrés
reticular (Boyce et al., 2006; Sokka et al., 2007; Reijonen et al., 2008) (Figura 2).
Los miembros de la familia de proteinas Bcl-2 son importantes reguladores
de la muerte celular apoptética. Hasta hace poco se pensaba que las proteinas
Bcl-2 regulaban exclusivamente la via apoptética mediada por mitocondria. Los
primeros reportes que relacionaron la muerte celular inducida por estrés reticular a
la familia de proteinas Bcl-2 mostraron que la sobreexpresion deBcl-2 ol a
deficiencia de B ax y Bak proporcionaban proteccion contra el estrés reticular
(Szegezdi et al., 2006; Malhotra et al., 2007). Recientemente se encontré que el
factor de transcripcién CHOP incrementa la transcripcién de Bim durante el estrés
reticular, haciendo una importante conexién entre unc omponente del a
sefalizacion dela UPR y la familia de proteinas Bcl-2. Ademas de regular la
expresion de Bim, se hareportado que CHOP disminuye la expresiéon de la

proteina antiapoptoética Bcel-2 (Merksamer et al., 2010) (Figura 2).

Otra via de sefalizacion que opera en paralelo con CHOP esta mediada por
la cinasa N-terminal c-Jun (JNK). La sefalizacion de JNK incrementa durante el
estrés reticular de una manera que depende de la activacion de IRE1 y de la
cinasa 1 reguladora de senales de apoptosis (ASK1) (Merksamer et al., 2010).
Una vez activado, el dominio citoplasmico de | RE1 se asocia con el factor 2
asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF2). Esta asociacion es
regulada por la cinasa inhibidora N-terminal c-Jun (JIK), la cual se ha reportado
que interactia con IRE1 y TRAF2 (Yoneda et al., 2001; Lai et al., 2007). El
complejo IRE1/TRAF2 después se asocia con ASK1, causando su activacion e
iniciando una cascada de fosforilacién que resulta en la fosforilacion y activacion
de JNK (Boyce et al., 2006; Wu et al., 2006; Lai et al., 2007; Malhotra et al., 2007).
La cinasa JNK promueve la apoptosis a través de v arias interacciones con
miembros de la familia Bcl-2. Hay evidencias de que JNK puede fosforilar e inhibir
a las proteinas antiapoptéticas Bcl-2, Bel-xL y Mcl-1. Ademas, JNK puede también
fosforilar y activar varias proteinas que tienen sélo el dominio BH3, como Bid y

Bim para promover la apoptosis (Merksamer et al., 2010). La ac tividad



proapoptética de Bim es normalmente inhibida por su unién al complejo motor de
dineina del citoesqueleto. La f osforilaciéon por JNK libera a B im del complejo,
permite su translocacion al RE e inicia la cascada apoptodtica dependiente de Bax
y Bak (Szegezdi et al., 2006; Hussain et al., 2007; Lai et al., 2007) (Figura 2). En
contraste la proteina antiapoptética Bel-xL se une a Bim e inhibe su translocacion

al reticulo endoplasmico (Hussain et al., 2007).

Ademas de la induccién de CHOP vy la activacién de la cinasa JNK; las
caspasas, una familia de proteasas de cisteina pueden contribuir a la apoptosis
inducida por estrés reticular (Boyce et al., 2006). En diferentes estudios en donde
se hainducido estrés del reticulo se ha observado el procesamiento del as
caspasas 2, 3, 4, 7, 9y 12 (Szegezdi et al., 2006; Malhotra et al., 2007). Sin
embargo, la caspasa-12 ha sido propuesta como un mediador clave de la muerte
apoptética, debido a que es activada especificamente por estrés reticular y no por
receptores de m uerte o por sefiales apoptdticas mediadas por la mitocondria
(Yoneda et al., 2001; Szegezdi et al., 2006; Lai et al., 2007). Dicha caspasa es
expresada solo en roedores, debido a que su homdlogo en humanos ha sido
silenciado por varias mutaciones durante la evolucion (Szegezdi et al., 2006). Sin
embargo, se ha demostrado recientemente que |la caspasa-4 humana tiene una
homologia del 48 % con la caspasa-12 murina, se encuentra también localizada
en la membrana del RE y es requerida en la apoptosis inducida por estrés reticular
(Boyce et al., 2006). Por estas razones, se ha propuesto que la caspasa-4 es la
encargada de cumplir la funcién de la caspasa-12 en humanos (Szegezdi et al.,
2006; Lai et al., 2007). La caspasa-12 contiene un prodominio grande responsable
de la interacciébn con varias proteinas adaptadoras (dominio CARD) y dos
subnidades cataliticas: p20y p10 (Szegezdi et al., 2003). La procaspasa-12 se
encuentra localizada en el lado citoplasmico del RE, formando un complejo estable
con la proteina adaptadora TRAF2 (Yoneda et al., 2001). Esta caspasa puede ser
activada por varias formas, por ejemplo, los factores proapoptéticos Bax y Bak
presentes en la membrana del RE forman oligdmeros que permiten la salida de

calcio del RE al citoplasma. Este incremento en |as concentraciones de calcio



citoplasmico activan a la proteasa dependiente de calcio, calpaina, la cual
posteriormente corta y activa a la caspasa-12 para iniciar la apoptosis dependiente
de caspasas (Wu et al., 2006; Lai et al., 2007; Malhotra et al., 2007) (Figura 2). Por
otro lado, la interaccién de IRE1 con TRAF2 estd también implicada en la
activacién de la procaspasa-12 (Hussain et al., 2007). La formacion de este
complejo libera ala procaspasa-12 de TR AF2, al ser liberada, la procaspasa
experimenta homodimerizaciéon y autoprocesamiento (Yoneda et al., 2001;
Szegezdi et al.,, 2003; Wu et al., 2006). Otro mecanismo propuesto para la
activacion de la caspasa-12, es a través del procesamiento de dicha caspasa por
la caspasa-7, la cual se transloca del citosol al lado citoplasmico de la membrana
del RE y activa directamente ala caspasa-12 (Berridge, 2002; Szegezdi et al.,
2003; Boyce et al., 2006; Lai et al., 2007). Sin embargo, otros experimentos
sugieren que el corte de la caspasa-12 precede al corte de la caspasa-7 durante el
estrés reticular, implicando que el orden de ac tivacion puede ser opuesto en
algunos contextos (Boyce et al., 2006). Una vez activada, la caspasa-12 puede
cortar y activar ala procaspasa-9 por unavia independiente de A paf-1 (factor
activador de la proteasa de apoptosis 1), el usual mediador de la activacion de
dicha caspasa (Boyce et al., 2006; Wu et al., 2006; Malhotra et al., 2007). La
caspasa-9 activada puede inducir la activacion de la caspasa efectora, la caspasa-
3 conduciendo finalmente ala muerte celular (Szegezdi et al., 2003; Lai et al.,
2007) (Figura 2).
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1.6.5 Estrés reticular en la isquemia cerebral

