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RESUMEN

Durante el desarrollo del sistema nervioso ocurre una serie de eventos
celulares que proliferacion, migracion, diferenciacién, crecimiento neuritico y
muerte celular. La mayoria de estos procesos estan regulados por diversas
sefales troficas a través de factores tréficos como el BDNF o la actividad
sinaptica mediada por neurotransmisores como el glutamato. Se sabe, por
ejemplo, que en cultivos de neuronas granulares de cerebelo (NGC) el BDNF,
la activacion de receptores de glutamato tipo NMDA y concentraciones
despolarizantes de potasio (KClI 25mM; K25) reducen la muerte neuronal
programada. Por otro lado, algunos estudios recientes han sugerido que la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) podrian estar relacionada
con algunos eventos del desarrollo. No existe suficiente informacion que
relacione los efectos tréficos con la generacion de ERO en algunos parametros
del desarrollo. Por ello, en el presente trabajo estudiamos el papel del BDNF, el
agonista glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) y el K25 en la
supervivencia y el crecimiento neuritico de las NGC en cultivo y exploramos las
acciones troficas sobre la supervivencia neuronal estan mediadas por las ERO.
Debido a que el suero constituye un factor tréfico por si mismo, paralelamente
a los experimentos realizados en un medio suplementado con suero (SSM), se
realizaron ensayos en un medio quimicamente definido (CDM). Nuestros
resultados indicaron que las NGC cultivadas en un SSM durante 3 dias in vitro
(DIV) sobrevivieron en las misma proporcion en presencia de NMDA, BDNF o
K25 en comparacién con el control (K5); sin embargo, a los 7DIV la viabilidad
en K5 disminuyd en un 40%, mientras que las 3 condiciones experimentales
rescataron completamente a las células de la muerte. En contraste, en un CDM
una gran proporcion (30-40%) de neuronas murieron a los 3DIV en todas las
condiciones, mientras que a los 7DIV hay una disminucién del 50% en la
viabilidad del control (K5), NMDA y K25 y solo el BDNF rescato a las células de
la muerte celular. Por otro lado, las células tratadas con cualquiera de las tres
condiciones en SSM mostraron un aumento del 20-30% en el crecimiento
neuritico, mientras que en CDM solo el BDNF incrementd el crecimiento,
alrededor de un 35%. Por otro lado, las NGC mostraron una generacién basal
de ERO a todas las edades en condiciones control (K5) en SSM y CDM. La
produccion de ERO se incrementd con BDNF a los 3 y 5 DIV. NMDA
increment6 las ERO a los 3 DIV y K25 no modifico los niveles de ERO a 3 ni 5
DIV. Interesantemente, las 3 condiciones redujeron los niveles de ERO a los 7
DIV. La presencia de antioxidantes no modifica los efectos tréficos de ninguna
de las condiciones empleadas a ninguna edad. Los antioxidantes redujeron la
viabilidad de NGC en condiciones de K5. Estos resultados sugieren que las
acciones troficas de BDNF, NMDA y K25 en la supervivencia no estan
mediadas por ERO, mientras que es posible sugerir que las ERO podrian
mediar el efecto de BDNF y NMDA en el crecimiento neuritico de las NGC.
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I. INTRODUCCION

El desarrollo del cerebro incluye una serie de eventos tales, como la diferenciacion
y migracién neuronal, proliferacion de células neuronales, crecimiento axonal y
dendritico, sinaptogénesis, aparicion de actividad eléctrica, mielinizacién axonal y
muerte neuronal entre otras. Todos estos eventos se llevan a cabo a través de una
gran cantidad de procesos altamente regulados que incluyen la participacion de
un gran numero de cascadas de sefalizacion (lkonomidou et al., 2000).

Mas de la mitad de las neuronas inicialmente formadas mueren durante el
desarrollo por un proceso de muerte celular programada, ya que las neuronas que
no lograron establecer sus conexiones adecuadamente son eliminadas por
apoptosis (Bazan-Peregrino et al., 2007, Oppenheim, 1991, Wood et al., 1993,
Alavez et al., 2003). Un déficit de la muerte tipo apoptética durante el desarrollo
del sistema nervioso central (SNC) provoca una desorganizacion funcional y
estructural en diversas areas del cerebro (Kuida et al., 1996). Estos procesos del
desarrollo implican cambios morfologicos, bioquimicos y funcionales que pueden
ocurrir en distintos periodos de tiempo y en varias regiones del cerebro,
generalmente en una progresion caudal a rostral (Ikonomidou y Kaindl, 2011)

El cerebelo es un érgano importante para la integracion de la percepcion
sensorial, control motor y equilibrio. Su corteza trilaminar ha permanecido
invariable desde los peces hasta los mamiferos (Hibi y Shimizu, 2011). El cerebelo
emerge de dos zonas de proliferaciéon: la zona ventricular de la placa alar
metencefalica, misma que da origen a las células de Pukinje y los nucleos
profundos y la zona germinal secundaria denominada capa granular externa

(CGE). La CGE se encuentra en la superficie dorsal del cerebelo en desarrollo, se
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origina de la mitad rostral del labio rombico y da lugar a los precursores de las
neuronas granulares (Komuro y Yacubova, 2003, Sotelo, 2004).

El cerebelo esta formado por varios tipos de neuronas, incluyendo las
células de Purkinje, de Golgi, en canasta, estrelladas y las neuronas granulares
del cerebelo (NGC), que son las mas abundantes, no solo en el cerebelo, sino en
todo el sistema nervioso central de mamifero (Sotelo, 2004). Las células de mayor
tamafio tales como las neuronas de los nucleos profundos y células de Purkinje se
originan antes y son las primeras en migrar. Sucesivamente lo haran las células
que conforman el circuito cortical, como las neuronas granulares y las células
gliales. Las células de Purkinje y granulares respectivamente, juegan un papel
importante en el cerebelo, puesto que constituyen las principales neuronas
GABAergicas y glutamatérgicas (Hibi y Shimizu, 2011).

1.1Desarrollo de las neuronas granulares de cerebelo
Las NGC poseen un cuerpo celular con un numero variable de dendritas, se situan
en la capa granular del cerebelo y proyectan su axén hacia la capa molecular. En
dicha capa su axon se divide en dos ramas (fibras paralelas) que forman sinapsis
con las células de Purkinje, estrelladas, de Golgi y de canasta (Komuro y
Yacubova, 2003).

De acuerdo a Powell (1996) las NGC pasan por cuatro fases de
diferenciacion bien identificadas in vivo: neurogénesis, iniciacion de la
diferenciacion neuronal, crecimiento axonal y migracion neuronal y formaciéon de
contactos sinapticos (Komuro y Yacubova, 2003, Sotelo, 2004). Durante el
desarrollo postnatal temprano del cerebelo, los precursores de las NGC proliferan

activamente en la parte superior de la capa granular externa (CGE). Mas tarde,
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durante un periodo postmitotico las NGC inician su diferenciacion (Ikonomidou y
Kaindl, 2011).

Una vez concluidos dichos procesos de mitosis y de empezar su
diferenciacion, las NGC migran tangencial y radialmente, al mismo tiempo que
sufren cambios de morfologia en su soma y neuritas. Su trayectoria va desde la
capa granular externa (CGE) hasta la capa granular interna (CGl) pasando por la
capa molecular (CM) y la capa de células de Purkinje (CCP). Este movimiento
intercala periodos estacionarios con desplazamientos cuya velocidad varia. Las
NGC atraviesan la CGE a través de una migracion tangencial, al mismo tiempo
que dan inicio a las formacion axonal, primero extienden un sélo proceso y luego
un segundo, dejando dos procesos desiguales y paralelos a las capas del cerebelo
(Ikonomidou y Kaindl, 2011, Komuro y Rakic, 1998, Sotelo, 2004).

Al llegar a la CM las NGC se alargan verticalmente y desarrollan un tercer
proceso, perpendicular a los otros dos y en la direccidén a la glia de Bergmann o
glia radial. De esta forma las NGC atraviesan la CM en desarrollo hacia la CCP,
guiadas por interacciones entre su superficie y las fibras de la glia de Bergmann
(Komuro y Yacubova, 2003). Ademas, mientras las NGC migran sobre las fibras
gliales, una neurita delgada sale del soma y se bifurca en “forma de T” hacia la
capa molecular, dando lugar a la formacion de las fibras paralelas. Estas ultimas
se convertirdn en los axones de las NGC que haran sinapsis con las dendritas de
las células de Purkinje, ademas de las células estrelladas, de Golgi y en canasta
(Powell et al., 1997). En la CCP su morfologia se torna esférica y desarrolla
lamelipodios y fiolopodios en su porcidn distal. Estos ultimos son altamente matiles

y les permiten sondear el microambiente (Komuro y Rakic, 1998).



Posteriormente, las NGC llegan a la CGIl donde permanecen alargadas
verticalmente y con sus dos procesos perpendiculares al eje de las capas. Sin
embargo, mientras mas se acercan al limite inferior de la CGI con la materia
blanca, mas redonda es su morfologia (Ikonomidou y Kaindl, 2011). Después de
completar su migraciéon, las NGC forman procesos dendriticos que inician la
formacion de sinapsis con un tipo de fibras aferentes llamadas fibras musgosas
(Powell et al., 1997). Una NGC tarda aproximadamente dos dias en completar su
proceso de migracion, el cual puede empezar desde el dia postnatal 6 (P6) hasta
el P15 donde todavia pueden observarse algunas neuronas llegando a la CGl.

