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RESUMEN 

Las evidencias experimentales sugieren que las especies reactivas de oxígeno (ERO) podrían 

participar en la regulación de algunas funciones fisiológicas. Se ha propuesto que las ERO pueden 

actuar como moléculas de señalización y participar en el proceso del desarrollo regulando la 

diferenciación celular, la proliferación y la muerte celular programada. Aunque las fuentes de ERO 

pueden ser diversas, se ha sugerido que la NADPH oxidasa (NOX) podría ser crítica en la producción de 

ERO y podría participar en algunos de estos eventos. La familia de la NOX está formada por 5 enzimas 

homólogas, nombradas NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 y NOX5.  

Se ha reportado que las ERO producidas por NOX participan en la maduración neuronal y en la 

diferenciación durante el desarrollo del cerebro. En un estudio previo encontramos que una NOX 

participa en la muerte programada de las neuronas granulares del cerebelo durante el desarrollo in vitro. 

Para conocer si la NOX es necesaria en el desarrollo del cerebelo, en el presente trabajo, se estudió el 

papel de las ERO y de la NOX en la migración de las células granulares de cerebelo en un modelo in 

vitro y en el desarrollo del cerebelo in vivo, utilizando antioxidantes e inhibidores de la NOX. 

 Por un lado, encontramos en cultivos de células granulares del cerebelo de rata una producción 

diferencial de ERO a distintas edades, lo que coincidió con una expresión del mRNA y proteína de los 

homólogos de NOX. Cuando se evaluó la migración de las células granulares del cerebelo en cultivo 

encontramos que las células que migran generan ERO, y que un antioxidante o inhibidores de la NOX 

disminuyen la migración de estas células. 

También demostramos que durante el desarrollo in vivo del cerebelo de la rata entre el día 

posnatal (P)4 y P25 ocurre una generación diferencial de ERO entre las distintas capas del cerebelo. 

Demostramos que las células que producen las ERO son principalmente neuronas. También se 

encontró una expresión diferencial de los homólogos de la NOX durante el desarrollo del cerebelo de la 

rata. El mRNA de NOX1 en P8 aumenta respecto a P4 y posteriormente se reduce a P16. El mRNA de 

NOX2 aumenta a P12 y P16 respecto a P4 y P8. El mRNA de NOX4 disminuye desde P16. Por otro 

lado, la proteína de NOX1 disminuye a P12 y P25 respecto a P4, mientras que la proteína de NOX2 

aumenta a P8 y P16 respecto a P4 y NOX4 disminuye desde P12. 

Cuando tratamos a ratas en desarrollo, entre P2 y P25, con el antioxidante MnTMPyP o con 

apocinina, un inhibidor de la NOX, encontramos una marcada disminución en los niveles de ERO en 

todas las capas del cerebelo a todas las edades evaluadas. Ambos tratamientos indujeron un cambio 

significativo en la foliación del cerebelo, particularmente en las folias II, III, IV, V, VI y IX a partir de P4. 

Cuando se evaluó el comportamiento locomotor de los animales tratados bajo estas condiciones se 

encontró una alteración marcada en distintos parámetros de actividad locomotora asociada 

particularmente al cerebelo. Estos resultados sugieren que las ERO juegan un papel fundamental en los 

mecanismos del desarrollo del cerebelo a diferentes niveles y que una fuente de estas ERO podría ser 

algún(os) homólogo (s) de la NOX. 
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ABSTRACT 

Experimental evidence suggests that reactive oxygen species (ROS) could participate in the 

regulation of physiological functions. It has been proposed that the ROS could act as signaling molecules 

during development, regulating cellular differentiation, proliferation and programmed cell death. Although 

the sources of ROS may be different, it has been suggested that NADPH-oxidase (NOX) could be critical 

in the production of ROS and it could participate in some of these developmental processes. The NOX 

family is formed by five homologues, named NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 and NOX5. 

It has been reported that ROS produced by NOX are involved in neuronal maturation and 

differentiation during the development of the brain. In a previous study, we found that NOX participates in 

the programmed death of cerebellar granule neurons (CGN) during development in vitro. In the present 

work, we studied the role of the ROS and NOX in the migration of CGN in an in vitro model as well as in 

the development of the cerebellum in vivo, using antioxidants and inhibitors of the NOX.  

Under these conditions, we found in cultures CGN a differential production of ROS at different 

ages, which coincided with the expression of mRNA and protein of NOX homologues. When we 

evaluated the migration of CGN in culture, we found that migrating cells generate higher levels of ROS, 

and that an antioxidant or inhibitors of the NOX decrease the migration of these cells. 

We also demonstrated that during the development of rat cerebellum in vivo occurs a differential 

generation of ROS in the different regions of the cerebellum between postnatal day (P)4 and P25. The 

observed ROS production corresponded to neurons. We also found a differential expression of the 

counterparts of NOX during the development of the cerebellum of the rat. At P8, NOX1 mRNA increases 

with respect to P4, which was subsequently reduced at P16. NOX2 mRNA increases at P12 and P16 as 

compared to P4 and P8. NOX4 mRNA decreases from P16. On the other hand, NOX1 protein decreases 

at P12 and P25 as compared to P4, while NOX2 protein increases at P8 and P16 respect to P4. NOX4 

decreases from P12. 