El dafo cerebral isquémico es el resultado de una reduccién transitoria o
permanente del flujo sanguineo cerebral que provoca alteracion en las funciones
cerebrales. La severidad del dafio esta determinada por el grado y la duracion de
la pérdida del flujo sanguineo, y de esto depende que el cerebro sufra sélo una
disfuncionalidad temporal, una necrosis isquémica selectiva o un infarto cerebral
(Barrinagarrementeria, 1997). La pérdida del flujo sanguineo causa dafio cerebral
a través de una serie de eventos que evolucionan en tiempo y espacio (Dirnagl et
al., 1999). Los mecanismos del dafio n euronal inducidos durante la isquemia
cerebral y la hipoglucemia no se conocen completamente, pero estudios previos

sugieren la participacion de un mecanismo excitotdéxico provocado por la liberacion



de glutamato y particularmente de aspartato, enel caso dela hipoglucemia
(Sandberg et al., 1986; Wieloch, 1984). Ademas, investigaciones recientes han
sugerido que el estrés oxidativo esta asociado con el dafio neuronal hipoglucémico
(Suh et al., 2007, 2008; Haces et al., 2008, 2010). Se ha ob servado quela
restitucion del flujo sanguineo o reperfusién, es un evento que exacerba el dafio
inducido por la isquemia cerebral. Durante la reperfusion, la produccion de
especies reactivas de oxigeno y de ni trogeno incrementa dramaticamente
(Margaill et al., 2005). También, existe evidencia que muestra que el estrés
reticular juega un importante papel en los mecanismos de dafo cerebral inducidos
por la isquemia/reperfusion (Shibata et al., 2003). En algunos estudios, se ha
observado que la isquemia cerebral transitoria provoca la fosforilacion de PERK
(Hayashi et al., 2003), induce el splicing de R NAm de x bp1, indicativo de la
fosforilacién de IRE1 (Paschen et al., 2003) y activa la caspasa-12 (Nakagawa et
al., 2000). La isquemia global en ratones también induce estrés reticular y la
activacion de los factores de transcripcion, CHOP/Gadd153 y ATF4 (Hayashi et
al., 2005). Por otro lado, ha sido reportado en un modelo de oclusion de la arteria
carétida comun bilateral (BCCAO) en ratones silvestres, que el RNAm de CHOP y
de GRP78 son marcadamente inducidos a las 12 h d espués de la BCCAO en el
hipocampo y en el estriado. En contraste, las neuronas del hipocampo de ratones
CHOP™ son mas resistentes a la apoptosis inducida por la hipoxia-reoxigenacion
que aquellas del os animales silvestres (Tajiri et al., 2004). La r eperfusion,
subsecuente a la isquemia cerebral estd asociada con unincremento enl a
fosforilacién de elF2a y una inhibicidn de la sintesis de proteinas (DeGracia et al.,
2002). Existen cuatro cinasas celulares que pueden fosforilar elF2a post-isquemia:
GCN2 (cinasa no reprimible del factor 2), HRI (cinasa regulada por el inhibidor
hemo), PKR (cinasa activada por RNA bicatenario) y PERK (cinasa asociada al
reticulo endoplasmico). Kumar y colaboradores (2001) usando un m odelo de
BCCAO en ratones deficientes de HRl y GCN2, demostraron que la fosforilacidon
de elF2a después de la isquemia/reperfusion estd mediada por PERK y no por
HRI o GCN2. En otro estudio se mostré la induccién de estrés reticular durante la

reperfusion en un modelo de oclusién de la arteria cerebral media en ratones. Se



observd un aumento en la expresién de GRP78 y activacién de la caspasa-12, lo
cual ocurri6 entre las 5-23 h de reperfusion (Shibata et al., 2003). Son muchas las
evidencias que indican que un dafio en el funcionamiento del RE puede tener un
papel importante en la muerte neuronal inducida por la isquemia/reperfusion.

Por otra parte, también se ha observado estrés reticular durante la
excitotoxicidad inducida por la estimulacion de los receptores al acido kainico, un
subtipo de receptor a glutamato. La a dministracién de acido kainico induce un
incremento del as proteina GRP78 y CHOP, ademas de muerte neuronal y
activacién de la caspasa-12 (Sokka et al., 2007). A la fecha, el papel del estrés
reticular en la muerte neuronal inducida por la hipoglucemia no ha sido estudiado,
por lo que el propdsito del presente estudio fue investigar la presencia de
marcadores de estrés reticular en cultivos neuronales expuestos a la ausencia de
glucosa, asi como tratar de dilucidar su papel en la muerte apoptética inducida en

estas condiciones.



II. Planteamiento del problema

Datos previos de n uestro laboratorio sugieren que el aumento enl a
concentracion de calcio intracelular contribuye a la muerte neuronal inducida por la
ausencia de glucosa, y que éste participa en la produccién de especies reactivas y
en la activacion de proteasas como la calpaina (Paramo et al., 2010y
observaciones no publicadas). Sin embargo, desconocemos si la salida de calcio
del RE contribuye al aumento en la concentracidn de calcio intracelular, y si el
estrés reticular puede contribuir ala muerte neuronal apoptdética inducida en
dichas condiciones. El objetivo de esta investigacion es conocer si la ausencia de
glucosa desencadena el estrés reticular en neuronas de hipocampo cultivadas y si

este participa en la muerte.



IIl. Hipétesis
La ausencia de glucosa producira estrés del reticulo endoplasmico y éste

contribuira a la muerte apoptética inducida en esta condicién.



IV. Objetivo General
s+ Conocer si el estrés reticular contribuye a la muerte neuronal inducida por la

ausencia de glucosa en neuronas cultivadas de hipocampo.

Objetivos particulares
« Demostrar quel a ausencia de glucosa induce muerte neuronal

apoptotica en neuronas cultivadas de hipocampo.

% Investigar la presencia de estrés reticular iniciado por la activacion de
la via de PERK durante la privacién de glucosa enn euronas

cultivadas de hipocampo.

+» Conocer si la muerte apoptética esta relacionada con la inducciéon de

estrés reticular.



V. Metodologia

5.1 Cultivo de células

Cultivos primarios de neuronas de hipocampo fueron preparados a partir de
embriones de ratas Wistar de 17-18 dias de gestacion. Después de la diseccion,
10-12 hipocampos fueron cortados en cubos de 300 um en un Chopper, incubados
en una solucion de tripsina al 0.25 % y dispersados por trituracién en una solucion
con DNAsa e inhibidor de tripsina al 0.08 % y 0.52 %, respectivamente. Las
células fueron suspendidas en medio de cultivo Neurobasal suplementado con
B27, L-glutamina 0.5 mM y gentamicina 20 pyg/ml. Las células se sembraron a una
densidad de 1.5x10° células/ml/pozo en cajas Costar de 24 pozos para los
ensayos de viabilidad celular, determinacion de la actividad de la caspasa-3, y la
cuantificacion de nu cleos apoptéticos. Para los ensayos de actividad del a
caspasa-12 y deteccidn de | os marcadores de estrés reticular por ensayos de
imnunoblot, las células se sembraron a una densidad de 1.5x10° células/ml/pozo
en cajas Corning de 35 mm x 10 mm. En todos los casos las cajas fueron
previamente cubiertas con poli-L-lisina 5 pg/ml. Las células fueron cultivadas por 7
dias in vitro (DIV) a 37°C en una incubadora con 5% CO,/95% aire. Cuatro dias
después de sembrar las células se agregé medio Neurobasal fresco, glucosa 5
mM vy citosina arabinosa 10 uM. La citosina se agregdé para inhibir la proliferaciéon

gial.

5.2 Evaluacion del efecto de diferentes farmacos e inhibidores de caspasas

en la muerte inducida por la ausencia de glucosa

Se evaluod el efecto del dantroleno (12.5 pM; antagonista del RyR), el
salubrinal (50 uM; inhibidor de la fosfatasa responsable de desfosforilar a el F2a-
P), el QVDOPH (20 pM; inhibidor general de caspasas), el DEVDCHO (25 uM;
inhibidor de la caspasa-3) y el Q-ATAD (40 uM; inhibidor especifico de la caspasa-
12) sobre la muerte inducida por la ausencia de glucosa (AG). Los cultivos fueron
incubados durante 2 y 4 hen un medio sin glucosa (Medio Eagle’s modificado
dulbecco’s, DMEM). Todos los farmacos se agregaron directamente al medio
DMEM. A diferencia de los demas farmacos, el DEVDCHO fue preincubado 30



min antes de la AG, esto debido a que es poco permeable. Después del periodo
de AG, se retir6 el medio DMEM y se afiadié el medio de cultivo que se habia
retirado previamente (Neurobasal). Finalmente, después de 24 h de i niciado el
experimento la sobrevivencia neuronal fue determinada por el ensayo de

reduccion de MTT que se describe a continuacion.