Generalmente el pico de migracién se da en el P8 (Sotelo, 2004).

PCL ML EGL

IGL

Figura 1. Representacion tridimensional de la migracién de las neuronas granulares de cerebelo
de la capa granular externa (CGE) a la capa granular interna (CGIl) en el desarrollo postnatal
temprano (modificada de Komuro, 2003)



1.2 Papel fisiolégico del glutamato en el desarrollo de las NGC

Solo aquellas NGC que logran establecer conexiones adecuadas con las fibras
musgosas Yy reciben un estimulo glutamatérgico, sobreviven y contintan el
proceso de diferenciacion, las demas mueren por un proceso de muerte
programada (Alavez et al.,, 2006, Wood et al., 1993). Diversos factores
neurotroficos, incluidos el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) y
neurotransmisores como el glutamato pueden influenciar la muerte neuronal
apoptética (Bazan-Peregrino et al., 2007). Se ha visto que el efecto tréfico del
NMDA en las NGC mimetiza el estimulo de excitacion que reciben una vez
establecidas, posterior a su migracién y que es esencial para su supervivencia
(Alavez et al., 2006). Este estimulo es dependiente de calcio, ya que la activacion
de los receptores de glutamato tipo NMDA (NMDAR), permite la entrada de calcio
(Moran et al., 1999). Este aumento de las concentraciones de calcio en el medio
intracelular se ha visto como un elemento de gran alcance en las cascadas de
sefalizacién desencadenas por la activacion de los NMDAR, ya que lleva a la
produccién de otros segundos mensajeros como el AMPc, inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). La capacidad de los NMDAR para promover la sefalizacion
mediada por segundos mensajeros que involucran una gran variedad de
mecanismos celulares, hace al receptor un potente regulador de la actividad
metabdlica neuronal (Tarnok et al., 2008).

Los NMDAR son receptores ionotrépicos de glutamato que forman
complejos heteroméricos compuestos por diferentes subunidades: NR1, NR2 y
NR3. La activacion de los NMDAR requiere de la uniéon simultanea de dos co-

agonistas: glutamato y D-glicina. El dominio de unién a ligando activado por glicina
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se encuentra formado por la subunidades NR1 y NR3, mientras que el dominio de
unién a ligando activado por glutamato se encuentra formado por la subunidad
NR2 (Paoletti y Neyton, 2007). Los NMDAR poseen caracteristicas unicas que los
distinguen; por ejemplo forman un poro sensible a voltaje con alta afinidad a
magnesio (Mg?*) extracelular, posee sitios de unién a inhibidores alostéricos como
iones de zinc (Zn2+) e ifenprodil y su actividad puede ser modulada por poliaminas
(Cull-Candy et al., 2001). El Mg®* que bloquea el poro de los NMDAR es removido
cuando surge una despolarizacion a través de la activacién de otro receptor de
tipo AMPA/Kainico activado también por glutamato, facilitando asi la activacién de
dichos receptores que juegan un rol critico en la transmisidén sinaptica excitadora,
plasticidad y excitotoxicidad (Van Dongen, 2009).

Al igual que el NMDA, condiciones despolarizantes de KCI| simulan el
estimulo de excitaciéon que reciben las NGC de las fibras musgosas. Por ello, al
cultivar las NGC en un medio con KCI 25mM las células sobreviven y se
diferencian por mas de 8 dias. Por el contrario, las NGC mueren a los 8 dias in
vitro con caracteristicas apoptéticas al ser cultivadas en un medio con
concentraciones fisiolégicas de KCl 5mM (Alavez et al., 2006).

1.3 Crecimiento neuritico
El correcto funcionamiento neuronal depende del establecimiento apropiado de
conexiones durante el desarrollo. Dichas conexiones dependen en gran medida de
los procesos celulares altamente especializados de las neuronas. In vitro, las NGC
pasan de estados unipolares a bipolares, antes de desarrollar una morfologia

multipolar (Powell et al., 1997).



El crecimiento o elongacion de las neuritas es posible gracias a una
estructura altamente moétil en el extremo distal del axén, que sufre una constante
reorganizacion del citoesqueleto denominada cono de crecimiento. Diversas
moléculas sefializadoras guian el crecimiento de axones y dendritas hacia sus
blancos, mientras el cono de crecimiento avanza por polimerizacién vy

despolimerizacién de elementos del citoesqueleto (Munnamalai y Suter, 2009).

A. / Filopodios

Lamelipodios

Dominio P
Zona T

Arcos de :
F-actina

Dominio C

Tubulina

Microtibulos

Figura 2. Cono de crecimiento axonal A. Representacion esquematica de los dominios
citoplasmaticos, se muestran los microtibulos en verde y los microfilamentos en rojo. B. Foto de un
cono de crecimiento axonal en un medio control, obtenida por microscopia de contraste por
interferencia diferencial donde se observa C (dominio central), T (zona de transicién) y P (dominio
periférico). C. Doble marcaje del cono de crecimiento, se muestra la F-actina (rojo) y Tubulina
(verde), la flecha sefala un filopodio (Munnamalai, 2009)

El cono de crecimiento se compone mayoritariamente por dos
macromoléculas: microtubulos y microfilamentos y se puede dividir en tres partes.
Del interior al exterior se situa el dominio central o “dominio C”, que representa el
sitio principal de polimerizacion de microtubulos que permiten el transporte de
vesiculas y organelos. Posteriormente esta la zona de transicion o “zona T,
situada en la interfase del dominio central y periférico, donde se concentra
miosina, un motor molecular que permite contraer a la red de actina en forma de

arcos. En la parte distal se encuentra el dominio periférico o “domino P” rico en



actina y altamente dindamico De este dominio salen protrusiones planas y
membranosas llamadas lamelipodios, que se intercalan con haces delgados de
actina en forma de dedos denominados filopodios y que llevan a cabo ciclos de
elongacion y retraccion (Munnamalai y Suter, 2009).
1.4 Neurotrofinas

La supervivencia de las neuronas tanto centrales como periféricas, incluyendo
neuronas granulares, corticales, del hipocampo, simpaticas y sensoriales, por
mencionar algunas; depende en gran medida de su interaccion con las
neurotrofinas, una familia de proteinas esencial para el desarrollo del sistema
nervioso, que intervienen en el crecimiento y guia axonal y dendritica, migracién,
estructura sinaptica y liberacibn de neurotransmisores, plasticidad sinaptica,
potenciaciéon a largo plazo (LTP) y neuroproteccion (Kim et al.,, 2002). La
interaccion de las neurotrofinas con sus receptores también influencia procesos de
regeneracion y supervivencia de las células neuronales, sus efectos estan
relacionadas con muchos aspectos de la actividad neuronal como la generacion
de nuevas conexiones sinapticas, que pueden ser duraderas (Chao et al., 2006, Li
et al., 2007, Gao et al., 1995, Cohen-Cory et al., 2010, Haines y Goodhill, 2010).

Las neurotrofinas son factores de crecimiento sintetizados inicialmente
como precursores de proteinas o pro-neurotrofinas, que se procesan
intracelularmente para ser secretados, en la mayoria de los casos, en su forma
madura y biolégicamente activa (Mowla et al., 1999, Lu et al., 2005, Matsumoto et
al., 2007).

La accién de las neurotrofinas: NGF, BDNF, NT3 y NT4/5 depende de dos

receptores transmembranales diferentes; los receptores de tirosina cinasa (Trk),
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que se consideran de alta afinidad y son
TrkA, TrkB y TrkC y los p75 considerados
de baja afinidad. Estos Gltimos se pueden
unir a todas las neurotrofinas y pueden
actuar como correceptores con los Trk
(Chao, 2003, Li et al., 2007, Chao et al.,
2006)).

Como se muestra en la figura 3, la
sefalizacion por medio de la familia de

receptores Trk, actia por medio de la

. L dimerizacion de dos moléculas de dichos
Figura 3 Modelo de activacion vy

dimerizacién de los receptores Trk y p75 "
en respuesta a su union con las receptores que promueve su fosforilacion

neurotrofinas. Los receptores tipo Trk se

unen selectivamente a las neurotrofinas, intracelular. Esto es posible gracias a su
mientras que los receptores p75 se unen a
todas, activando diferentes cascadas de

seffalizacion (Chao, 2003) dominio extracelular de inmunoglobulina

G (IgG) donde se une el ligando y la secuencia catalitica de tirosina cinasa en el
dominio intracelular. Cada Trk activa diferentes cascadas de sefalizaciéon (Chao,
2003)
1.5 Efecto del BDNF en las NGC

Las NGC expresan el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) asi como su
receptor de alta afinidad TrkB. Los niveles tanto de expresion como de actividad
del BDNF y de su receptor TrkB aumentan durante el desarrollo postnatal
temprano (Komuro y Yacubova, 2003, Chao, 2003). Entre todas las neurotrofinas,

el BDNF tiene la expresion mas abundante en el cerebro de mamiferos en



desarrollo y adultos (Cunha, 2010). La expresion y secrecion del BDNF requiere
de mecanismos ampliamente regulados gracias a la compleja organizacion del
gen; mismo que esta constituido por multiples exones alternativos y un solo exén
que codifica para la proteina entera del pro-BDNF (Cohen-Cory, 2011).