When we treated developing rats, between P2 and P25, with the antioxidant MnTpyP antioxidant 

or the inhibitor of the NOX, apocynin, we found a marked decrease in the levels of ROS in all layers of 

the cerebellum at all the assessed ages. Both treatments induced a significant change in the foliation of 

the cerebellum, particularly in folia II, III, IV, V, VI y IX from P4. When the locomotor behavior of animals 

treated under these conditions was evaluated, we found a marked change in the different parameters of 

locomotive activity, particularly those associated with the cerebellum. These results suggest that the 

ROS play a fundamental role in the cerebellar development at different levels and that a possible source 

of these ROS could be a NOX homologue.  
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INTRODUCCIÓN 

 

Aspectos generales del cerebelo y su desarrollo 

El cerebelo es una estructura que participa en diversas funciones, incluyendo 

funciones sensoriales motoras, el control del balance y el reflejo vestibular ocular (Ito, 

2006). Recientemente, se ha encontrado que el cerebelo es importante en funciones 

cognitivas, como el habla y la memoria espacial (Boyden et al., 2004; De Zeeuw Yeo, 

2005; Schmahmann y Caplan, 2006).  

. 

 
Figura 1. Desarrollo postnatal del cerebelo. A. Representación tridimensional de la migración de las células 
granulares de la capa granular externa (EGL) a la capa granular interna (IGL) en el cerebelo del ratón. 1, 
extensión de dos procesos irregulares horizontales cerca de la parte superior de la EGL; 2, lmigración 
tangencial en el centro de la EGL; 3, desarrollo de proceso vertical cerca de la frontera entre la EGL y la capa 
molecular (ML) ; 4, inicio de la migración radial en la frontera EGL-ML; 5, migración radial asociada a la glia de  
Bergmann en la  ML, 6, estado estacionario en la capa de células de Purkinje (PCL); 7, migración radial 
independiente de la glia en la IGL; 8,  finalización de la migración en la IGL. Abreviaturas: P, células de 
Purkinje, B, células gliales de Bergmann, G, células de Golgi, g, células granulares postmigratorias; cf, fibras 
trepadoras; tmf, fibras musgosas terminales. B. Diferentes tipos neuronales presentes en el cerebelo y sus 
conexiones. (Modificado de Komuro, 2003; Wang y Zoghbi, 2001). 

 
Las neuronas cerebelares se localizan en la corteza, la cual está formada por tres 

capas que contienen cinco tipos celulares neuronales: células estrelladas, células en 

canasta, células de Golgi, células de Purkinje y células granulares. La capa externa o 

capa molecular, se compone principalmente de axones de células granulares (fibras 

paralelas), células estrelladas, células en canasta y dendritas de las células de Purkinje. 
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Debajo de la capa molecular se encuentra la capa de las células de Purkinje, constituida 

por los cuerpos celulares de estas neuronas. La capa granular contiene los somas de las 

neuronas granulares y de las células de Golgi (Fig. 1). Aunque el cerebelo constituye 

cerca del 10% del volumen total del cerebro, las neuronas granulares (NGC) constituyen 

casi el 80% del total de las neuronas del cerebro.  La organización de la corteza con 

pocos tipos neuronales, su arreglo en capas conspicuas y su accesibilidad hacen del 

cerebelo un modelo interesante para el estudio de los procesos del desarrollo en el 

sistema nervioso central 

El desarrollo del cerebelo de la rata es posnatal y se completa durante las 3 

primeras semanas de vida, lo que coincide con el desarrollo de las NGC. Al momento del 

nacimiento, la superficie externa del cerebelo contiene una capa de células precursoras 

cerebelares. Estas células poseen una alta capacidad proliferativa. En roedores estas 

células producen cerca del 80 al 90% de neuronas precursoras durante la primera 

semana de vida.  Desde el primer día postnatal (P) algunas de esta células se sitúan en la 

zona basal constituyendo la zona premigratoria que crece en grosor entre P7 y P10. Para 

el día 11, la zona proliferativa y premigratoria han disminuido marcadamente su grosor en 

parte como resultado de una migración masiva de estas células hacia la capa granular 

interna (Fig. 1, 2 y 3). 

Las células de la capa granular externa migran hacia la capa granular interna 

(Altman, 1972) a través de los procesos de las células gliales de Bergman. Se ha 

propuesto que la migración sobre las células gliales podría darse mediante el 

reconocimiento tanto de moléculas de adhesión celular de ambos tipos celulares como de 

componentes de la matriz extracelular. Alrededor de la segunda semana se completa la 

migración y en consecuencia la capa más externa es la capa molecular, conteniendo los 

axones de las neuronas granulares y a las células estrelladas y en canasta (fig.3). 

Algunas de las NGC que han migrado y arribado a la capa granular interna reciben 

cerca del P5 los primeros contactos sinápticos excitadores entre sus dendritas y los 

axones de las fibras musgosas, provenientes del tallo cerebral y cordón espinal. Sin 

embargo, se ha descrito que la mayoría de estos contactos sinápticos comienzan a ser 

funcionales entre P10-P12 (Arsenio-Nuñez y Sotelo, 1985; Burgoyne y Cambray-Deakin, 

1988), cuando la mayoría de las NGC han alcanzado la capa granular interna (Fig 1 y 3). 
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Figura 2. Diagrama esquemático del desarrollo del cerebelo. A. En el cerebelo a P6 se observa la capa 
granular externa (EGL), la capa de células de Purkinje (PC) y el núcleo cerebelar profundo (DCN), 
demostrando la abundante migración neuronal que se requiere para obtener la estructura laminar del cerebelo 
adulto. Las flechas indican la dirección de la migración celular. Las células granulares son negras, las células 
rojas son las células de Purkinje y las células del núcleo cerebelar profundo son las rosas. Las fibras gliales se 
representan como líneas negras. B. Sobreposición de la línea media del vermis desde P3 a P21 mostrando 
que la folia crece en forma alargada, mientas que la base de las fisuras permenecen fijas en una posición. La 
barra de escala representa 600 µm. (Modificado de Sudarov y Joyner, 2007; Chizhikov y Millen, 2003) 
 

A lo largo de este proceso los tipos celulares del cerebelo van adquiriendo su 

fenotipo neural definitivo que les conducirá a un estado especializado, ampliando así la 

expresión de ciertas características, tanto morfológicas como metabólicas. Durante este 

proceso las células definen el neurotransmisor a utilizar durante el estado maduro, lo cual 

conlleva a la expresión de la maquinaria bioquímica para la síntesis, liberación y captura 

de dicho neurotransmisor. 