5.3 Determinacion de viabilidad celular

La viabilidad o s obrevivencia celular fue determinada por el ensayo de
reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). La
reduccion del MTT es un método comunmente usado como un indice del estado
funcional de la cadena respiratoria, a partir de la formacion de la sal de formazan.
Esta reduccion ocurre por las deshidrogenasas mitocondriales activas, es decir, en
las células viables. Las al def ormazan generada se cuantifica
espectrofotométricamente utilizando un s olvente organico para su extraccion.
Después de 24 hdei niciado el tratamiento experimental las células fueron
incubadas con MTT 150 uM durante 1h a37°C en una incubadora con 5%
CO,/95% aire. El medio fue aspirado y el formazan precipitado fue solubilizado en
800 ul de isopropanol acido y cuantificado espectrofotométricamente a una
longitud de ondade 570 nm en un es pectrofotdmetro Beckman DU 640. Los
resultados son expresados como el porcentaje de reduccion de MTT relativo al

control.

5.4 Condensacion nuclear

La morfologia del os nucleos se evalud incubando las células con el
compuesto fluorescente Hoechst 33258, el cual penetra en las células y se une al
ADN. Las células fueron incubadas durante 2 y 4 h en AG en presencia o ausencia
de: dantroleno (12.5 yM), salubrinal (50 uM), QVDOPH (20 uM) y DEVDCHO (25
MM). Después del periodo de AG se retird el medio DMEM y se afiadié el medio de
cultivo que se habia retirado previamente (Neurobasal). Transcurridas 24 h de
iniciado el experimento, las células se lavaron dos veces con 500 uyl de buffer
salino de fosfatos (PBS). Se agregaron 250 pl/pozo de Hoechst 33258 al 0.001 %



durante 15 min protegiendo de la luz. Después de retirar el Hoechst, las células
fueron lavadas nuevamente con 500 ul de PBS, fijadas con 300 pl de formaldehido
frio al 3.7 % durante 10 min y colocadas en por taobjetos. Las células fueron
observadas en un microscopio con una lampara de fluorescencia usando un filtro
UV-2A DM400. Diez campos diferentes (conteniendo aproximadamente 30-40
células cada uno) fueron contados con un objetivo de 60x. Los nucleos brillantes,
encogidos y en oc asiones fragmentados fueron considerados como nucleos
apoptéticos Los resultados son expresados como porcentaje de nuc leos
condensados y fragmentados con respecto al numero total de nucleos contados

en cada condicion experimental.

5.5 Determinacion de la actividad de la caspasa-3

Para determinar la actividad de la caspasa-3 las células fueron expuestas a
diferentes periodos de AG (1, 2 y 4 h) y diferentes periodos de reintroduccién de
glucosa (RG) (2, 4, y 6h) . Después de estos periodos de aus encia y
reintroduccion de glucosa, las células fueron lavadas dos veces con 500 ul de PBS
y homogenizadas en 150 ul de buffer de lisis (HEPES 100 mM pH 7.5, EDTA 1
mM, EGTA 20 uM, sacarosa 10 % p/v, DTT 10 mM, CHAPS 0.1 % p/v y solucién
de inhibidores de proteasas 20 ul/ml (PMSF, AEBSF, E-64, a-macroglobulina,
aprotinina y leupeptina 1ug/ul) diluido 1:1 (v/v) con glicerol. Se tomé una alicuota
para cuantificar proteinas por el método de Lowry et al. (1951) y el resto de las
muestras se guardaron a -70°C. La actividad de la caspasa-3 fue determinada
usando el sustrato fluorogénico acido N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-
metilcumarina (Ac-DEVD-AMC). Este sustrato se proteolisa por la caspasa-3 y
genera 7-amino-4-metilcumarina (AMC). Al liberarse el AMC emite fluorescencia.
De este modo, la fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sustrato
procesado y por tanto, a la actividad de la caspasa-3 presente en la muestra. La
actividad fue determinada cada min durante 30 min después de la adicion del
sustrato (25 yM) y del homogenado celular (30 pg de proteina) en un volumen final
de 0.2 ml de una solucion estandar que contiene: HEPES 100 mM pH 7.5, EDTA 1
mM, EGTA 20 uM, sacarosa 10 % p/v, DTT 10 mM, CHAPS 0.1 % p/v y solucién



de inhibidores de proteasas 2 pl/ml. Como control positivo se utilizaron células
incubadas con estaurosporina (STP) 500 nM durante 8 h. Las muestras se
colocaron en cajas de 96 pozos y se ley6 la intensidad de fluorescencia (excitacion
360 nm, emision 460 nm) en un lector de placa Synergy HT, Biotek. Los resultados
se expresan como cambio en la intensidad de f luorescencia por minuto por

miligramo de proteina (CF/min/mg).

5.6 Determinacion de proteinas totales

Se utilizé del método de Lowry et al. (1951). Se realizé una curva patrén
utilizando un estandar de albumina de suero de bovino (ASB) con concentraciones
de 1 a 8 mg/ml.

La absorbancia se determiné a 750 nm en un lector de placa Synergy HT,
Biotek.

5.7 Determinacion de la actividad de la caspasa-12

Para determinar la actividad de la caspasa-12 los cultivos fueron incubados
en un medio sin glucosa durante 1, 2 y 4 h. Una vez concluido el periodo de AG se
retir6 el medio DMEM y se procedié alavar las células dos veces con 1 ml de
solucion Locke’s (NaCl 154 mM, KCI 5.6 mM, NaHCO3; 3.6 mM, CaCl, 2.3 mM,
HEPES 5 mM y glucosa 5.6 mM; pH 7.4). Posteriormente se agregaron 190 ul de
buffer de lisis (BioVision, Mountain View, CA), se incubo durante 10 min en hielo y
se homogenizaron las células. Se tomé una alicuota para cuantificar proteinas por
el método delLo wry et al. (1951). ElI homogenado restante, 100 ul
(aproximadamente 150 ug de proteina) se agrego a una placa Costar de 96 pozos.
Se adicionaron 100 pl del buffer de reaccion 2x (BioVision, Mountain View, CA)
con DTT 10 mM y 10 pl del sustrato Ac-Ala-Thr-Ala-Asp-AFC (ATAD-AFC) (50
MM). En algunos casos se agregé también el inhibidor especifico de la caspasa-12,
el Z-ATAD-FMK (2 uM) y el inhibidor general de caspasas, el QVDOPH (20 pM).
La placa con el homogenado, el buffer de reaccion, el inhibidor y el sustrato se
incubo durante 1 h a 37°C en una incubadora con 5% CO2/95% aire. La intensidad

de fluorescencia (excitacion 360 nm, emision 528 n m) se determiné cada min



durante 30 min en un lector de placa Synergy HT, Biotek. Los resultados se
expresan como cambio en la intensidad de f luorescencia por minuto por
miligramos de proteina (CF/min/mg). Como control positivo se utilizaron células

tratadas con tunicamicina (Tm) 5 yM y tapsigargina (Tg) 1 uM durante 48h.

5.8 Deteccion de marcadores de estrés reticular por inmunoblot

La deteccion de los marcadores de estrés reticular por inmunoblot se realizo
después de exponer los cultivos a un m edio sin glucosa durante 0.5, 1, 2y 4 h.
Transcurrido el periodo de AG el medio DMEM fue retirado y se procedié a lavar
las células dos veces con 1 ml de solucion Locke’s. Posteriormente se agregaron
150 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, Tritéon X-100 1 %,
deoxicolato de sodio 0.5 % y dodecilsulfato de sodio 1 %) agregando inhibidores
de proteasas 2 ul/ml (PMSF, AEBSF, E-64, az-macroglobulina, EDTA,
fosforamidona, aprotinina, leupeptina y bestatina 1ug/ul). Se incubé durante 10
min en hielo y se homogenizaron las células. El homogenado se centrifugd a
12,000 rpm durante 20 min a 4°C. Se separ6 el sobrenadante, se determiné la
concentracion de proteinas y el sobrenadante restante se procesé para la
deteccion de los marcadores de estrés reticular elF2a-P, ATF4, GRP78 y CHOP
por inmunoblot.