La regulacion de la transcripcion de BDNF por diferentes promotores y
mecanismos de “splicing alternativo”, en distintas etapas del desarrollo y tejidos,
constituye un mecanismo controlado de la disponibilidad y funcion del BDNF en
distintas locaciones celulares. También es esencial la regulacion local de la
sintesis de BDNF para su funcion, ya que no difunde largas distancias, sino que
actua en receptores locales y su secrecion puede ocurrir a través de dos vias: una
secrecion regulada en los procesos distales y una secrecion de forma constitutiva
en el soma (Cohen-Cory, 2011).

Existe evidencia in vivo e in vitro de que el BDNF modula la supervivencia y
el desarrollo neuritico de las NGC (Finsterwald et al., 2010;Gao et al., 1995b;Ji et
al.,, 2010). EI BDNF, como las demas neurotrofinas, desencadena respuestas
biolégicas a través de la unidén con su receptor de tirosina cinasa (TrkB). Aunque
en general la union de las neurotrofinas con su receptor tipo Trk lleva a la
activacion de tres cascadas de sefializacion intracelular: la via de las proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK), fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) y
fosfolipasa C (PLC). Por ejemplo, la unién del BDNF con el TrkB promueve el
crecimiento neuritico principalmente a través de la cascada de las MAPK
(Finsterwald et al., 2010).

La respuesta celular que genera el BDNF varia dependiendo en la forma en

que es liberado. Aumentos agudos y graduales en las concentraciones de BDNF
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provocan una activacion transitoria o sostenida de su receptor TrkB, asi como de
las cascadas de senalizacibn que se desencadenan rio abajo. En cultivos de
neuronas de hipocampo la activaciéon transitoria del receptor TrkB promueve
crecimiento neuritico y agrandamiento en las cabezas de las espinas neuriticas,
mientras que su activacion sostenida permite ramificacion neuritica y elongacion
de los cuellos de las espinas neuriticas. Asimismo, un rapido incremento de BDNF
facilita la transmisién sinaptica basal y un incremento lento promueve la LTP (Ji et
al., 2010).

Debido a que la cinética de la activacion del TrkB y los demas receptores de
neurotrofinas es critica para la sefializacion celular; los ratones que carecen
totalmente de neurotrofinas mueren durante las primeras semanas de vida. En
ausencia de los niveles normales de BDNF, los ratones muestran agresividad,
hiperactividad e hiperfagia (Rios et al., 2001), déficit en la memoria, altos niveles
de ansiedad y déficits en LTP (Diogenes et al., 2011, Lessmann et al., 2011).

Por otro lado, existe evidencia de que el BDNF tiene un potencial
terapéutico en varias enfermedades neurodegenerativas y puede proveer
neuroproteccion ante el estrés oxidativo. Por ejemplo, el tratamiento con BDNF
exdgeno puede atenuar la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra en respuesta a ERO y debida a su exposicién a 6-hidroxidopamina (Altar et
al., 1994). Sin embargo, a altas concentraciones o por medio de exposiciones
prolongadas, el BDNF puede potenciar componentes necréticos y muerte
neuronal. En modelos de muerte neuronal, el BDNF, NT-3 y NT4/5 pueden dejar a
las neuronas altamente vulnerables a la privacion de oxigeno y glucosa,

posiblemente potenciado por la entrada de calcio y la producciéon de ERO a través
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de los NMDAR. Neuronas corticales de 12-15 DIV expuestas a BDNF 100 ng/ml,
aumentan la produccion de ERO a las 16 horas (Kim et al., 2002). Ademas, la
cantidad de superoxido aumenta de tres a cuatro veces, y los niveles de las
subunidades p47-phox y p67-phox disminuyen en el citosol y aumentan en la
membrana, sugiriendo que el BDNF activa a la NADPH oxidasa (Hwang et al.,
2002).

En ciertas lineas celulares se ha visto que un incremento en la produccion
de ERO aumenta la disponibilidad de BDNF, aumentando asi su liberacion.
Cultivos de PC12 y de células endoteliales de la microvasculatura cerebral
expuestas a condiciones de hipoxia sostenida o intermitente han estimulado tanto
la expresion como la liberacion de BDNF por mecanismos que implican la entrada
de calcio a través de canales activados por voltaje o de su liberacibn mediada por
inositol trifosfato (IP3) y reservorios sensibles a rianodina (Wang et al., 20062,
Wang et al., 2006). También se sabe que el BDNF se encuentra empacado en
vesiculas y puede ser liberado en respuesta a una despolarizacion producida por
potasio (Kruttgen et al., 1998)

1.6 Especies reactivas de oxigeno
Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son un conjunto de moléculas altamente
reactivas que son generadas a través de diversas rutas metabdlicas como
producto de la ruptura o excitacion del O, (O, Os, '0,), o bien por la reduccién del
mismo (02", H20,, OH") (Aguirre et al., 2005). Las ERO generalmente tienen una
vida media corta, difunden cortas distancias y reaccionan con moléculas cercanas

al sitio donde se generaron debido a su alta reactividad (Covarrubias et al., 2008).
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Todos los organismos aerdbicos producen ERO como el anién superéxido
(O27), perdxido de hidroégeno (H203) vy el radical hidréxilo (OH”), como producto de
su metabolismo oxidante dentro de la mitocondria, ya sea derivado de la cadena
de trasporte de electrones en el complejo | y Ill o por enzimas tales como la
superoéxido dismutasa (SOD), monoamino oxidasa y p66shc (Munnamalai y Suter,
2009b). Por ejemplo, la mitocondria produce continuamente bajos niveles de O;"
como subproducto de la fosforilacion oxidativa, los cuales son rapidamente
convertidos a H,0; por la SOD presente en la matriz mitocondrial; éste ultimo es
mucho mas estable y capaz de difundir a través de la membrana. Otras fuentes de
ERO fuera de la mitocondria son la B-oxidacion de acidos grasos, y reacciones
catalizadas por oxidasas; ya sea unidas a la membrana como la NADPH oxidasa y
lipoxigenasas, o en otros organelos como el citocromo p450 en el reticulo
endoplasmico y la xantina oxidasa en peroxisomas (Hernandez-Garcia et al.,
2010, Vieira et al., 2011).

Por otro lado, las ERO se producen continuamente como parte del
metabolismo de la célula, participando en procesos fisiologicos de una manera
altamente regulada, ya sea como segundos mensajeros, reguladores en el
sefialamiento celular, o transductores de mensajes del medio extracelular para
generar respuestas especificas dentro de la célula (Covarrubias et al., 2008).
Pueden activar factores de transcripcion como AP-1 y CREB (Lee et al., 2009,
Suzukawa et al., 2000) y la expresion de protooncogenes como c-fos, c-jun, c-
myc, egr-1 (Yoneyama et al., 2010). Se ha demostrado que las ERO tienen
efectos en la morfologia y funcion celular. Por ejemplo, H,O, y Oy pueden

modificar cascadas de sefalizacion que afecten la expresidn génica, crecimiento y
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diferenciacion celular en diferentes tipos celulares, neuronales y no neuronales
(Tsatmali et al., 2006).
1.7 Efectos de las ERO en la morfologia y funcion celular

Existe una gran cantidad de evidencias que reportan la participaciéon de pequenas
cantidades no téxicas de ERO en procesos fisioldgicos de células neuronales y no
neuronales, tales como crecimiento neuritico, proliferacion, supervivencia, muerte
celular programada, transduccion de sefales y expresion de genes (Tsatmali et
al., 2006, Yoneyama et al., 2010).

Por otro lado, el estatus redox intracelular también puede contribuir a los
cambios asociados al envejecimiento y la progresion de desoérdenes
neurodegenerativos como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, asi como
a la muerte celular
(Yoneyama et al., 2010).

Se ha observado que las ERO, principalmente H,O,, actian como un
mediador en el sefialamiento intracelular en la diferenciacién neuronal de la linea
celular de feocromocitoma (PC12) inducido por la neurotrofina NGF. Las ERO
resultan indispensables, ya que al aplicar antioxidantes el crecimiento neuritico y
diferenciacion celular se suprime, a la par de otros eventos producidos en
respuesta a la union del NGF con su receptor TrkA (y mediados por ERO), como
la activacion de Rac1, la fosforilacién de tirosinas en la via Ras/Raf/MEK/MAPK y
la activacion del factor de transcripcion AP-1 (Suzukawa et al., 2000a). El H,O,
también juega un papel importante mediando la sintesis de DNA inducida por el
factor de crecimiento mediado por plaquetas (PDGF) en células de musculo liso

(Sundaresan et al., 1995) y se ha descrito el papel de la produccién de O, en el
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crecimiento celular dependiente de Ras y de la via de Rac1 (Sundaresan et al.,
1996, Suzukawa et al., 2000b, Nimnual et al., 2003). En modelos de muerte celular
inducida por K5 y estaurosporina se ha observado que la produccién de ERO a
través de la NADPH oxidasa modula procesos de muerte apoptética en las NGC
por medio de la activacion de MAPK, especificamente p38 y JNK. (Ramiro-Cortes,
et al., 2011).