Finalmente, uno de los eventos críticos del desarrollo de las NGC es la muerte 

programada. Se ha calculado que alrededor del 50% de las NGC que proliferan se 

eliminan en periodos críticos del desarrollo. Se ha sugerido que el tipo de muerte 

predominante es apoptótico.  En particular, se ha demostrado que uno de los momentos 

de mayor muerte de NGC ocurre durante la segunda semana posnatal (Tanaka et al, 

2000). 

 

A B 
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Figura 3. Migración de las células granulares. Las células granulares se dividen en la capa superficial de la 
corteza cerebelar neonatal (1), después de lo cual, las células granulares postmitoticas comienzan a extender 
sus axones (2) y el proceso conductor desciende (negro) (3) el cual migra a lo largo de la fibra radial de 
Bergmann (B) el soma  de la célula granular permanece sobre  la fibra radial de Bergmann (4,5). A nivel de las 
neuronas de Purkinje (P) las neuronas granulares se desprenden de la fibra radial de Bergmann (6) y se 
mueven en la capa granular interna donde se diferencian a neuronas granulares maduras (G) con dendritas 
cortas, como garras, que forman con conexiones aferentes con las fibras musgosas (no se muestra). (Tomado 
de Roussel y Hatten, 2011). 

 
Todos estos eventos están dirigidos por la combinación de una serie de estímulos 

internos y externos y la información genética de estas neuronas. Las NGC son blanco de 

las fibras musgosas, las cuales son excitadoras y usan glutamato y acetilcolina como 

neurotransmisores. Se ha sugerido que las influencias presinápticas de estas fibras son 

críticas para promover la diferenciación y sobrevivencia de las NGC durante periodos 

críticos del desarrollo del cerebelo. Estudios in vivo indican que el tiempo crítico en el que 

las NGC reciben las influencias glutamatérgicas es entre los P10 y P19, si se bloquean 

estos influjos alteran la sobrevivencia (Alavez et al, 2006) y la diferenciación de las NGC 

(Morán et al, 1999b). Por otro lado, en rebanadas del cerebelo inmaduro la inhibición de 
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los receptores glutamatérgicos induce una reducción en la migración de las NGC (Komuro 

y Rakic, 1993). 

 

Especies reactivas de oxígeno  

Especies reactivas de oxígeno (ERO) es el nombre genérico que se le da a una 

variedad de moléculas y radicales libres derivados del oxígeno molecular (O2). Las 

principales ERO generadas son resultantes del producto de la ruptura o de la excitación 

del O2, como el ozono (O3) y el oxígeno en singulete (1O2). En un segundo grupo se 

encuentran las especies de oxígeno parcialmente reducidas como el anión superóxido 

(O2
.-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (•OH) (Dröge, 2002; Halliwell, 

1992). Cuando el anión superóxido reacciona con el oxido nítrico (NO), se produce el 

peroxinitrito (ONOO-), el cual es altamente reactivo. La reacción de Haber-Weiss utiliza al 

hierro para generar radicales hidroxilo a partir de superóxido o peróxido de hidrógeno. 

Las ERO interactúan con una gran cantidad de moléculas, incluyendo moléculas 

inorgánicas, proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos, entre otras. De esta 

forma las ERO pueden alterar la funcionalidad de una gran variedad de moléculas, lo que 

puede repercutir en los procesos fisiológicos en función de la concentración de ERO, el 

tipo celular y el contexto en el que se encuentren las células (Covarrubias et al., 2008). Se 

sabe que las concentraciones elevadas de ERO llevan a la degeneración y muerte celular 

como resultado de la oxidación masiva e inespecífica de moléculas como lípidos, 

proteínas y DNA (Lambeth, 2004). (Fig. 4) 

El radical hidroxilo es el principal causante de modificaciones oxidativas en las 

proteínas. Puede haber oxidaciones de las cadenas laterales de los aminoácidos o en la 

cadena polipeptídica principal, lo que conduce a su fragmentación, también produce 

entrecruzamientos proteína-proteína. Los aminoácidos más sensibles a la oxidación son 

la cisteína y la metionina (Standtman and Berlett, 1998). 

Entre los lípidos, los ácidos grasos insaturados son el principal blanco de oxidación 

por EOR. La oxidación de los lípidos membranales afecta las interacciones que 

estabilizan la integridad de la membrana, alterando su función. 
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Figura 4. Figura 4. Regulación de ERO en procesos fisiológicos y patológicos. A niveles moderados, las ERO 
tienen un papel crucial en la salud a través de mecanismos como la señalización, procesos biosintéticos, y la 
defensa del huésped. Cuando las ERO son producidas en niveles bajos, puede producir una disminución de la 
defensa antimicrobiana (por ejemplo, en la enfermedad granulomatosa crónica), hipotiroidismo, presión 
arterial baja o pérdida de la otoconia. Cuando los niveles son muy altos ocasionan aumento de las 
enfermedades cardiovasculares, trastornos neurológicos, cáncer e inflamación crónica. 
 