Para cada una de las muestras se sigui6 el siguiente procedimiento: en un
tubo eppendorf se mezclaron el sobrenadante con el buffer muestra (1:1 v/v) (Tris-
HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS 2 %, glicerol 25 %, azul de bromofenol 0.01 % y B-
mercaptoetanol 5 %) y se hirvieron durante 5 min. Se prepararon geles de
acrilamida en un s oporte (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) con el gel
concentrador al 4 % (acrilamida 29 % / bisacrilamida 1 %, Tris-HCI 1 M pH 6.8,
SDS 10 %, PSAy TEMED) y el gel separador al 12 % (acrilamida 29 % /
bisacrilamida 1 %, Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 10 %, PSA y TEMED) segun el
método de Laemmli (1970). Se montaron en una camara de electroforesis. En
cada pozo del gel se cargaron 25 ug de pr oteina del sobrenadante previamente
desnaturalizado y se corrio la electroforesis durante 2.5 h a 100 mA. Las proteinas

se transfirieron a m embranas de PVDF de 0.45 pm (Millipore, Bedford, MA)



durante 1.5 ha400 m A y 30 min a 500 m A. Las membranas se bloquearon con
una solucién de leche descremada al 5 % en buffer salino tris (TBS) (Tris-HCI 50
mM pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0.1 %) durante 1 h, atemperatura
ambiente y con agitacion. Se incubaron durante 48 h a 4°C con el anticuerpo anti-
GRP78 (1:1000), anti-CHOP (1:1000), anti-elF2a-P (1:1000) y anti-ATF4 (1:250) o
24 h a4°C con el anti-actina (1:5000). Todos los anticuerpos se diluyeron en TBS
con leche al 5 % con excepcion del anti-ATF4 que se diluyé en PBS con ASB al 5
%. Las membranas se lavaron tres veces con TBS durante 10 min, agitacion y a
temperatura ambiente. Se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratéon
diluido 1:2500 (CHOP y ATF4) y 1:5000 para la actina oc on el anticuerpo
secundario anti-conejo diluido 1:5000 (GRP78) o 1:2500 para elF2a-P. Todos los
anticuerpos utilizados estan acoplados a peroxidasa de rabano y se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente, con excepcion, del anticuerpo secundario
para la actina, el cual se incubd durante 30 min. Posteriormente se realizaron tres
lavados con TBS durante 10 m in, at emperatura ambiente y agitacion. Los
anticuerpos unidos a la membrana se observaron usando un sistema de deteccion
que emplea quimioluminiscencia (Millipore, Bedford, MA). La densidad optica de

las bandas fue cuantificada usando el programa Image J.

Los resultados fueron analizados con una prueba de ANOVA de unavia,
seguida por una prueba de Fisher de comparacién multiple, utilizando el programa
de estadistica Statview 4.5. Todos los resultados se presentan como promedios +
error estandar (ES). Los valores de P <0.05 se consideraron significativamente

diferentes.



VI Resultados

6.1 Efecto de la ausencia de glucosa en la muerte neuronal

Primero se determinaron los periodos de ausencia de glucosa (AG) suficientes
para inducir una reduccion en la sobrevivencia neuronal. Los cultivos fueron incubados
en un medio sin glucosa (Medio Eagle’s modificado dulbecco’s, DMEM) durante 2y 4 h.
Después del periodo de AG, se retiré el medio DMEM y se afiadidé el medio de cultivo
que se habia retirado previamente (Neurobasal) Finalmente, después de 24 hd e
iniciado el experimento, la sobrevivencia neuronal fue determinada por el ensayo de
reduccion de MTT. Se observé una disminucion de la reduccion de MTT del 59 y 63 %,
con respecto al control sin AG. Como control se usaron células incubadas durante todo

el tiempo en el medio Neurobasal. (Figura 3).
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FIG. 3. Efecto de la ausencia de glucosa (AG) sobre la viabilidad celular. Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante
2 y 4 h. Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio Neurobasal. La viabilidad fue evaluada 24 h después
de iniciado el experimento por el ensayo de reduccion de MTT. Los resultados se expresan como porcentaje de reduccion de MTT
con respecto al control. Los datos son promedios + ES de seis experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de
ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de comparacion mdltiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG.

Una vez establecidos los periodos de A G que nos permitieron observar una
disminuciéon significativa de la sobrevivencia neuronal, se decidi6 investigar si la
inhibicion de la salida de calcio del reticulo endoplasmico (RE) por los receptores a
rianodina (RyR), participa en el proceso de muerte neuronal. Para esto se incubaron las
células en presencia de dantroleno (12.5 uM), un antagonista de los RyR, el cual fue
preincubado durante 30 min antes de la AG. Por otro lado, para prevenir la muerte

apoptética utilizamos un i nhibidor general de caspasas, el QVDOPH (20 pM), un



inhibidor de la caspasa-3, el DEVDCHO (25 uM) y un inhibidor especifico para la
caspasa-12, el Q-ATAD (40 uM). Los farmacos fueron incubados durante las 2 y 4 h de
AG y la viabilidad celular fue evaluada 24 h después a través del ensayo de reduccion
de MTT. Todos los farmacos evaluados tuvieron un efecto protector contra la muerte
inducida por 2 h de AG. En presencia del dantroleno la reduccién de MTT se restauré
hasta un 68 %, mientras que con los inhibidores de caspasas, ésta se restauré al 72 %
en presencia de QVDOPH, al 63 % con el DEVDCHO y al 62 % con el Q-ATAD (Figura

4). El efecto del salubrinal se discutira mas adelante.
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FIG. 4. Efecto protector de diferentes farmacos e inhibidores de caspasas sobre la muerte inducida por 2 h en ausencia de glucosa.
Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante 2 h en presencia o ausencia de dantroleno (12.5 uM), salubrinal (50 pM),
QVDOPH (20 pM), DEVDCHO (25 pM) y Q-ATAD (40 pM). Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio
Neurobasal. La viabilidad fue evaluada 24 h después de iniciado el experimento por el ensayo de reducciéon de MTT. Los resultados
se expresan como porcentaje de reduccién de MTT con respecto al control. Los datos son promedios + ES de tres experimentos
independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una via seguida de una pr ueba de Fisher de comparacién
multiple. *P<0.05 con respecto a 2 h en AG.

En la figura 5se observan imagenes representativas de un cultivo expuesto
durante 2 h en AG y el efecto protector del dantroleno, el salubrinal, el QVDOPH vy el
DEVDCHO.



FIG. 5. Efecto protector del dantroleno, el salubrinal, el QVDOPH y el DEVDCHO sobre la muerte inducida por 2 h en ausencia de
glucosa. (A) El cultivo control presenta somas celulares oscuros y procesos bien definidos. (B) El cultivo expuesto a un medio sin
glucosa durante 2 h presenta células brillantes y refringentes, lo cual es indicativo de muerte celular. Las células incubadas por 2 h
en AG y en presencia de dantroleno (12.5 pM) (C), salubrinal (50 pM) (D), QVDOPH (20 puM) (E) y DEVDCHO (25 pM) (F) se

observan mejor preservadas.