Se ha relacionado la generacion de ERO a través de proteinas Nox con la
sefalizacién que induce la supervivencia celular. EI H,O, producido en respuesta
a un estimulo de estrés en dos lineas celulares de la retina (661W y RGC-5)
resulta en un aumento de la via pro-supervivencia de PI3K/Akt y una supresion de
la maquinaria apoptotica (Mackey, et al., 2008, Groeger, et al., 2009). Por otro
lado, al afiadir bajas concentraciones no téxicas de H,0, a progenitores neurales
multipotentes hay un aumento significativo en la densidad de células multipotentes
y capaces de producir neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. De forma similar, al
aplicar ERO exd6geno como estimulo a cultivos de neuroesferas embrionarias y
adultas de ratén, asi como fetales humanas, también se observa un aumento en la
autorenovacion de células madre neurales (Le Belle, et al., 2011).

En las células de Aplysia se requieren ciertos niveles fisiolégicos de ERO
para la organizacion y correcto ensamblaje del citoesqueleto en el desarrollo del
cono de crecimiento axonal. Al inhibir las NADPH oxidasas y lipoxigenasas, o al
tratar a las células con antioxidantes, se inhibe la polimerizacién y se atenua el
flujo retrégrado de la F-actina, comprobando el papel crucial de las ERO en la
dindmica de este evento (Munnamalai y Suter, 2009). En cultivos de neuronas

corticales se han reportado altos niveles de produccién de ERO al dia postnatal 20
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Uunicamente en zonas neurogénicas (Tsatmali et al., 2006), también se ha
comprobado que los niveles de oxigeno y ERO modulan la proliferacion vy
diferenciacion de las células madre embrionarias (Vieira et al., 2011), regulan la
motilidad y adhesion celular en fibroblastos y células vasculares endoteliales
(Moldovan et al., 2006) y median la reorganizaciéon de actina a través de GTPasas
de la familia Rho, incrementando a su vez la cantidad de ERO por medio de la
activacion del complejo NADPH oxidasa o de la cascada de la fosfolipasa A

(PLA)/acido araquidoénico/lipoxigenasa (Woo et al., 2000).

Il. ANTECEDENTES
Las NGC son un modelo de estudio bien establecido para conocer el desarrollo
neuronal del sistema nervioso central ya que posee varias ventajas. Por ejemplo,
los cultivos son relativamente homogéneos (95% son neuronas), expresan todos
los subtipos de receptores glutamatérgicos y responden a diversos factores
neurotréficos, en particular a las neurotrofinas (Jiang et al., 2003). Los cultivos de
NGC han sido ampliamente utilizados para el estudio de los mecanismos de
muerte neuronal. Estas células requieren la presencia de concentraciones
despolarizantes de KCI (25mM) para sobrevivir en cultivo y al reducir las
concentraciones de KCI a 5mM (K5) las NGC mueren de manera apoptbtica
(Balazs, R., et al., 1988, Moran, J., et al., 1999, Caballero-Benitez A y Moran J.,
2003).

Como se ha mencionado, el desarrollo del sistema nervioso implica
procesos de muerte celular programada en diferentes periodos y puede ser

regulada por factores neurotréficos como el BDNF o agonistas de los receptores
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de glutamato (Alavez et al., 2006a). Se sabe que las neurotrofinas y sus
receptores estan ampliamente distribuidas en el cerebelo en desarrollo (Cohen-
Cory, 2011, Hofer, 1990, Gao, 1995) y dentro de él, en las NGC (Gao, 1995). Al
igual que los NMDAR, cuya activacibn promueve supervivencia, migracion
neuronal, elongacion neuritica y sinaptogénesis (Komuro y Rakic, 1992, Moran y
Patel, 1989).

Se han reportado distintos mecanismos por los cuales el tratamiento con
NMDA simula el estimulo glutamatérgico que reciben las NGC en su desarrollo,
brindando proteccibn a neuronas inmaduras. Por ejemplo, mecanismos
dependientes de calcio, estimulacion de la produccién de BDNF (Bazan-Peregrino
et al., 2007), inhibicion de la via pro-apoptotica de JNK, la activacion de cascadas
pro-supervivencia como MAPK/ERK1/2, PI3k/Akt, PKA/CREB y NFkB vy la
regulacién de la transcripcidon de sistemas antioxidantes ( Ramiro-Cortés, Y., et al.,
2011, Jantas y Lason, 2009, Guerrini et al., 1997).

En estudios in vitro se ha encontrado que el tratamiento de NGC de 8 dias
postnatales (P8) con NMDA incrementa la supervivencia celular aproximadamente
un 50-60%. Por otro lado, en estudios in vivo se ha demostrado que durante una
ventana especifica del desarrollo (ente el P7 y P11), el bloqueo de los NMDAR a
través de antagonistas aumenta la tasa de eliminacion apoptotica de NGC (Alavez
et al., 2006).

Las condiciones despolarizantes de KCI podrian simular el estimulo de
glutamato que reciben las NGC de las fibras musgosas en su desarrollo. Las NGC
que permanecen in vitro tratadas crénicamente con concentraciones fisiologicas

de potasio (6mM KCI; K5) por mas de 5 dias, mueren por apoptosis. Por el
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contrario, cuando estas neuronas son cultivadas con altas concentraciones de
potasio (26mM KCI; K25), la supervivencia aumenta significativamente (Alavez et
al., 2006). De igual manera, las NGC cultivadas en un medio K25 por 7-8 dias y
posteriormente transferidas a un medio con bajo potasio (K5) y mueren
apoptéticamente después de 24-48hrs. Bajo estas condiciones tanto el NMDA
como el BDNF protegen a las NGC de una muerta inducida por K5. (Bazan-
Peregrino et al., 2007).

En este sentido, existe evidencia de que las NGC expuestas a BDNF, entre
otras neurotrofinas, muestran un aumento significativo en la extension de sus
neuritas. El crecimiento neuritico de agregados de NGC aumenta hasta tres veces
su longitud tras su exposicion a BDNF (Gao, 1995). Esto se ha interpretado como
una posible accion trofica del BDNF sobre la maduracién y diferenciacion
neuronal.

Ademas del BDNF, también se ha reportado que la activacién de los
NMDAR regula procesos de sinaptogénesis, plasticidad neuronal, crecimiento y
ramificacion de neuritas, arborizacién dendritica y morfogénesis de espinas
neuriticas, por medio de cascadas que involucran al calcio (Ca®), la proteina
cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CaMK) y MAPK. En neuronas
cerebrocorticales se ha reportado que un aumento en las concentraciones
intracelulares de sodio actia como un regulador positivo de los NMDAR,
permitiendo la entrada de Ca* y activando el crecimiento neuritico (George, J., et
al., 2009). En el modelo de neuronas indiferenciadas P19, se ha observado que la
estimulacion del sitio sensible a poliaminas en los receptores NMDAR induce un

aumento en la sefializacién por calcio en los conos de crecimiento neuritico, y su
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inhibicion selectiva en la subunidad NR2B afecta significativamente la extension y
fasciculacion neuritica, sin embargo este proceso negativo puede revertirse
totalmente anadiendo poliaminas (Georgiev, D., et al., 2008)

Por otro lado, las ERO juegan un papel importante en el crecimiento
neuritico y estan presentes en las tres regiones del cono de crecimiento neuronal:
el dominio central, la zona de transicion y el dominio periférico, siendo el dominio
central el que muestra una mayor produccion de ERO. Las NADPH oxidasas y
lipoxigenasas son las fuentes principales de ERO que regulan el movimiento de la
F-actina, principalmente en el dominio P del cono de crecimiento. Al inhibirse
dichas fuentes de ERO se producen una serie de cambios morfolégicos que
implican la detencién de la dinamica de los organelos, retraccion significativa de
los microfilamentos (52%), aplanamiento del dominio P y la zona T, disminucién en
el transporte axonal retrégrado y reemplazo de los filopodios y lamelipodios
altamente estructurados por una red desorganizada (Munnamalai y Suter, 2009).

Diversos estudios han mostrado que las ERO tienen un rol fisiologico en la
regulacion del crecimiento de procesos celulares para motilidad, adhesion y, en el
caso de neuronas, plasticidad y transmisién sinaptica. Diferentes lineas celulares
utilizan a las ERO como mediadores moleculares que activan diferentes cascadas
para promover el crecimiento neuritico. Por ejemplo, el acido lipoico promueve la
extension de neuritas en las células N2a a través de un aumento en la produccién
de ERO que activan a la via de ERK (Wang, et al., 2011).

Aunque aun se desconocen los mecanismos especificos por los cuales las
ERO afectan la estructura y dinamica del citoesqueleto, si se conocen algunos

posibles intermediarios de estos procesos. Uno de éstos son las GTPasas
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pequenas, como Rac1, que regulan la activacion de NADPH oxidasas llevando a
una produccion de ERO. En el caso de la diferenciacion y crecimiento neuritico de
la linea PC12, se ha observado que la produccién de ROS inducida por NGF
depende directamente de Rac1 (Suzukawa et al., 2000). De la misma manera, en
la linea celular HelLA, la producciéon de ERO regulada por Rac1 modula la
activaciéon de Rho para el remodelado del citoesqueleto de actina, asi como para
la formacion de lamelipodios y ondulamientos de la membrana durante procesos

de migracion celular (Nimnual, A., et al., 2003).