Por otro lado, recientemente se ha demostrado que las ERO participan en diversos 

procesos fisiológicos y patológicos, regulando eventos como el crecimiento celular, la 

adhesión, la diferenciación, la senescencia y la apoptosis, entre otros (Dröge, 2002). En 

estos casos las ERO son generadas endógenamente en respuesta a la activación de 

receptores intra y extracelular, citocinas, factores de crecimiento, etc. Las ERO 

producidas actúan a través de mecanismos moleculares que no se conocen 

completamente y que pueden implicar la activación o inhibición de vías de señalización 

intracelular, la modificación de receptores y de moléculas del citoesqueleto (Hernández-

García y cols. 2010), entre otros.  

Las células animales expuestas a una concentración de oxígeno elevada o a una 

tensión oxidativa transcriben los genes de las proteínas de choque térmico, las proteínas 

reguladas por glucosa, la hemoxigenasa-1, la colagenasa, algunas moléculas de adhesión 
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(ICAM–1) y algunas citocinas (TNF, IL–2, IL–6, IL–8), además de la catalasa, la glutatión 

peroxidasa, la tiorredoxina y a veces la MnSOD.  

Los factores de transcripción activados durante la tensión oxidativa son el NF–κB, 

el AP–1 y el AP–2 (Klotz LO, et al., 2000; Wang, et al., 2002). La actividad del NF–κB 

(Wang, et al 2002; Pineda-Molina, et a., 2001) y del AP–1(Toone, et al., 2001), al igual 

que el factor de transcripción en bacterias OxyR (Choi H, 2001), depende del estado 

redox de una o dos cisteínas críticas.  

La endonucleasa que repara los sitios sin base (sitios AP) (APE/HAP-1) es al 

mismo tiempo el factor redox Ref-1 que también reduce las cisteínas de AP–1, NF–κB, 

Erg–1 y p53 para que éstos se puedan unir al ADN ( Fritz G y Kaina B 1999). 

Asimismo se ha descrito la regulación de algunos canales de Ca2+ y de K+ por el 

estado redox del GSH/GSSG (Chung, et al., 2002). La tensión oxidativa también activa la 

expresión de p21 que determina la detención del ciclo celular. 

En el sistema nervioso las ERO tienen un papel importante en la regulación del 

crecimiento neurítico, la sinaptogénesis y la plasticidad sináptica. Los antioxidantes y 

otros agentes que afectan la producción o metabolismo de las ERO pueden afectar el 

crecimiento neurítico, la sinaptogénesis y la transmisión sináptica en varios sistemas 

(Mattson, 1998). El aumento de los neurotransmisores pueden estar regulados por las 

ERO; por ejemplo, el óxido nítrico y el radical hidroxilo pueden regular el aumento de 

acetilcolina en cultivos de neuronas corticales (Ohkuma et al, 1995). Se ha demostrado 

que una variedad de agentes tróficos inducen o suprimen la producción de ERO. Muchos 

factores tróficos que promueven el crecimiento neurítico disminuyen la acumulación de 

ERO, por ejemplo bFGF induce el crecimiento dendrítico y axonal en cultivos embrionario 

de neuronas hipocampales (Mattson et al, 1989) y disminuyen la acumulación de ERO 

(Mattson et al, 1995). 

Como se mencionó, durante el desarrollo del sistema nervioso ocurre una muerte 

neuronal masiva en un periodo crítico de tiempo (Roth y D'Sa, 2001), lo cual asegura que 

un número adecuado de neuronas establezca inervaciones apropiadas con órganos 

efectores o con otras poblaciones neuronales. Se ha sugerido que la generación de ERO 

participa activamente en la muerte apoptótica neuronal que ocurre durante el desarrollo 

del cerebro (Schulz et al, 1996; Valencia y Moran, 2001). En este último caso se ha 

propuesto que las ERO podrían servir como señal inicial durante el proceso de muerte, 

mientras que en otros casos puede servir como un ejecutor de la muerte. 
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Se ha reportado que las ERO incrementan durante el primer mes postnatal en 

comparación con los niveles detectados en etapas embrionarias (Scarpa et al, 1987). La 

cantidad de ERO en el cerebro de rata es menor a los 7-21 P, incrementándose en las 

ratas adultas y alcanzando el nivel más alto en ratas ancianas, estos resultados 

concuerdan con los descritos por Schreiber (Schreiber et al, 1995; Driver et al, 2000) y 

sugieren que pueden ser intrínsecas las diferencias en la producción de especies 

reactivas y las diferencias relacionadas con la edad. La respuesta de las neuronas frente 

las ERO cambia durante el desarrollo (Kushima et al, 1990), por ejemplo altas 

concentraciones de oxígeno inducen muerte neuronal en neuronas embrionarias, pero no 

en neuronas posnatales (Ishikawa et al, 1999). 

En los sistemas biológicos una parte de las ERO se forman como subproducto de 

la respiración aeróbica (Halliwell, 1991). Durante el transporte de electrones mitocondrial 

algunos electrones escapan dando lugar a la formación de anión superóxido (Fig. 5). El 

anión superóxido se puede convertir a su vez en peróxido de hidrógeno por acción de la 

enzima superóxido dismutasa (SOD). Además, este anión también puede ser 

transformado no enzimáticamente a H2O2 y 1O2.  El peróxido de hidrógeno producido 

puede ser subsecuentemente transformado en agua por enzimas como la catalasa y la 

glutatión peroxidasa. Además, en presencia de metales de transición no reducidos, como 

los iones ferroso y cuproso, el H2O2 puede ser convertido, mediante la reacción de Fenton, 

en el radical hidroxilo que es altamente reactivo (Dröge, 2002). (Fig. 5) 