A pesar de que la muerte inducida por 4 h de AG no resultd ser
significativamente diferente de la inducida por 2 h en AG, se encontré6 un efecto
protector de la muerte Unicamente en presencia del QVDOPH, restaurando la reduccion
del MTT en un 61 % de los niveles control, mientras que el DEVDCHO no tuvo efecto

protector (Figura 6). Los efectos del salubrinal se discutiran después.
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FIG. 6. Efecto del salubrinal y los inhibidores de caspasas sobre la muerte inducida por 4 h en ausencia de glucosa. Las células se
incubaron en un medio sin glucosa durante 4 h en presencia o ausencia de salubrinal (50 pM), QVDOPH (20 uM) y DEVDCHO (25
uUM). Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio Neurobasal. La viabilidad fue evaluada 24 h después de
iniciado el experimento por el ensayo de reduccion de MTT. Los resultados se expresan como porcentaje de reduccion de MTT con
respecto al control. Los datos son promedios + ES de cuatro experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de
ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de comparaciéon multiple. *P<0.05 con respecto a 4 h en AG.

6.2 Induccion de muerte neuronal apoptética durante la ausencia de glucosa

Debido al efecto protector observado con los inhibidores de las caspasas en los
experimentos der educcion de MTT se decidid evaluar la presencia de nucleos
apoptoticos después de e xponer al as células a unm edio sin glucosa. Las
caracteristicas morfologicas de la muerte apoptética, como son los nucleos
condensados y fragmentados fueron observados usando la tincién de Hoechst (Figura
7a). Se observé un aumento significativo en el porcentaje de nucleos fragmentados y
condensados después de exponer a las células durante 2y 4 h en AG (45 y 61 %,
respectivamente) comparado con el control (25 %) (Figura 7b). En este caso la
diferencia en el porcentaje de nucleos apoptoticos observada después de 2y 4 h de
exposicion ala AG, si fue estadisticamente significativa. Como control positivo de
induccion de m uerte celular apoptética se utilizaron células incubadas con
estaurosporina (STP) 500 nM durante 24 h, observandose un 71 % de nucleos

condensados o fragmentados (Figura 7a y b).
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FIG. 7. Efecto de la ausencia de glucosa en el porcentaje de nlcleos condensados y fragmentados. a) Imagenes representativas de
un cultivo control y de células incubadas con estaurosporina (STP) 500 nM durante 24 h o incubadas en un medio sin glucosa
durante 2 h. Las células se observan con el nicleo condensado o fragmentado. b) Efecto de 2 y 4 h de AG sobre el porcentaje de
nucleos apoptoticos. Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante 2 y 4 h. Posteriormente el medio DMEM fue retirado
y reemplazado con medio Neurobasal. La morfologia de los ndcleos se evalué 24 h después de iniciado el experimento utilizando la
tincion nuclear de Hoechst 33258. Los resultados se expresan como porcentaje de nucleos fragmentados y condensados con
respecto al nimero total de nicleos contados en cada condicién experimental. Los datos son promedios + ES de cuatro
experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de

comparacion multiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG, **P<0.05 con respecto a 2 h en AG.

Posteriormente, decidimos evaluar si la muerte apoptotica podria ser prevenida
evitando la salida de calcio del RE con dantroleno o inhibiendo a las caspasas, con el
QVDOPH y con el inhibidor especifico de la caspasa-3, el DEVDCHO. Las células

fueron expuestas a un medio carente de glucosa durante 2 h en presencia o ausencia



de los diferentes farmacos y 24 h después se evalué la morfologia de los nucleos. Se
observo un aumento significativo en el porcentaje de nucleos apoptéticos después de la
exposicidon a la AG durante 2 h (55 %), con respecto a los cultivos control (30 %) (Figura
8). También se observéd una diferencia estadisticamente significativa en el numero de
nucleos apoptoéticos cuando las células se incubaron con estaurosporina 500 nM
durante 24 h (72 %) con respecto al control (30 %) (Figura 8). Por otro lado,
observamos una disminucion estadisticamente significativa en el porcentaje de nucleos
fragmentados y condensados en los cultivos incubados con el dantroleno (29 %), el
QVDOPH (36 %), y el DEVDCHO (32 %), con respecto al porcentaje de nuc leos
apoptéticos observados después de la incubacion de las células durante 2 h en AG (55

%) (Figura 8). El efecto del salubrinal se discutira mas adelante.
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FIG. 8. Efecto protector de diferentes farmacos e inhibidores de caspasas contra la muerte apoptética inducida por 2 h en ausencia
de glucosa Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante 2 h en presencia o aus encia de dantroleno (12.5 uM),
salubrinal (50 uM), QVDOPH (20 uM) y DEVDCHO (25 pM). Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio
Neurobasal. La morfologia de los nucleos fue evaluada 24 h después de iniciado el experimento utilizando la tinciéon nuclear de
Hoechst 33258. Los resultados se expresan como porcentaje de nucleos fragmentados y condensados con respecto al nimero total
de nucleos contados en cada condicion experimental. Los datos son promedios + ES de tres experimentos independientes y fueron
analizados por una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de comparacion mdltiple. **P<0.05 con respecto

al control sin AG, *P<0.05 con respecto a 2 h en AG.



Debido al efecto protector observado con el inhibidor general de caspasas y con
el inhibidor de la caspasa-3 en la muerte apoptética, decidimos determinar la actividad
de la caspasa-3 através de un ens ayo fluorimétrico. Para determinar la actividad de
dicha caspasa, se probaron varios periodos de ausencia de glucosa (AG): 1, 2y 4 h.
Ademas de 2 y 4 h de AG con diferentes periodos de reintroduccion de glucosa (RG) (2,
4 y 6h). Se observé una diferencia significativa en la actividad de | a caspasa-3,
expresada como cambio enla fluorescencia por minuto por miligramo de pr oteina,
unicamente en la condicion de 2 h AG mas 2 h RG (8.97 CF/min/mg), comparada con el
control de cambio de medio (AG + glu) (3.92 CF/min/mg) (Figura 9a). Para confirmar
que la escasa actividad detectada correspondia al corte proteolitico de la caspasa-3, se
agrego al ensayo el inhibidor especifico de di cha caspasa, el DEVDCHO en la
condicion de 4 h AG mas 4 h RG, observando una inhibicion total de la actividad (Figura
9a). Se observé una diferencia significativa en el cambio de fluorescencia cuando las
células fueron incubadas con estaurosporina 500 nM durante 8 h (18.31 CF/min/mg)

con respecto al control (6.67 CF/min/mg) (Figura 9b).
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FIG. 9. a) Efecto de la ausencia de glucosa en la actividad de la caspasa-3. Las células fueron expuestas a un medio sin glucosa
durante 1, 2 y 4 h. En las condiciones con reintroduccion de glucosa (RG) las células se incubaron durante 2 y 4 h en un medio sin
glucosa y posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio Neurobasal durante 2, 4 y 6 h. La actividad de la
caspasa-3 se determind a través de un ensayo fluorimétrico basado en la hidrdlisis del sustrato Ac-DEVD-AMC. Los resultados se
expresan como cambio en la fluorescencia por minuto por miligramo de proteina (CF/min/mg). Los datos son promedios + ES de
tres experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de
comparacién multiple. *P<0.05 con respecto a la condicién de AG + glu. b) Efecto de la incubacion con estaurosporina (STP) 500
nM durante 8 h sobre la actividad de la caspasa-3. La actividad de la caspasa-3 fue determinada como se describié anteriormente.
Los datos son promedios + ES de cinco experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una via

seguida de una prueba de Fisher de comparacién multiple. **P<0.05 con respecto al control sin AG.



Por otro lado, el efecto protector observado con el inhibidor general de caspasas,
el QVDOPH, enl| a disminucion del a muerte apoptética, sugiere la probable
participacion de otras caspasas en el proceso de muerte. Por esta razén, decidimos
evaluar la actividad de la caspasa-12, una caspasa que se encuentra asociada con la
membrana del RE y que se sabe esta involucrada enla ejecucién de la apoptosis
inducida por estrés reticular.