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que ciertas condiciones tréficas son reguladoras de una multitud de
eventos durante el desarrollo del sistema nervioso. Por otro lado, existen
evidencias que demuestran que las ERO participan en diversos procesos del
desarrollo del sistema nervioso. Sin embargo, se desconoce la participacion de las
ERO en los mecanismos de accion de estas condiciones tréficas durante el
desarrollo neural. Para explorar este punto, en este trabajo evaluamos el papel de
las ERO en la supervivencia y crecimiento neuritico inducido por NMDA, BDNF y

concentraciones despolarizantes de potasio en el desarrollo de NGC.

IV. HIPOTESIS
La producciéon de ERO se encuentra mediando el efecto del BDNF y NMDA en la
supervivencia y crecimiento neuritico de NGC en periodos tempranos de

desarrollo.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
Estudiar el papel de los factores neurotréficos en el desarrollo de neuronas
granulares de cerebelo mediado por especies reactivas de oxigeno
5.2 Objetivos Particulares

Medir la supervivencia de las neuronas granulares de cerebelo expuestas a
diferentes factores neurotroéficos y evaluar el efecto de antioxidantes

Medir el desarrollo neuritico de neuronas granulares de cerebelo expuestas
a diferentes factores neurotréficos y en los primeros dias de desarrollo y evaluar el
efecto de antioxidantes

Medir la produccion de especies reactivas de oxigeno de la neuronas
granulares de cerebelo tras ser expuestas a diferentes factores neurotroficos a

distintos tiempos

VI. METODOS
6.1 Cultivo de neuronas granulares de cerebelo

Se realizaron cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo, de acuerdo a
Moran y Patel (1989). Las neuronas fueron obtenidas de ratas Wistar de 7-8 dias
siguiendo los procedimientos aprobados por el bioterio del Instituto de Fisiologia
Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México y siguiendo la Guia para
el Uso de Animales en Neurociencias. Las neuronas granulares de cerebelo
fueron disociadas del tejido con tripsina y ADNasa y sembradas a una densidad de
1.5 x 10° células/ml en multicajas de cultivo de 12 6 24 pozos previamente
tratadas con poli-L-lisina (5ug/ml por 3h). Se empleé medio basal eagle (MBE)
suplementado con 10% v/v de suero fetal bovina inactivado por calor, 2nM de
glutamina, 20mM de KCI, 50 U/ml de penicilina y 50 yg/ml de estreptomicina. Las

células sembradas fueron incubadas a 37°C en una atmésfera saturada con vapor
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de agua con 5% de CO2 y 95% de aire. Para evitar la proliferacién de células no
neuronales se afadid citosina arabinosa a las 24 hrs. Las células fueron
sembradas en un medio con cloruro de potasio 5mM (K5) y tratadas con BDNF
(100ng/ml) K25 (cloruro de potasio 25mM) o NMDA (150 uM). En los ensayos con

antioxidantes se aplicé EUK-134 (10uM) 24 hrs antes de realizar el experimento.

6.2 Medio quimicamente definido
En algunos casos las células se cultivaron en un medio quimicamente definido
(CMD) elaborado con medio basal eagle (MBE) N2 suplementado (insulina 5ug/ml,
transferrina 100pl/ml, progesterona 20nM, piruvato 1mM, putrescina 100nM,
selenito de sodio 30nM). Al MBE se le agreg6 glutamina 2mM y penicilina 50 U/ml-

estreptomicina 50ug/ml.

6.3 Viabilidad celular
La supervivencia fue estimada con un ensayo de vida-muerte con calceina-
AM/ioduro de propicio (IP). Los cultivos fueron incubados con Calceina-AM (0.5
MM) y IP (10uM) por 15 minutos a 37°C. La calceina-AM entra a las células viables
y metabodlicamente activas y emite fluorescencia verde cuando ésta es hidrolizada
por esterasas. Una vez hidrolizada deja de ser permeable para las membranas
celulares. El IP es impermeable a las membranas celulares y tifie Unicamente a las
células con la membrana celular dafiada. Se emple6é un microscopio invertido de
epifluorescencia (Nikon Diaphot TMD; Nikon Corp., Japan) con filtros Nikon para
deteccién de fluoresceina y rodamina con un objetivo Nikon 20x. Se tomaron fotos
de cuatro campos por condicion escogidos al azar. Para cuantificar la viabilidad,
los resultados se expresaron como el porcentaje de células metabdlicamente
activas (positivas a calceina-AM) respecto al total de células (las células positivas
a calceina-AM sumadas a las positivas a IP) y como el numero de células

contabilizadas como positivas a calceina normalizadas con respecto al control.
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6.4 Medicion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Se evaludé la produccibn de ERO mediante la oxidacion fluorogénica de
dihidroetidina (DHE) a etidio (Eth), en un ensayo cuantitativo. El dihidroetidio
penetra las células y en presencia de ERO se oxida a etidio que se intercala en el
DNA nuclear y fluoresce alrededor de los 600nm al ser excitado a 500-530nm. Los
cultivos neuronales se incubaron durante 30 minutos con DHE (3.2uM) en
condiciones de oscuridad a 37°C.

Los cultivos se observaron con un microscopio invertido de epifluorescencia
Carl Zeiss con un filtro para deteccion de rodamina y un objetivo 20x de inmersion
en aceite. Se tomaron fotos de cuatro campos por pozo escogidos al azar en dos
intensidades diferentes y se midio la fluorescencia de las células con nucleos rojos
mediante el software Image J version 1.43u, tomando como parametro la
intensidad media de grises. Los resultados de fluorescencia de las NGC en

respuesta a los diferentes tratamientos, fueron normalizados respecto a K5.

6.5 Medicion del crecimiento neuritico
Se mezclaron NGC teiidas con el marcador de membranas PKH 67 (4uM) con
NGC del mismo cultivo no tefiidas en una proporcién 1/36. Las células se
observaron en un microscopio invertido de epifluorescencia Olympus IX-71, en un
objetivo de 20x y con un filtro para deteccion de fluoresceina. Las imagenes

obtenidas se analizaron con el software Image J version 1.43u

6.6 Analisis Estadistico
Los datos se obtuvieron de al menos tres experimentos independientes y se
expresaron como la media + E.E.S. Se les aplic6 la prueba de ANOVA de una via,
o bien ANOVA Kruskal Wallis para los datos no paramétricos, seguidas de la

pruebas post hoc Tukey y Fisher.
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VII. RESULTADOS
Los resultados de este trabajo se dividen en cuatro secciones. La primera (7.1) se
refiere al papel del BDNF, K25 y NMDA en la supervivencia de las NGC a los 3, 5
y 7DIV en presencia y ausencia de suero. Para ello, se obtuvieron los porcentajes
de las células vivas y muertas por medio del ensayo de calceina y yoduro de
propidio. La segunda parte (7.2) se enfoca a la medicién del crecimiento neuritico
de las NGC por medio del marcaje de la membrana celular con PKH26, en
respuesta a las condiciones tréficas BDNF, K25 y NMDA en presencia y ausencia
de suero a los 3 DIV. La tercera parte (7.3) estudia la produccién de ERO de las
NGC a través de ensayos fluorométricos que detectan la oxidacion de
dihidroetidina en presencia y ausencia de suero a los 3, 5 y 7DIV para conocer su
papel. Finalmente, en la cuarta parte (7.4) se evalua el efecto de antioxidantes
para saber si las ERO estan involucradas en la supervivencia de las NGC inducida

por las condiciones troficas mencionadas.

7.1 Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la supervivencia de las NGC
Como se ha mencionado, existen diversos estudios que muestran la participacion
del K25, BDNF y NMDA en la supervivencia de las NGC; sin embargo aun se
desconoce el papel que juegan la ERO modulando la supervivencia durante los
primeros dias del desarrollo del cerebelo.