Otros procesos metabólicos también producen ERO como un subproducto, como 

sucede durante la oxidación de los ácidos grasos en los peroxisomas. En este caso, los 

electrones de alto potencial generados durante la oxidación se transfieren al oxígeno y se 

produce peróxido de hidrógeno mediante una reacción catalizada por la acetil-CoA 

oxidasa. La β-oxidación de los ácidos grasos es catalizada por la enzima citocromo P450, 

la cual también produce ERO (Fig. 5). La xantina deshidrogenasa es una flavoproteína 

citosólica con cuatro centros Fe-S y un átomo de Mb que cataboliza la xantina en 

hipoxantina y luego en ácido úrico, durante la degradación de las purinas (Lehninger et 

al., 2000). En algunas ocasiones, se pueden producir modificaciones en la proteína que la 

convierten en una oxidasa que puede formar superóxido a partir del O2 (Enroth et al., 

2000). Otra condición que genera ERO ocurre en el retículo endoplásmico durante el 

plegamiento de proteínas catalizado por la enzima sulfidril-oxidasa. (Fig. 5) 

En mamíferos se han identificado diversas oxidorreductasas que llevan a la 

producción de ERO como un subproducto de sus actividades. Éstas incluyen a la 
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ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la óxido nítrico sintasa, la xantina oxidasa y la 

ubiquinona, entre otras. Finalmente, la NOX es un complejo fundamental en la producción 

de ERO, la cual, a diferencia de las otras fuentes mencionadas, que generan ERO como 

subproductos, tiene como función primaria la producción de ERO (Covarrubias y cols., 

2008; Hernández-García y cols; Halliwell, 1991). (Fig. 5) 

 

 
 

Figura 5. Fuentes de ERO en la célula. La cadena respiratoria en la mitocondria es una de las fuentes 
responsables de la generación de ERO producidas en aerobiosis. Otras fuentes de ERO como producto 
secundario, incluyen a  la degradación de los ácidos grasos de cadena larga, el catabolismo de las purinas 
mediado por la xantina oxidasa peroxisomal o citosólica, la síntesis de leucotrienos mediada por la  5-
lipoxigenasa y la activación del citocromo P450, entre otros. La NOX se localiza en membranas y su función 
primaria es la producción de ERO. Las ERO producidas por la NOX pueden salir de la célula, y en el caso del 
peróxido de hidrógeno éste puede ingresar a las células a través de acuaporinas. (Modificada de Covarrubias 
et al., 2008). 

 
Los sistemas biológicos han desarrollado mecanismos enzimáticos y no 

enzimáticos para la degradación de especies reactivas como lo es la enzima superóxido 

dismutasa (SOD) que dismuta el seperóxido a H2O2, las catalasas que convierten el H2O2 

en H2O y O2, las peroxidasas catalizan la reducción de H2O2 empleando una amplia gama 

de compuestos orgánicos e inorgánicos. El sistema de peroxidasas dependientes del 

glutatión y de la tiorredoxina contiende con el H2O2 los hidroperóxidos, los lipoperóxidos, 



 15 

etc. El factor de transcripción nuclear Nrf2 es un regulador de la expresión de enzimas 

antioxidantes (Joshi y Jhonson, 2012). Otros antioxidantes no enzimáticos son el 

glutatión, los quelantes de metales de transición, el ácido lipóico, la melatonina, el 

ascorbato, los β-carotenos, el α-tocoferol, el urato, etc. (Halliwell y Gutteridge, 2010) (Fig. 

6). 

 
 

 
 
Figura 6.  Relación entre producción y eliminación de ERO. Diversos factores intervienen para el aumento y la 
disminución de las ERO.  
 

NADPH oxidasa (NOX) 

La NOX es un complejo enzimático que se identificó y caracterizó inicialmente en 

neutrófilos y macrófagos. El complejo está formado por un componente membranal y otro 

citosólico. El primero está constituido por las subunidades p22phox y gp91phox (NOX2) y 

es conocido también como el citocromo b558 y representa la parte catalítica del complejo. 

El componente citosólico está formado por tres subunidades citosólicas, p40phox, 

p47phox, p67phox, las cuales regulan la actividad del complejo catalítico junto con la 

GTPasa Rac (Figs. 7,8). La subunidad catalítica NOX2 es un flavocitocromo altamente 

glicosilado de 570 aminoácidos que contiene dos grupos hemos no idénticos, coordinados 

por dos pares de residuos de histidina (Lambeth, 2004; Babior, 2004; Leto y cols. 2009). 



 16 

Una vez activa, la NOX cataliza la reducción de una molécula de oxígeno para 

producir anión superóxido utilizando NADPH como sustrato. El proceso se inicia cuando, 

después de recibir una señal de activación,  la subunidad p47phox es fosforilada en 

múltiples serinas a través de una cinasa, que puede ser algún miembro de la familia de 

PKC, ERK1/2, p38 MAPK, Pak1 y Akt. La fosforilación de la p47phox induce su 

translocación, junto con el complejo p40phox / p67phox, a la membrana plasmática, por lo 

que se considera que p47phox es una “subunidad organizadora”. Una serie de 

fosforilaciones posteriores permiten a esta subunidad interactuar con p22phox y NOX2 

mediante cambios conformacionales que reducen el estado de auto inhibición y exponen  

sus dominios SH3, los cuales se unen a las regiones ricas en prolina (PRR) presentes en 

p22phox. Por su parte, p67phox, a través de su dominio SH3 del C-terminal, se asocia 

con la PRR de p47phox. La interacción de p67phox con NOX2 es fundamental para la 

activación de la NOX. Después de la señal de activación, la subunidad p40phox se 

fosforila y se desplaza a la membrana junto con el complejo p47phox-p67phox a través de 

sus dominios Phox/Bem1p (PB1). Se sabe que p40phox aumenta la interacción de estas 

subunidades reguladoras con el complejo ensamblado, ayudando a su anclaje a la 

membrana. Finalmente y de manera independiente de p47phox y p67phox, ocurre una 

translocación de Rac a la membrana. El GTP determina la interacción de Rac con la 

región N-terminal de p67phox. Así, la asociación de las subunidades citosólicas con las de 

la membrana conduce a la activación de la enzima (Fig. 8). 