Los cultivos se incubaron en un medio carente de glucosa durante 1, 2y 4 h,
transcurrido el periodo de AG se determind la actividad de la caspasa-12 a través de un
ensayo fluorimétrico. Se observé un aumento significativo en el cambio de fluorescencia
después de exponer los cultivos durante 1y 2 h( 1.01 y 0.73 CF/min/mg,
respectivamente) comparado con el control (0.34 CF/min/mg) (Figura 10). Como
controles positivos de activacion de c aspasa-12 se utilizaron células incubadas con
tunicamicina (Tm) 5 uM, que es uninhibidor de la glicosilacién de proteinas y con
tapsigargina (Tg) 1 uM, un inhibidor irreversible de la ATPasa de calcio del reticulo
endoplasmico, ambos compuestos fueron incubados durante 48 h. Se observo un
aumento estadisticamente significativo en la actividad de la caspasa-12 después de

incubar las células con Tm (1.02 CF/min/mg) con respecto al control sin AG (Figura 10).
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FIG. 10. Efecto de la ausencia de glucosa en la actividad de la caspasa-12. Las células fueron expuestas a un medio sin glucosa
durante 1, 2 y 4 h. Después del periodo de AG se determind la actividad de la caspasa-12 a través de un ensayo fluorimétrico
basado en la hidrolisis del sustrato ATAD-AFC. Como controles positivos se utilizaron células incubadas con tunicamicina (Tm) (5
uM) o tapsigargina (Tg) (1 uM) durante 48 h. Los resultados se expresan como cambio en la fluorescencia por minuto por miligramo
de proteina (CF/min/mg). Los datos son promedios + ES de tres experimentos independientes y fueron analizados por una prueba

de ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de comparacion multiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG.



Posteriormente decidimos evaluar si la activacion de la caspasa-12 inducida por
1 h en AG podria ser prevenida con el QVDOPH y con el inhibidor especifico de dicha
caspasa, el z-ATAD-FMK. Observamos un aumento en la actividad de la caspasa-12,
expresada como cambio en la fluorescencia, cuando las células fueron expuestas a un
medio sin glucosa durante 1 h ( 1.45 CF/min/mg) con respecto al control sin AG (0.40
CF/min/mg) (Figura 11). También se observé un aumento significativo en la actividad de
dicha caspasa cuando las células se incubaron con tapsigargina 1 yM durante 48 h
(1.05 CF/min/mg) (Figura 11). Por otro lado, cuando las células se incubaron en AG y
en presencia del QVDOPH (20 pM) se observo una disminucion estadisticamente
significativa en la actividad de la caspasa-12 (0.51 CF/min/mg), esta disminucién
también fue observada al incubar las células con el z-ATAD-FMK (2 upM) (0.53
CF/min/mg) comparada con la actividad observada en los cultivos expuestos durante 1
h en AG (1.45 CF/min/mgq) (Figura 11).
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FIG. 11. Efecto protector de los inhibidores de caspasas sobre la actividad de |a caspasa-12 inducida por 1 h en ausencia de
glucosa. Las células fueron expuestas a un medio sin glucosa durante 1 h en presencia o ausencia de QVDOPH (20 uM) y z-ATAD-
FMK (2 pM). Después de 1 h de AG se determind la actividad de la caspasa-12 a través de un ensayo fluorimétrico basado en la
hidrolisis del sustrato ATAD-AFC. Como controles positivos de activacion de caspasa-12 se utilizaron células incubadas con
tunicamicina (Tm) (5 pM) o tapsigargina (Tg) (1 uM) durante 48 h Los resultados se expresan como cambio en la fluorescencia por
minuto por miligramo de proteina (CF/min/mg). Los datos son promedios + ES de tres experimentos independientes y fueron
analizados por una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de comparacion mdltiple. **P<0.05 con respecto

al control sin AG, *P<0.05 con respecto a 1 h en AG.



6.3 Induccion de marcadores de estrés reticular durante la ausencia de glucosa

El incremento observado en |a actividad de la caspasa-12, asi como el efecto
protector del dantroleno, sugieren que d urante la ausencia de glucosa, la salida de
calcio del RE puede desencadenar una respuesta de estrés reticular, el cual participa
en el proceso de muerte apoptética. Por esta razén, decidimos evaluar la presencia de
algunos marcadores de estrés reticular como el factor de i niciacién eucariético 2
fosforilado en la subunidad a (elF2a-P), el factor de transcripcién activado 4 (ATF4), la
proteina regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78) y la proteina homdloga que se une al
potenciador CCAAT (CHOP) por ensayos de inmunoblot (Figuras 12 y 13).

La deteccion de elF2a-P y de ATF4 se realizé después de incubar las células en
un medio carente de glucosa durante 0.5, 1, 2y 4 h. En la figura 12a se observa un
incremento significativo en el contenido de elF2a-P después de 0.5 y 1h en AG
comparado con el control. Por otro lado, se observo un incremento significativo en los
niveles de la proteina ATF4 a partir de 0.5 y hasta las 2 hen A G (Figura 12b). Como
controles positivos de induccion de estrés reticular se utilizaron células incubadas con
Tg (1 pM) y Tm (5 pM) durante 48 h (Figuras 12ay b). En la figura 12c se muestra una
imagen representativa de una m embrana donde se muestran los niveles de expresion
de elF2a-P y ATF4 a los tiempos indicados después de la ausencia de glucosa, también

se observan los niveles de actina utilizada como control de carga.
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FIG. 12. Expresién de marcadores de estrés reticular durante la ausencia de glucosa. a) y b) Induccién de elF2a-P y ATF4 después
de exponer las células a un medio sin glucosa durante 0.5, 1, 2 y 4 h. Los niveles de dichas proteinas se determinaron a través de
un ensayo de inmunoblot. Como controles positivos de induccién de estrés reticular se utilizaron células incubadas con Tm (5 yM) o
Tg (1 uM) durante 48 h. Los resultados se expresan como los niveles de elF2a-P y de ATF4 normalizados a los niveles de actina.
Los datos son promedios + ES de cuatro experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una via
seguida de una prueba de Fisher de comparacién mdltiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG. c) Imagen representativa de una
membrana donde se muestran los niveles de expresion de elF2a-P y ATF4 a los tiempos indicados después de la ausencia de

glucosa. Como control de carga se utilizé actina.

De igual forma, se evaluo la presencia de los marcadores de estrés reticular
GRP78 y CHOP. En la figura 13a se observa un incremento en los niveles de GRP78
después de 0.5y 1 h en AG, sin embargo, este aumento fue significativo Unicamente
después de exponer las células a un medio sin glucosa durante 2 y 4 h. Por otro lado,
se observoé un aumento significativo en los niveles de la proteina CHOP después de

exponer los cultivos a 2y 4 h en AG comparados con el control (Figura 13b). Como



controles positivos, las células fueron incubadas con Tg 1 uM y Tm 5 yM durante 48 h.
En la figura 13c se muestra una imagen representativa de una membrana en donde se
muestran los niveles de e xpresion de GRP78 y de CHOP a los tiempos indicados
después de la ausencia de glucosa, también se observan los niveles de actina utilizada

como control de carga.
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FIG. 13. Expresion de marcadores de es trés reticular durante la ausencia de glucosa. a) y b) Inducciéon de GRP78 y CHOP,
después de exponer las células en un medio sin glucosa durante 0.5, 1, 2 y 4 h. Los niveles de dichas proteinas se determinaron a
través de un ensayo de inmunoblot. Como controles positivos de induccién de estrés reticular se utilizaron células incubadas con
Tm (5 uM) o Tg (1 M) durante 48 h. Los resultados se expresan como niveles de GRP78 y de CHOP normalizados a los niveles de
actina. Los datos son promedios + ES de cinco experimentos independientes (GRP78) o tres experimentos independientes (CHOP)
y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Fisher de comparacion multiple. *P<0.05 con
respecto al control sin AG. c) Imagen representativa de una membrana donde se muestran los niveles de expresion de GRP78 y

CHORP a los tiempos indicados después de la ausencia de glucosa. Como control de carga se utilizo actina.