Como un primer paso se midio6 la viabilidad celular de cultivos primarios de NGC a
los 3, 5y 7DIV tratadas desde el primer dia con K25, BDNF o NMDA vy teniendo
como control condiciones fisiolégicas de potasio (K5). Al evaluar la supervivencia
de las NGC se observd que aquellas cultivadas en SSM se protegen de la muerte
celular por las condiciones troficas K25, BDNF y NMDA a los 5 y 7DIV. Mientras
que en las NGC cultivadas con CDM, so6lo aquellas tratadas con BDNF se
protegieron a los 5 y 7DIV. En el caso de las NGC tratadas con BDNF vy
mantenidas en cultivo por 5DIV, al comparar el porcentaje de células vivas con
respecto al numero total de células (numero de células vivas sumadas al numero
de células muertas) no se observan cambios significativos; sin embargo al

comparar el numero de células vivas normalizado con respecto al control (K5) se
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observan diferencias estadisticamente significativas; lo que nos sugiere que mas
que un aumento en la proporcion de células vivas con respecto a las muertas hay
un aumento en la densidad celular y en el numero total de células en esta ventana
especifica del desarrollo que corresponde a los 5DIV. A los 3DIV, cuando las
neuronas se encuentran en etapas tempranas del desarrollo, ninguno de los
tratamientos aumento la supervivencia celular en ausencia y presencia de suero y
observandose aproximadamente el mismo numero de células vivas tefiidas con
calceina. A partir de los 5DIV, se observa un mayor porcentaje de células vivas en
un SSM, en ambos casos, respecto al niumero total de células, como normalizado
respecto a K5. Solo en el caso de las NGC cultivadas en BDNF se observa un
aumento en la supervivencia a los 7DIV de las células cultivadas en CDM en

comparacion con SSM.
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Figura 4. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA
en la supervivencia de NGC cultivadas en
SSM a los 3DIV. NGC fueron obtenidas de ratas
al P8 cultivadas en K5 en un medio
suplementado con suero (SSM) y tratadas con
BDNF, K25, o NMDA cuando fueron sembradas.
La supervivencia celular fue estimada a los 3DIV
como el porcentaje de células positivas a
calceina respecto al numero total y como el
namero de células positivas a calceina respecto |
a Kb5. Los resultados fueron expresados como el §
promedio * SEM de 3 experimentos
independientes; no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los grupos, %
del total, p=0.361 y # respecto a K5, p=0.329.
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Figura 5. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA
en la supervivencia de NGC cultivadas en
CDM a los 3DIV. NGC fueron obtenidas de
ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
quimicamente definido (CDM) y tratadas con
BDNF, K25, o NMDA cuando fueron sembradas.
La supervivencia celular fue estimada a los 3DIV
como el porcentaje de células positivas a
calceina respecto al numero total y como el
numero de células positivas a calceina respecto
a Kb. Los resultados fueron expresados como el
promedio * SEM de 3 experimentos
independientes; no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los grupos, %
del total, p=0.333 y # respecto a K5, p=0.929.
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Figura 6. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA
en la supervivencia de NGC cultivadas en
SSM a los 5DIV. Las NGC fueron obtenidas de
ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
suplementado con suero (SSM) y tratadas con
BDNF, K25, o NMDA cuando fueron sembradas.

La supervivencia celular fue estimada a los 5DIV

como el porcentaje de células positivas a
calceina respecto al numero total y como el
numero de células positivas a calceina respecto
a K5. Los resultados fueron expresados como el
promedio * SEM de 3 experimentos
independientes; *p=0.002 y # p=0.011.
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Figura 7. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA
en la supervivencia de NGC cultivadas en
CDM a los 5DIV. Las NGC fueron obtenidas de
ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
quimicamente definido (CDM) y tratadas con
BDNF, K25, o NMDA cuando fueron sembradas.
La supervivencia celular fue estimada a los 5DIV
como el porcentaje de células positivas a
calceina respecto al numero total y como el
numero de células positivas a calceina respecto
a Kb5. Los resultados fueron expresados como el
promedio * SEM de 3 experimentos
independientes; #p=0.003
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Figura 8. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA
en la supervivencia de NGC cultivadas en
SSM a los 7DIV. Las NGC fueron obtenidas
de ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
suplementado con suero (SSM) y tratadas con
BDNF, K25, o NMDA cuando fueron
sembradas. La supervivencia celular fue
estimada a los 7DIV como el porcentaje de
células positivas a calceina respecto al
numero total y como el numero de células
positivas a calceina respecto a k5. Los

resultados fueron expresados como el |

promedio * SEM de 3 experimentos
independientes; *p=0.018 y # p=0.011
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Figura 9. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA
en la supervivencia de NGC cultivadas en
CDM a los 7DIV. Las NGC fueron obtenidas de
ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
quimicamente definido (CDM) y tratadas con
BDNF, K25, o NMDA cuando fueron
sembradas. La supervivencia celular fue
estimada a los 7DIV como el porcentaje de
células positivas a calceina respecto al numero
total y como el nUmero de células positivas a
calceina respecto a k5. Los resultados fueron
expresados como el promedio + SEM de 3
experimentos independientes; *p=0.009 y #
p=0.023
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7.2 Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en el crecimiento neuritico de las NGC

El BDNF, K25 y NMDA aumentan el crecimiento neuritico en NGC cultivadas en
SSM respecto al control con K5; mientras el BDNF es el unico tratamiento que
promueve un aumento en el crecimiento neuritico de las células cultivadas en
CDM. Las células cultivadas en SSM responden al NMDA y condiciones
despolarizantes de potasio (K25) que mimetizan el estimulo de excitacion que
reciben las NGC durante su desarrollo. Ademas, es posible generar una condicion
trofica por activacion de los receptores tipo NMDA, que también influyen en la
sintesis y liberacion del BDNF. En contraste, las NGC tratadas en un CDM, donde
los NMDAR no se expresan correctamente y no se requieren condiciones
despolarizantes para su desarrollo, no se observa un efecto por parte de los
tratamientos NMDA y K25.
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Figura 10. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en el crecimiento neuritico de NGC
cultivadas en SSM a los 3DIV. NGC fueron obtenidas de ratas al P8, una fraccion de células
fueron incubadas con el compuesto fluorescente PKH26 y después cocultivadas con células sin
tefiir en K5 en un medio suplementado con suero (SSM) y tratadas con BDNF, K25, o NMDA
cuando fueron sembradas. El crecimiento neuritico fue estimado a los 3DIV. Los resultados
fueron expresados como el promedio SEM de 3 experimentos independientes; *p=0.039.
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Figura 11. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en el crecimiento neuritico de NGC
cultivadas en CDM a los 3DIV. NGC fueron obtenidas de ratas al P8, una fraccion de células
fueron incubadas con el compuesto fluorescente PKH26 y después cocultivadas con células sin
tefiir en K5 en un medio quimicamente definido (CDM) y tratadas con BDNF, K25, o NMDA
cuando fueron sembradas. El crecimiento neuritico fue estimado a los 3DIV. Los resultados
fueron expresados como el promedio SEM de 3 experimentos independientes; *p=0.004

7.3 Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la produccion de ERO de las NGC
Al evaluarse la produccion de ERO en respuesta a las condiciones tréficas K25,
BDNF y NMDA, se observé que las NGC tratadas con BDNF y K25 cultivadas en
presencia de suero, mostraron un aumento en las concentraciones de ERO a los
3DIV. En el caso de las NGC cultivadas en CDM, sélo las células tratadas con
BDNF mostraron un aumento en la produccion de ERO a los 3DIV. A los 5DIV
unicamente aquellas células tratadas con BDNF y cultivadas en SSM mostraron
un incremento significativo en la producciéon de ERO.

Como se observaba en los experimentos de viabilidad celular, a los 7DIV las NGC
cultivadas en presencia de suero eran rescatadas de la muerte al ser tratadas con
K25, BDNF y NMDA, lo cual coincide con una caida significativa en la produccién
de ERO en respuesta a los diferentes tratamientos, mientras que K5 mantiene una
mayor produccién de ERO. Esto se debe a que las ERO juegan un papel crucial
en otro proceso fisiolégico que corresponde a un tipo de muerte celular
programada inducida por condiciones fisioldégicas de potasio (K5) en las NGC a los
6-7DIV (Blancas, S. y Moran, J., 2011).

Los cambios en la produccion de ERO no correlacionan con cambios en la
viabilidad celular a los 3DIV, a diferencia del crecimiento neuritico inducido por

BDNF en presencia y ausencia de suero y por K25 en presencia de suero, lo que
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sugiere que éstos ultimos podrian estar modulando la senalizacién que interviene

en el crecimiento neuritico.
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Figura 12. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la produccion de [zblep]
especies reactivas de oxigeno de NGC cultivadas en SSM a los
3DIV. NGC fueron obtenidas de ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
suplementado con suero (SSM) y tratadas con BDNF, K25, o NMDA
cuando fueron sembradas. La produccion de ROS fue estimada a los
3DIV como la intensidad de fluorescencia de la DHE, como se detalla en
los métodos. Cada condicion fue normalizada con respecto al control
(K5) Los resultados fueron expresados como el promedio + SEM de 3
experimentos independientes; *p=0.036.
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Figura 13. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la produccion de
especies reactivas de oxigeno de NGC cultivadas en CDM a los
3DIV. NGC fueron obtenidas de ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
quimicamente definido (CDM) y tratadas con BDNF, K25, o NMDA
cuando fueron sembradas. La produccion de ROS fue estimada a los
3DIV como la intensidad de fluorescencia de la DHE, como se detalla en
los métodos. Cada condicion fue normalizada con respecto al control
(K5) Los resultados fueron expresados como el promedio + SEM de 3
experimentos independientes; *p=0.004.
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Figura 14. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la producciéon de
especies reactivas de oxigeno de NGC cultivadas en SSM a los 5DIV.
NGC fueron obtenidas de ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
suplementado con suero (SSM) y tratadas con BDNF, K25, o NMDA
cuando fueron sembradas. La produccion de ROS fue estimada a los
5DIV como la intensidad de fluorescencia de la DHE, como se detalla en
los métodos. Cada condiciéon fue normalizada con respecto al control (K5)