Además de los dos grupos hemo presentes en la región transmembranal N-

terminal, la subunidad catalítica también contiene un sitio de unión a NADPH y otro a FAD 

en la región citosólica C-terminal, lo que constituye un aparato eficiente para el transporte 

de electrones del citoplasma al exterior de la célula. Una vez ensambladas las 

subunidades citoplásmicas y membranales, los electrones fluyen del NADPH unido a NOX 

hacia el FAD y, mediante los dos grupos hemos orientados perpendicularmente a la 

superficie de la membrana formando un conducto, los electrones pasan a través de la 

membrana para reducir el oxígeno molecular y formar anión superóxido (Fig. 8) (Lambeth, 

2004; Leto y cols. 2009). En un primer paso, los electrones son transferidos al FAD en un 

proceso regulado por p67phox y generándose NADP y FADH2; en un segundo paso, un 

electrón es transferido de FADH2 al grupo hemo interno. Para poder recibir un segundo 

electrón del recién formado FADH, el hemo interno pasa el electrón al hemo externo. Para 

crear una fuerza energéticamente favorable es necesario que el O2 esté unido al hemo 

externo, donde el oxígeno recibe el electrón, formando anión superóxido en el borde 
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externo de la membrana. Así, una molécula de NADPH produce dos iones superóxido 

mediante una transferencia gradual de dos electrones a dos moléculas de oxígeno (Fig. 8) 

(Leto y cols. 2009, Bokoch y cols 2009, Lambeth, 2000; Cheng y cols, 2001). 

Figura 7. Mecanismo de activación de la NOX2 en macrófagos. 1) La célula recibe una señal de activación 
que induce la activación de vías de señalización que llevan a la activación de cinasas. 2) La subunidad 
p47phox se fosforila por cinasas que catalizan varias fosforilaciones de la región autoinhibidora (AIR) de 
p47phox, liberando su dominio bis-SRC-homología 3 (SH3), que permite enlazar a p22phox. También se 
favorece la exposición del dominio homología Phox (PX) de p47phox que permite su unión a fosfolípidos de la 
membrana. Por su parte, p67phox, a través de su dominio SH3 del C-terminal, se asocia a la PRR de 
p47phox. La subunidad p40phox se fosforila y se desplaza a la membrana junto con el complejo p47phox-
p67phox a través de sus dominios Phox/Bem1p (PB1). 3) El complejo de las proteínas citosólicas reguladoras 
(p40phox/p47phox/p67phox) se translocan al flavocitocromo b558 (NOX2 y p22phox). La interacción de 
p67phox con NOX2 es fundamental debido a que p67phox contiene dos dominios SH3 necesarios para la 
activación de la NOX. 4) Por otro lado, las proteínas intercambiadoras de nucleótidos activan a la GTPasa 
Rac. La unión de GTP promueve cambios conformacionales en RAC que favorece la disociación de RhoGDI y 
su asociación a la membrana. El cambio conformacional también promueve la unión de RAC al 
tricodecapéptido (TPR) de p67phox, ayudando al ensamblaje de la enzima y coadyuvando su activación. 5) 
Una vez formado este complejo, los electrones fluyen del NADPH hacia el FAD de donde se transfieren a los 
grupos hemo de la subunidad catalítica NOX2  hasta llegar al aceptor final que es el O2, y cuya reducción 
conduce a la formación del anión superóxido (Modificada de Sumimoto, 2008). 
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Además de los dos grupos hemo presentes en la región transmembranal N-

terminal, la subunidad catalítica también contiene un sitio de unión a NADPH y otro a FAD 

en la región citosólica C-terminal, lo que constituye un aparato eficiente para el transporte 

de electrones del citoplasma al exterior de la célula. Una vez ensambladas las 

subunidades citoplásmicas y membranales, los electrones fluyen del NADPH unido a NOX 

hacia el FAD y, mediante los dos grupos hemos que están orientados perpendicularmente 

a la superficie de la membrana proporcionando un conducto, los electrones pasan a 

través de la membrana para reducir el oxígeno molecular y formar anión superóxido (Fig. 

8) (Lambeth, 2004; Leto y cols. 2009). En un primer paso, los electrones son transferidos 

al FAD en un proceso regulado por p67phox y generándose NADP y FADH2; en un 

segundo paso, un electrón es transferido de FADH2 al hierro del grupo hemo interno. 

Para poder recibir un segundo electrón del recién formado FADH, el hemo interno debe 

pasar el electrón al hemo externo. Para crear una fuerza energéticamente favorable es 

necesario que el O2 esté unido al hemo externo, donde el oxígeno recibe el electrón, 

formando anión superóxido en el borde externo de la membrana. Así, una molécula de 

NADPH produce dos iones superóxido mediante una transferencia gradual de dos 

electrones a dos moléculas de oxígeno (Fig. 8) (Leto y cols. 2009, Bokoch y cols 2009, 

Lambeth, 2000; Cheng y cols, 2001).  