Los resultados de | os inmunoblots se obtuvieron en colaboracion con la Dra.
Karla Hernandez-Fonseca, durante su estancia posdoctoral en el Departamento de
Biologia de la Facultad de Quimica bajo la direccion del Dr. Ignacio Camacho Arroyo.

Estos resultados sugieren la presencia de estrés reticular durante la privacion de
glucosa. Para conocer si éste proceso podria estar relacionado con la disminucion en la
viabilidad celular y la muerte apoptotica, se incubaron las células en pr esencia del
salubrinal, uninhibidor de | a fosfatasa responsable de des fosforilar a elF2a-P. Los
resultados indican que éste compuesto es capaz de restaurar de manera significativa la
reduccion del MTT cuando las células son privadas de glucosa durante 2 h, pero no
cuando son privadas por 4 h (Figuras 4 y 6). Ademas, los cultivos incubados durante 2
h en AG en presencia de salubrinal preservan mejor su morfologia y su apariencia es
similar a la de los cultivos control (Figura. 5). Por ultimo, el salubrinal redujo el
porcentaje de nuc leos condensados y fragmentados que s e observan después de

someter a los cultivos a la privacion de glucosa durante un periodo de 2 h (Figura. 8).



VII. Discusién

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que cuando los cultivos
celulares son expuestos a un medio carente de glucosa durante un periodo de2y 4 h
disminuye la sobrevivencia neuronal en un 61 y 63 %, respectivamente. Antecedentes
de nuestro laboratorio muestran que |a muerte inducida en condiciones de inhibicion
glucolitica es un proceso lento que depende de la disminucion de los niveles
energéticos. Asi mismo, la entrada de calcio por los receptores NMDA vy la liberacion de
calcio de las pozas intracelulares del reticulo endoplasmico (RE) intervienen
activamente en el proceso de muerte (Hernandez-Fonseca, 2004). Teniendo estos
datos como antecedentes, investigamos si en nuestro modelo la inhibicidn de la salida
de calcio del reticulo podria tener un impacto sobre la sobrevivencia neuronal,
sugiriendo que | a alteracion de este organelo podria participar enla muerte delas
neuronas. Se sabe, que el calcio es liberado al citoplasma a través de los canales de
los receptores a inositol-1,4,5-trifosfato (IPsR) y a rianodina (RyR) (Hernandez-Fonseca
et al., 2007). Se observé un efecto protector a la muerte inducida por 2 h de ausencia
de glucosa (AG) cuando los cultivos celulares se incubaron en presencia del dantroleno,
un inhibidor del os RyR. Estos resultados concuerdan con estudios previos que
muestran que el tratamiento con dantroleno previene la muerte neuronal inducida por
inhibicion glucolitica provocada por yodoacetato en neuronas de hipocampo cultivadas
(Hernandez-Fonseca et al., 2005). Otros estudios, muestran también la participacion de
la liberacion de calcio por los RyR en la neurotoxicidad causada por el péptido beta-
amiloide, en el cual el dantroleno previene parcialmente el incremento de c alcio
intracelular y la apoptosis inducida por el péptido (Ferreiro et al.,, 2004). Ademas, el
dantroleno ha mostrado proteger a las neuronas contra la excitotoxicidad inducida por
acido kainico in vivo e in vitro (Popescu et al., 2002). Sin embargo, el efecto del
dantroleno por si solo no es suficiente para concluir que la salida del calcio del RE tiene
una participacion en el aumento del calcio intracelular durante la AG y en la muerte de
las neuronas, por lo que son necesarios mas experimentos para conocer el papel del
RyR y del IP3R.

El RE es el organelo mas importante que regula la homeostasis de c alcio

intracelular. Alteraciones en las concentraciones de calcio reducen la capacidad de



plegamiento de pr oteinas del RE. Esto provoca la acumulacion y agregacion de
proteinas mal plegadas, una condicion conocida como estrés reticular (Szegezdi et al.,
2006; Zhao et al., 2006). Para contrarrestar el estrés reticular, las células activan una
respuesta que esta altamente conservada en los organismos conocida como “respuesta
a proteinas mal plegadas” (UPR). Los resultados presentados en este trabajo muestran
que durante la AG se induce estrés reticular y una activacion de la UPR, posiblemente
debido al vaciamiento de calcio del RE a través de los RyR, los IP3R y/o la deficiencia
en el funcionamiento dela ATPasa de calcio del reticulo (SERCA), debido al a
disminucién de los niveles de ATP observados en esta condicion (Paramo et al., 2010).
Se observo un efecto protector del salubrinal, un inhibidor del estrés reticular cuando los
cultivos celulares se incubaron en un medio carente de glucosa durante 2h y en
presencia de dicho compuesto, lo cual sugiere que el estrés del reticulo participa en la
muerte de las neuronas. En reportes previos se ha observado que el salubrinal inhibe la
desfosforilaciéon de la subunidad a del factor de iniciacién de la traduccion eucariético
(elF2a), reduce significativamente el estrés reticular inducido por acido kainico y la
muerte neuronal in vivo e in vitro inducida por éste excitotoxico (Sokka et al., 2007). En
otro estudio, se observé que el tratamiento con salubrinal inhibié el estrés reticular
contrarrestando la muerte celular y reduciendo la agregaciéon de proteinas en las células
PC6.3 provocado por la proteina hungtintina mutada (Reijonen et al., 2008). Ademas,
se ha reportado que el salubrinal protege parcialmente a las células PC12 de la muerte
celular provocada por la toxicidad inducida por la a-sinucleina mutada asociada con la
enfermedad de Parkinson (Smith et al., 2005). El salubrinal es una molécula pequefa,
con baja toxicidad, que favorece el estado de f osforilacion de elF2a inhibiendo
selectivamente su desfosforilacion, mediada por el complejo formado por la fosfatasa de
serina/treonina, PP1 y su cofactor no enzimatico GADD34 (complejo GADD34/PP1)
(Boyce et al., 2005).

Las caspasas, una familia de cistein proteasas pueden contribuir a la apoptosis
inducida por estrés reticular (Boyce et al., 2006). Cuando los cultivos se incubaron en
presencia de un inhibidor general de caspasas, el QVDOPH y un inhibidor especifico de
la caspasa-3, el DEVDCHO se observo un efecto protector de la muerte inducida por la

AG. Debido al efecto observado con estos compuestos en los ensayos de reduccion de



MTT, se determind la presencia de nuc leos apoptodticos através dela tincion de
Hoechst. Se observo un aumento significativo en el porcentaje de nucleos apoptéticos
en los cultivos expuestos a la AG (55 %) con respecto a los cultivos control (30 %). Por
otro lado, el numero de nucleos fragmentados y condensados disminuy6 hasta un 29 %
cuando las células se incubaron por 2 h en AG y en presencia del dantroleno, un 35 %
con el salubrinal y con los inhibidores de caspasas, el QVDOPH un 36 % y con el
DEVDCHO hasta un32% . En nuestras condiciones experimentales la muerte
apoptética juega un papel importante, sin embargo, un c omponente no apoptético
(necrosis) esta presente aparentemente ya que |l os inhibidores de las caspasas no
previenen totalmente la muerte de las neuronas.