Los resultados fueron expresados como el promedio + SEM de 3
experimentos independientes; *p=0.079.
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Figura 15. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la produccion de
especies reactivas de oxigeno de NGC cultivadas en CDM a los
5DIV. NGC fueron obtenidas de ratas al P8 cultivadas en K5 en un medio
quimicamente definido (CDM) y tratadas con BDNF, K25, o NMDA
cuando fueron sembradas. La produccion de ROS fue estimada a los
5DIV como la intensidad de fluorescencia de la DHE, como se detalla en
los métodos. Cada condicion fue normalizada con respecto al control
(K5) Los resultados fueron expresados como el promedio + SEM de 3
experimentos independientes; no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los grupos p=0.524.
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Figura 16. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la produccion de
especies reactivas de oxigeno de neuronas granulares de cerebelo
cultivadas en SSM a los 7DIV. NGC fueron obtenidas de ratas al P8
cultivadas en K5 en un medio suplementado con suero (SSM) y tratadas
con BDNF, K25, o NMDA cuando fueron sembradas. La produccion de
ROS fue estimada a los 7DIV como la intensidad de fluorescencia de la
DHE, como se detalla en los métodos. Cada condicién fue normalizada
con respecto al control (K5) Los resultados fueron expresados como el
promedio + SEM de 3 experimentos independientes; *p=0.007.
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Figura 17. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la produccion de
especies reactivas de oxigeno de neuronas granulares de cerebelo
cultivadas en CDM a los 7DIV. NGC fueron obtenidas de ratas al P8
cultivadas en K5 en un medio quimicamente definido (CDM) y tratadas
con BDNF, K25, o NMDA cuando fueron sembradas. La produccion de
ROS fue estimada a los 7DIV como la intensidad de fluorescencia de la
DHE, como se detalla en los métodos. Cada condicién fue normalizada
con respecto al control (K5) Los resultados fueron expresados como el
promedio £+ SEM de 3 experimentos independientes; no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los grupos p=0.323.
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7.4 Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la supervivencia de las NGC en
ausencia y presencia de antioxidantes
Para estudiar el efecto de las ERO en la supervivencia inducida por K25, BDNF vy
NMDA, se realizaron ensayos en ausencia y presencia del antioxidante EUK-134,
a 3, 5y 7DIV. La supervivencia de las NGC no cambio significativamente al ser
tratadas unicamente con K25, BDNF o NMDA en comparacién con sus homoélogos
con el respectivo tratamiento mas antioxidante, en ninguno de los tiempos. Sin
embargo, las condiciones control si mostraron cambios a los 7DIV al aplicar EUK-
134. Las NGC cultivadas en K5 estan destinadas a morir por apoptosis; sin
embargo al aplicar antioxidantes las células mueren 20% mas; probablemente
debido a que son necesarias ciertas concentraciones fisiolégicas de ERO que le
permiten a la célula mantener el equilibrio redox, entre otras funciones, y al ser
inhibidas llevan a la muerte. Estos experimentos corroboran los primeros ensayos
de calceina, donde las NGC mueren a los 5 y 7DIV al ser tratadas crénicamente
con K5 y condiciones despolarizantes de potasio, BDNF y NMDA rescatan a las
células de la muerte. Debido a que las NGC no se desarrollan de forma 6ptima en
un medio con CDM y no me permite ver el efecto de dos de mis tratamientos (K25

y NMDA), sélo se efectuaron los experimentos en un SSM.
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Figura 18. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la supervivencia de NGC cultivadas en
SSM a los 3DIV en ausencia y presencia de antioxidantes. Las NGC fueron obtenidas de
ratas al P8 cultivadas en K5 en un SSM vy tratadas con BDNF, K25, o NMDA cuando fueron
sembradas. Se aplic6 EUK-134 24hrs antes del ensayo. La supervivencia celular fue estimada
a los 3DIV como el porcentaje de células positivas a calceina respecto al numero total y como
el numero de células positivas a calceina respecto a k5. Los resultados fueron expresados
como el promedio + SEM de 3 experimentos independientes; no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los grupos p=0.458.
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Figura 19. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la supervivencia de NGC cultivadas en
SSM a los 5DIV en ausencia y presencia de antioxidantes. Las NGC fueron obtenidas de
ratas al P8 cultivadas en K5 en un SSM y tratadas con BDNF, K25, o NMDA cuando fueron
sembradas. Se aplicé EUK-134 24hrs antes del ensayo. La supervivencia celular fue estimada
a los 5DIV como el porcentaje de células positivas a calceina respecto al niumero total y como
el numero de células positivas a calceina respecto a k5. Los resultados fueron expresados
como el promedio £ SEM de 3 experimentos independientes; % del total, p=<0.001 y # respecto
a k5, p=0.794
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Figura 20. Efecto de K5, BDNF, K25 y NMDA en la supervivencia de NGC cultivadas en
SSM a los 7DIV en ausencia y presencia de antioxidantes. Las NGC fueron obtenidas de
ratas al P8 cultivadas en K5 en un SSM y tratadas con BDNF, K25, o NMDA cuando fueron
sembradas. Se aplicé EUK-134 24hrs antes del ensayo. La supervivencia celular fue estimada
a los 7DIV como el porcentaje de células positivas a calceina respecto al numero total y como
el numero de células positivas a calceina respecto a k5. Los resultados fueron expresados
como el promedio + SEM de 3 experimentos independientes; % del total, p=<0.001 y # respecto
a k5, p=<0.001.
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VIII. DiscusiON

Para estudiar las acciones troficas del BDNF y el NMDA sobre la supervivencia y
crecimiento neuritico se realizaron ensayos de calceina/ yoduro de propidio y
marcaje de la membrana celular con PKH26, respectivamente; para estudiar el
papel de las ERO como moduladores intracelulares de estos procesos fisiolégicos
se realizaron ensayos fluorométricos de la oxidacion de dihidroetidina y ensayos
de viabilidad en presencia y ausencia de antioxidantes.

Debido a que el suero contiene compuestos con posible accién tréfica y
para asegurarnos que su efecto no interfiriera con las acciones del BDNF vy el
NMDA, se probaron paralelamente medios sin suero. Entre ellos, se probd el
medio Dulbecco Modificado Eagle con Ham F12 (DMEM-F12) 3:1 N2
suplementado, DMEM-F12 1:1 N2 suplementado, medio neurobasal y MBE N2
suplementado, de los cuales sélo el ultimo fue propicio para que las NGC vivieran
hasta dos semanas in vitro.

Los ensayos de viabilidad indican que las tres condiciones tréficas: BDNF,
K25 y NMDA proveen neuroproteccion a las NGC a los 5y 7 DIV en un SSM; en
contraste, las células cultivadas en CDM no son protegidas a ninguna edad por
NMDA y K25, excepto en el caso de BDNF que promueve una mayor
supervivencia a los 7 DIV. Moran y col. (1989) reportaron que las NGC cultivadas
en CDM no requieren condiciones despolarizantes para su supervivencia como
aquellas cultivadas en SSM y que estas células no maduran adecuadamente Esto
podria tener ciertas consecuencias que incluiria una expresion deficiente de
algunos elementos asociados a la neurotransmision como el receptor de glutamato

tipo NMDA. Otra posibilidad seria que no se expresaran adecuadamente los
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canales de calcio sensibles a voltaje alterandose las concentraciones
intracelulares de calcio necesarias para mantener las condiciones de
supervivencia neuronal reportadas para ésta y otras preparaciones del sistema
nervioso (Moran et al., 1999; Johnson, et al., 1992). Se sabe que la activacion de
dichos canales de calcio es esencial para que la despolarizacion inducida por K*
promueva la supervivencia, ya que al inhibirse el flujo intracelular de calcio, se
alcanzan niveles que llevan a la activacion de la caspasa 3 y con ello a una muerte
celular apoptoética (Moran et al., 1999).

Por otro lado, observamos que el BDNF es la unica condicién que induce
una mayor supervivencia en las NGC cultivadas tanto en SSM como en CDM. El
efecto del BDNF sobre la viabilidad de las NGC se observa de forma mas tardia
en CDM (hasta los 7DIV) que en SSM (desde los 5DIV), lo cual puede deberse a
que los niveles de BDNF estan intimamente ligados a la disponibilidad de
receptores tipo NMDA en le superficie celular (Caldeira et al., 2007) ya que, como
se ha mencionado, estos receptores no se expresan de forma 6ptima en ausencia
de suero. Se ha reportado que el NMDA puede ejercer actividad neurotréfica de
manera indirecta. Por ejemplo, los mecanismos de neuroproteccién a través del
NMDA involucran a la activaciéon de los NMDAR como sefial para una rapida
liberacién del BDNF (Jiang, 2003, Zhu et al., 2002). De hecho, se ha sugerido que
el NMDA tiene un efecto temprano y uno tardio sobre el BDNF. Desde los dos
minutos el NMDA favorece la liberacion de BDNF produciendo un aumento en su
concentracién en el medio de cultivo, dicho aumento continia promoviendo una

mayor fosforilacion de los TrkB de manera autocrina. De forma mas tardia, esta
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liberacion de BDNF se acompafia de una sintesis de mRNA de BDNF. (Jiang et
al., 2003).