Durante la última década se ha demostrado la presencia de NOX en células no 

fagocíticas. Hasta el momento se han encontrado siete homólogos de la unidad catalítica 

NOX (NOX1, 2, 3, 4, 5, y DUOX1 y 2), un homólogo de la subunidad p47phox (NOXO1) y 

uno de p67phox (NOXA1) (Bokoch y Knaus, 2000; Geiszt, 2006; Bedard y Krause, 2007; 

Li y Shah, 2003). Además, la dependencia de las subunidades citosólicas para generar 

ERO también varía entre los diferentes miembros de NOX (Fig. 10) (Lambeth y cols, 

2000). Las  DUOXs son conocidas también como “oxidasas duales” ya que contienen la 

estructura típica del citocromo b558 y un dominio homólogo a las peroxidasa, tales como 

la mieloperoxidasa y la lactoperoxidasa, que le confiere la propiedad de producir H2O2 a 

partir de anión superóxido producido. Además, las DUOXs tienen dos dominios EF de 

unión a calcio en el extremo N-terminal. Dado que carecen de las subunidades 

reguladoras citoplásmicas, estos complejos regulan su activación por calcio a través de 

del dominio EF mencionado (Leto y cols, 2009, Bokoch, 2009). 

Se ha encontrado que NOX1, NOX3, NOX4 y NOX5 están estructuralmente muy 

relacionadas con NOX2 (Bokoch y Knaus, 2000; Geiszt, 2006), pero funcionalmente 

tienen ciertas diferencias que incluye: (i) la NOX  de células no fagocíticas parece generar 
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bajos niveles de superóxido, incluso en células no estimuladas; (ii) aunque su actividad 

puede estar desregulada en algunas condiciones patológicas, la producción de 

superóxido es mucho menor que la generada por la NOX de neutrófilos activados; (iii) una 

proporción importante del superóxido que se genera es intracelular, mientras que en los 

neutrófilos activados el O2
.- se genera en el compartimento extracelular (Brown y 

Griendling, 2009). 

Otra diferencia entre los miembros de la familia NOX es la distribución subcelular. 

NOX1 se ha identificado en caveolas de la membrana plasmática, mientras que NOX2 se 

encuentra en fagosomas y en los lamelipodios de los conos de crecimiento. Tanto NOX1 

como NOX2 se han localizado en "redoxisomas", endosomas responsables de la 

señalización temprana mediada por receptor en células no fagocíticas.  Por otro lado, la 

NOX3 se ha identificado preferentemente en la membrana plasmática, mientras que 

NOX4 ha sido identificada en adhesiones focales, núcleo y retículo endoplásmico, donde 

interactúa con cinasas y fosfatasas distintas a las que se encuentran en la caveola y en 

los endosomas. Finalmente, NOX5 se ha encontrado en las membranas internas, 

mientras que DUOX1 / 2 se encuentran básicamente en la membrana plasmática 

(Sumimoto, 2008). 

Los mecanismos de activación de las NOX 1, 2 y 3 son similares que, como se 

mencionó anteriormente, implican la formación de un complejo conteniendo la subunidad 

membranal catalítica y las reguladoras citosólicas. La regulación de NOX4 es poco 

conocida, pero se sabe que en diversos tipos celulares tiene una actividad constitutiva. Su 

expresión es ubicua, lo que coincide con el hecho de que su secuencia génica posee 

múltiples bases GC en la región promotora, características de los genes de expresión 

constitutiva. Por otro lado, también se ha demostrado que la expresión de NOX4 puede 

ser inducida por algunos factores. Finalmente, la NOX5 y  las DUOX1/2  carecen de las 

subunidades reguladoras y su activación está regulada por Ca2 + citosólico (Leto y cols, 

2009; Bokoch y Knaus, 2009; Sumimoto, 2008; Katsuyama, 2012). Los genes que 

codifican para las subunidades NOX solo existen en eucariontes y son evolutivamente 

antiguos. (Fig.9) 
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Figura 8. Mecanismo de producción de ERO por NOX.  A) La subunidad catalítica de la NOX contiene sitios 
de unión a NADPH y FAD, así como dos grupos hemo que están orientados perpendicularmente a la 
superficie de la membrana, proporcionando un conducto para que los electrones puedan fluir. B) La estructura 
de esta subunidad catalítica permite, en un primer paso regulado por p67phox, que los electrones sean 
transferidos al FAD y así generar NADP y FADH2; en un segundo paso, un electrón es transferido de FADH2 
al hierro del grupo hemo interno. Para poder recibir un segundo electrón del recién formado FADH, el hemo 
interno debe pasar el electrón al hemo externo. Para crear una fuerza energéticamente favorable es necesario 
que el O2 esté unido al hemo externo, donde el oxígeno recibe el electrón, formando anión superóxido en el 
borde externo de la membrana. Así, una molécula de NADPH produce dos iones superóxido mediante una 
transferencia gradual de dos electrones a dos moléculas de oxígeno. C) De acuerdo a un modelo teórico es 
necesario un dimero de la NOX y una molécula de NADPH para transferir los electrones a dos moléculas de 
oxígeno molecular a través de los centros redox de la subunidad catalítica: 1) Por cada dímero se reducen un 
par de grupos hemo externo (H1) y un par de grupos hemo externo (H2) por acción de un par de FAD (el cual 
se cicla entre la semiquinona  FADH• y el FADH2)  resultando en dos semiquinonas FADH• y un FADH2. El 
recién creado FAD es, a su vez, totalmente reducido a FADH2 por una NADPH+ H +.  Los dos FADH2 
generados son reintroducidos en un nuevo ciclo y para iniciar el ciclo de transporte de electrones se requiere 
solo un NADPH. En este estado el sitio de unión a NADPH es transitoriamente enmascarado y no funcional en 
una de las dos cadenas de la subunidad catalítica. Así, una molécula de NADPH produce dos iones 
superóxido mediante una transferencia gradual de dos electrones a dos moléculas de oxígeno  (Modificado de 
Bedard, et al., 2007 y Vignais,  2002). 