Posteriormente, decidimos investigar las caspasas involucradas en|la muerte
apoptética inducida por estrés reticular. Se evalu6 la actividad de la caspasa-3 y la
caspasa-12 usando sustratos fluorogénicos. Se observé un incremento en la actividad
de la caspasa-3, después dela exposicion delos cultivos a2 hdeA Gy 2hde
reintroduccion de glucosa (RG). En reportes previos se ha observado activacion de la
caspasa-3 en c élulas de neuroblastoma humano en las que se ha inducido estrés
reticular con tunicamicina y tapsigargina (Hitomi et al., 2003). En otro estudio usando
sustratos fluorogénicos se observd que el tratamiento de células Sak2 (fibroblastos de
embriones de raton inmortalizados deficientes de Apaf-1) con tapsigargina induce la
activaciéon de la caspasa-3. Ademas, estos autores observaron a través de un ens ayo
de inmunoblot el corte de la caspasa-3 y el procesamiento de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP), un sustrato de d icha caspasa, en e xtractos de c élulas Sak2
tratadas durante 24 y 36 h con tapsigargina (Rao et al., 2002). El efecto protector del
QVDOPH en los ensayos de MTT y en la reduccion del numero de nucleos apoptoéticos,
sugiere que posiblemente otra caspasa esta involucrada en la ejecucion de la muerte
apoptotica, ademas de que se encontré un aumento muy discreto en la actividad de la
caspasa-3. Por esta razén decidimos medir la actividad de la caspasa-12. Esta
caspasa, es una proteina murina que se encuentra asociada con la membrana del RE,
es activada por apoptosis inducida por estrés reticular pero no por otros estimulos, y es

requerida para la muerte celular enr espuesta ae strés reticular inducido



farmacolégicamente (Boyce et al., 2006). En este trabajo observamos un aumento en la
actividad de la caspasa-12 cuando los cultivos fueron expuestos durante 1y 2 h en AG.

El estrés reticular juega un importante papel en los mecanismos de dafio cerebral
inducidos por la isquemia/reperfusion. En un modelo de oclusion de la arteria cerebral
media en ratones, se observd, a través deens ayos dei nmunoblot e
inmunohistoquimica, la activacion de la caspasa-12 después de 1 hisquemiay 5, 11y
23 h de reperfusion (Shibata et al., 2003). En otro estudio Rao y colaboradores (2002)
mostraron que el tratamiento de células Sak2 con tapsigargina o br efeldina induce
estrés reticular, activacion de la caspasa-12 y muerte celular. Estos autores mostraron
que la muerte celular mediada por la caspasa-12 ocurre por una via que depende de
caspasa-9, pero por un mecanismo que es independiente de Apaf-1 y de la mitocondria.
La caspasa-12 puede ser activada por estrés reticular a través de varios mecanismos:
a) por el corte de la proteasa calpaina, b) la formacién del complejo IRE1-TRAF2 que
libera a la procaspasa-12 de TRAF2 y permite que ésta se homodimerice y autoprocese
y c) a través del procesamiento de dicha caspasa por la caspasa-7 (Yoneda et al.,
2001; Berridge 2002; Szegezdi et al., 2003; Boyce et al., 2006; Wu et al., 2006; Hussain
et al., 2007; Lai et al., 2007; Malhotra et al.,, 2007). En nuestras condiciones
experimentales, la caspasa-12 puede estar siendo cortada y activada por la calpaina.
Esta proteasa, se estaria activando debido al incremento de calcio intracelular como
consecuencia de la salida de calcio del RE o debido a la entrada de e ste i6n por
activacién de los receptores NMDA. Experimentos de nuestro laboratorio, muestran que
las concentracidn de c alcio intracelular aumenta progresivamente en neuronas de
hipocampo cultivadas sometidas a diferentes periodo de ausencia de glucosa (Paramo
et al., 2010). En este trabajo, también se observé que un antagonista del receptor a
glutamato, el MK-801 efectivamente previene la muerte neuronal, sugiriendo que otros
procesos dependientes de calcio iniciados por excitotoxicidad estan involucrados en la
muerte neuronal inducida por la privaciéon de glucosa (Paramo et al., 2010). Ademas,
hemos observado una rapida activacion de la calpaina durante la AG (Paramo et al.,
resultados no publicados), por lo que es posible que la caspasa-12 sea activada por

calpaina en las presentes condiciones experimentales.



Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren fuertemente la
induccion de estrés reticular durante la ausencia de glucosa. Se determind mediante
ensayos de inmunoblot la presencia de algunos marcadores de estrés reticular de la via
de PERK, entre ellos, elF2a fosforilado en la serina 51 (elF2a-P), ATF4, GRP78 y
CHOP. En nuestras condiciones experimentales, se detectdé un aumento en los niveles
de elF2a-P y de ATF4 cuando los cultivos se incubaron durante 0.5, 1y 2 h en AG. Por
otro lado, la proteina chaperona GRP78, se detectdo apartir de 2h de AG, y el
incremento se mantuvo hasta las 4 h. En el caso del factor de transcripcion CHOP, ésta
proteina se detectd hasta las 2y 4 de AG, sugiriendo que el estrés reticular sostenido
culmina en la induccién de la expresion de es te factor de t ranscripcion que es ta
asociado a la muerte apoptdtica. En reportes previos se ha observado que la isquemia
cerebral aumenta la expresion de chaperonas del RE, tales como GRP78 y la proteina
regulada por oxigeno de 150 kDa (ORP150) (Aoki et al., 2001; Tamatani et al., 2001).
Tajiri y colaboradores (2004) usando un modelo de oclusién de la arteria carétida
comun bilateral (BCCAQO) en r atones, durante 15 min mostraron que el mRNA de
GRP78 es marcadamente inducido a las 12 h después de la BCCAO en el hipocampo y
en el estriado. Por otro lado, en un modelo de oclusion de la arteria cerebral media en
ratones, también se observé un aumento en la expresion de GRP78 después de 5-23 h
de reperfusion (Shibata et al., 2003). La UPR es una via de sefializacién que induce la
sintesis de pr oteinas chaperonas, como GRP78 y GRP94, las cuales facilitan el
plegamiento de las proteinas y una rapida restauracion de las funciones del reticulo
endoplasmico. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que el estrés reticular
puede contribuir a la muerte, ya que se induce la expresién de CHOP después de 2 h
de AG y porque el salubrinal disminuyé el numero de nucleos apoptéticos y restaurd la
reduccion del MTT. Hay varias explicaciones respecto al mecanismo de estrés reticular
inducido por la ausencia de glucosa. Se sabe que la ausencia de glucosa disminuye los
niveles de ATP. Por otro lado el RE funciona como un almacén de calcio y juega un
importante papel en la homeostasis de este ion. El calcio es bombeado al interior del
lumen del RE através dela SERCA y se libera al citoplasma por los IPsR y RyR.
Durante la ausencia de glucosa cuando el ATP disminuye, el funcionamiento dela

SERCA es inhibido y el calcio del RE se puede agotar. Esta disminucion de calcio altera



el plegamiento de proteinas en el RE y conduce finalmente a estrés reticular. De

acuerdo a los resultados el estrés reticular se produce por la via de PERK.



VIII. Conclusiones
» La activacién de la caspasa-12 durante la ausencia de glucosa, sugiere la

presencia de estrés reticular.

» Los niveles elevados de elF2a-P, ATF4, GRP78 y CHOP, en respuesta a la
ausencia de glucosa, sugieren la presencia de estrés reticular activado por
la via de PERK.

» El estrés reticular inducido por la ausencia de glucosa, puede contribuir a la

muerte neuronal apoptética inducida en esta condicién.



IX. Perspectivas

En el presente estudio se determind la presencia de estrés reticular durante
la ausencia de glucosa y su participacion en la muerte neuronal inducida en esta
condicion. Sin embargo, aun f alta por conocer si la actividad de la proteasa
dependiente de calcio, calpaina, es la responsable de la protedlisis y activacion de
la caspasa-12 o bien, si esta caspasa esta siendo activada através de otros
mecanismo como son, el procesamiento por la caspasa-7 o debido a la formacién
del complejo IRE1-TRAF2. Ademas, es importante evaluar el efecto del salubrinal
sobre la fosforilacion de elF2a y los distintos marcadores de estrés del RE de la
via de PERK, para comprobar que s u efecto protector esta asociado con la
fosforilacion de el F2a y el abatimiento del estrés reticular. También, falta por
conocer si en nuestras condiciones de ausencia de glucosa hay activacion de las

otras dos via de la respuesta a proteinas mal plegadas, IRE1 y ATF®6.
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