El efecto del BDNF a los 5DIV en CDM solo es significativo al comparar el
numero de células vivas normalizado con respecto a K5 (100%), pero no al
comparar el porcentaje de células vivas con respecto al numero total de células.
Esto se debe a que hay un aumento en el numero total de NGC tras ser expuestas
a BDNF, pero las proporciones de células vivas con respecto a las muertas no
cambian. De tal manera que se cuentan un mayor niumero de células vivas y
metabdlicamente activas con respecto al control, pero también existe un mayor
nuamero de células muertas. Esto implicaria un papel tréfico del BDNF en la
proliferaciéon in vitro de las NGC a los 5DIV que no se habia reportado
previamente.

Un resultado interesante es que parece no existir una correlacion entre de
la proteccion provista por NMDA y K25 a los 5-7DIV en SSM y la produccién de
ROS. Esto sugiere que dichos procesos de supervivencia no estan mediados por
cambios en la concentracion de las ERO fisiolégicas. Como se menciond, de todos
los tratamientos, el BDNF fue el Unico que protegi6 a las NGC cultivadas en CDM
de una muerte celular y su efecto sobre la supervivencia celular sélo se observo a
los 7DIV; sin embargo este efecto tampoco correlaciona con cambios en la
concentracion de ERO. Ademas al aplicar antioxidantes no se disminuy6 la
viabilidad celular, indicando que al menos las ERO no se encuentran mediando la
supervivencia en la ventana de tiempo en que se probaron, que corresponde a las
24 hs antes del ensayo (a los 2, 4 y 6DIV). Por consiguiente, todo parece indicar

que el efecto tréfico de las condiciones probadas: BDNF, K25 y NMDA promueven
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supervivencia por mecanismos independientes de las concentraciones de las
ERO.

Por otro lado, la muerte inducida por K5 a los 7DIV coincide con
concentraciones superiores de ERO registradas en el control con respecto a los
tratamientos. Esta diferencia en las concentraciones de ERO no se debe del todo
a un aumento de la produccion de ERO en condiciones de K5; también es
resultado de una disminucién en las concentraciones de ERO de las NGC que
fueron protegidas de la muerte tras ser expuestas a K25, BDNF y NMDA, lo que
apoya la idea de que las células en desarrollo requieren mayores concentraciones
fisiologica de ERO que la células maduras (Mackey, et al., 2008, Groeger, et al.,
2009).

Las NGC tratadas por 7DIV con K5 exhiben mayores concentraciones de
ERO, debido a que se encuentran mediando un tipo de muerte celular programada
inducida al exponer cronicamente a las células a bajas concentraciones de
potasio. Este tipo de muerte exhibe caracteristicas apoptéticas como
condensacion nuclear, translocacién de fosfatidilserina, liberacion mitocondrial y
translocacion nuclear del factor inductor de apoptosis (AIF) y formacién de cuerpos
apoptéticos (Blancas, y Moran, 2011).

Al parecer las ERO funcionan de forma similar al calcio, ya que la célula
requiere de ciertas concentraciones fisiologicas que participen en la sefalizacion y
transduccién de sefiales que modulan procesos celulares como supervivencia,
crecimiento neuritico, proliferacion, muerte, entre otros. Si la célula alcanza cierto
umbral de ERO, la célula percibe este evento como una sefial de muerte con

caracteristicas apoptoticas y si llega a recibir una concentracibn mucho mas
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elevada del umbral, las ERO comienzan a destruir las macromoléculas que
componen a la célula y ésta muere de una forma subita y desorganizada con
caracteristicas necroticas. Asimismo, si reducimos significativamente las
concentraciones fisiologicas de ERO con antioxidantes, la célula se queda sin los
elementos necesarios para mantener la homeostasis celular y muere. En el caso
particular de las NGC de 7DIV tratadas con K5 mas antioxidantes, las células ya
estaban destinas a la muerte celular; sin embargo al disminuir las concentraciones
de ERO, esta muerte se agudizd, observandose un mayor porcentaje de células
marcadas con yoduro de propidio.

El grupo de Mackey y col. (2008), han demostrado en una linea celular de
retina, que la inducir estrés en la célula esta aumenta sus niveles de ERO como
un mecanismo de neuroproteccion, oxidando a la fosfatasa PTEN y activando la
via de supervivencia PI3K/Akt. En el caso del modelo de estudio aqui presentado,
las neuronas sufrieron un estimulo de estrés en condiciones de K5 y al bajarles las
concentraciones de ERO murieron significativamente mas.

Se ha reportado que las NGC cultivadas en K5 comienzan a morir desde los
5DIV en un SSM (Blancas, y Moran, 2011), lo cual fue corroborado por los
experimentos de viabilidad con calceina; sin embargo, no se observa un aumento
en la produccién de ERO desde dicha edad, el incremento es visible hasta los
7DIV. Aunque existe la posibilidad de que la produccién de ERO aumente a los
5DIV y esté siendo enmascarada por las ERO fisiologicas, sélo podria
determinarse si las ERO estan mediando o no el proceso de muerte realizando

experimentos con antioxidantes por periodos mas largos.
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Con respecto al crecimiento neuritico, el BDNF, K25 y NMDA mostraron un
efecto tréfico en las NGC cultivadas en SSM respecto al control con K5; como en
el caso de la supervivencia, el BDNF es el unico tratamiento que promueve un
aumento en el crecimiento neuritico de las células cultivadas en CDM. El efecto
del BDNF en las NGC cultivadas en ambos medios concuerda con las evidencias
bien documentas sobre su papel en el crecimiento y ramificacion de las terminales
neuriticas, guia axonal y dinamica del cono de crecimiento, siendo fundamental en
la modulacion de dichos procesos que responden a sus gradientes de
concentracion ((Finsterwald et al., 2010; Gao et al., 1995b; Ji et al., 2010).

El crecimiento neuritico inducido por BDNF tanto en CDM como en SSM y
por NMDA en SSM a los 3 DIV correlaciona con un aumento en la generacion de
ERO, por lo que éstos podrian estar jugando algun papel en la sefalizaciéon que
promueve la elongacién de las neuritas de las NGC mediado por BDNF.

Las neuritas de las NGC tratadas con BDNF tuvieron aproximadamente la
misma longitud en ausencia y presencia de suero, al igual que el control; por lo
que no se observa un efecto tréfico del suero en el crecimiento neuritico inducido
por BDNF y bajo condiciones fisiologicas de potasio. En el caso del CDM persistid
la desventaja de no poder observar el efecto tréfico del NMDA y K25 debido a que
las neuronas tardan mas en desarrollarse y expresan tardiamente diversos
receptores de membrana (Moran, et al., 1989).

El efecto trofico del K25 sobre el crecimiento neuritico debe estar regulado
por mecanismos independientes de ERO, ya que no correlaciona con cambios en
sus concentraciones. Existe evidencia de que al despolarizar crénicamente la

membrana celular con altas concentraciones (K25) se produce un rapido
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incremento en las concentraciones intracelulares de calcio que modula la
transcripcion de determinados mRNA (Benavides, et al., 2008). Una posible
hipétesis es que el K25 tenga un rol importante en la extension de procesos
neuriticos por cascadas de sefalizacidon desencadenadas por medio de calcio.
Tanto la entrada de calcio a través de sus canales en la membrana como su
movilizacidn de los reservorios intracelulares, son sefiales para el desarrollo del
cono axodnico, la dinamica del citoesqueleto y la sefalizacibn necesaria para el
crecimiento neuritico (Brailoiu, et al., 2005, Munnamalai, y Suter, 2009)

Como se ha descrito, las ERO participan activamente en la sefalizacion
que interviene en el crecimiento neuritico de células neuronales y no neuronales y
se han reportado numerosas evidencias de que el BDNF es una sefial extracelular
que promueve la morfogénesis neuritica a través de la activacion de diferentes
cascadas como la via de la proteina cinasa dependiente de calcio-calmodulina
(CaMK), ERK o PI3K. Sin embargo, hasta ahora no se habia encontrado relacion
de la produccién de ERO con el crecimiento neuritico de las NGC inducido por

BDNF.
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IX. CONCLUSIONES

Las acciones troficas del NMDA y K25 en la viabilidad celular son
independientes de las concentraciones fisiologicas de las ERO.

El suero juego un papel importante en el efecto del NMDA y K25 sobre la
viabilidad y crecimiento neuritico de las NGC, ya que al cultivarlas en un CDM las
neuronas no responden a dichas condiciones troficas.

El efecto tréfico del BDNF sobre el crecimiento neuritico de las NGC puede
estar mediado por las concentraciones de ERO a los 3DIV y es independiente del
suero.

Los niveles intracelulares de ERO se incrementan con la edad en cultivo,
entre 3y 7 DIV.

Las ERO no se encuentran mediando la muerte apoptética inducida por un
estimulo con K5 a los 5DIV en una ventana de 24hrs antes.

Bajo condiciones de estrés inducidas por bajas concentraciones de potasio,
las NGC podrian estar produciendo ERO como sefial se supervivencia.

Los datos sugieren que las ERO modulan de manera diferencial las
acciones tréficas del BDNF, NMDA y K25 dependiendo del parametro de

desarrollo medido.
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