 

Diversos estudios han sugerido que las ERO generadas por las NOX podrían tener 

un papel fisiológico a través de la modulación de múltiples vías de señalización 

intracelular sensibles al estado redox de la célula, incluyendo la inhibición de fosfatasas 

de tirosina, la activación de factores de transcripción y la modulación de la actividad de 

algunos canales iónicos (Bedard y Krause, 2007). Comparado con otros sistemas de 

señalización, se propone que la NOX tiene una amplia heterogeneidad en sus procesos 

de activación. Se ha observado que la NOX se puede activar por factores químicos, 
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físicos, ambientales y biológicos. Algunos de estos estímulos pueden incrementar la 

función de la NOX aumentando su expresión génica, mientras que otros pueden también 

activar directa o indirecta el sistema enzimático sin modificar su transcripción. Algunas 

moléculas como  la angiotensina II (Ang II), la trombina, el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β) producen  

alteraciones en la actividad o en la expresión de las NOX y en última instancia, en la 

cantidad de ERO producidos (Li y Shah 2003, Sumimoto, 2008; Sorce y Krause, 2009). 

 

 

Figura 9. Homólogos de la NOX. Se han identificado 7 homólogos, de los cuales la NOX1, NOX2 y NOX3 
requieren de proteínas citosólicas adaptadoras, conocidas como '' organizadoras'' (p47phox o Noxo1 y 
p40phox) y “activadoras'' (p67phox o Noxa1). También requieren para su activación de la GTP-Rac. La 
subunidad p22phox forma un complejo heterodimérico estable con las NOX 1-4, favoreciendo la unión de la 
enzima a la membrana plasmática y proporcionando un sitio de unión para las subunidades organizadoras. La 
NOX5 y las DUOX son sensibles al calcio debido a que poseen dominios EF de unión a calcio. Las proteínas 
“activadoras” de DUOX (Duoxa) forman complejos estables con éstas en la membrana plasmática. Las DUOX 
contienen un dominio de peroxidasa que produce peróxido de hidrógeno a partir del anión superóxido 
producido previamente. (Modificada de Lambeth, 2004). 
 

 

 



 22 

Papel fisiológico de las ERO producidas por las NOX 

  Las NOX regulan muchos procesos fisiológicos fundamentales, como el 

crecimiento celular, la diferenciación, la apoptosis y la remodelación del citoesqueleto. 

Además, participan en otros procesos especializadas como la defensa del huésped, el 

control del tono vascular, la formación de la otoconia en el oído interno y la yodación de la 

hormona tiroidea, entre otros (Lambeth y cols. 2000; Li y Shah 2003; Lambeth, 2004; 

Sumimoto, 2008; Leto y cols, 2009; Sorce y Krause, 2009). Se ha encontrado que los 

distintos homólogos de la NOX participan en procesos diferentes y en distintos tipos 

celulares. 

 

NOX1 

La NOX1, también conocida como Mox1, fue el primer homólogo de NOX2 que se 

identificó. Es una proteína 56% idéntica a NOX2 (Geiszt, 2006; Bedard y Krause, 2007; 

Bokoch y Knaus, 2009).  Este complejo se expresa marcadamente en el epitelio del colon, 

donde su papel fisiológico es controversial, habiéndose propuesto que puede participar en 

la defensa inmune y en la proliferación celular (Sorce y Krause, 2009). La NOX1 también 

se expresa en células endoteliales, en el útero, en la placenta, en la próstata, en los 

osteoclastos y en la retina. También se ha demostrado que está presente en las células 

del músculo liso vascular, donde regula su crecimiento y migración. Por ejemplo, en 

células del músculo liso del ratón deficiente de NOX1, la migración se altera en respuesta 

al PDGF o al factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). También se ha propuesto que 

NOX1 podría ser importante en la regulación de la presión arterial (Lambeth y cols. 2000, 

Sumimoto, 2008; Leto y cols, 2009; Sorce y Krause, 2009). 

NOX1 también se encuentra presente en las células del sistema nervioso central 

(SNC). Los ratones deficientes de NOX1 presentan una reducción en la sensibilidad al 

dolor que acompaña a la inflamación (hiperalgesia) mediada por la activación del canal 

TRPV1. En la microglía se ha sugerido que tiene un papel en la defensa del SNC, 

mientras que en las neuronas se ha implicado en el crecimiento de las neuritas (Lambeth 

y cols. 2000; Sumimoto, 2008; Leto y cols, 2009, Sorce y Krause, 2009). 

  Más recientemente se ha asociado NOX1 a procesos relacionados con cáncer a 

través de su participación en el control del ciclo celular, en particular de la ciclina D1. La 

sobreexpresión de NOX1 en células epiteliales de pulmón induce un incremento en la 

expresión de la ciclina D1 y aumenta la proliferación (Sumimoto, 2008). Por otro lado, en 

estudios de cáncer de colon humano se demostró una correlación entre las mutaciones de 
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Ras y NOX1 sobreexpresado. Se ha propuesto que el oncogén Ras activa y regula a 

NOX1, lo cual es necesario para sus propiedades oncogénicas (Sumimoto, 2008, Sorce y 

Krause, 2009). 

 

NOX2 

Se sabe que NOX2 es esencial en la defensa innata del huésped. Aunque NOX2 

está más expresado en los fagocitos, también se ha detectado en el SNC, endotelio, en 

las células del músculo liso vascular, fibroblastos, cardiomiocitos, músculo esquelético, 

hepatocitos y en las células madre hematopoyéticas. Las personas que carecen de NOX2 

o con mutaciones en otros componentes del complejo enzimático padecen granulomatosis 

crónica (GC) y son altamente susceptibles a sufrir infecciones debido a una alteración en 

la actividad de los neutrófilos. Además, los ratones deficientes en NOX2 desarrollan 

artritis espontáneamente y la gravedad se incrementa proporcionalmente con la edad 

(Lambeth y cols., 2000; Lambeth, 2004; Covarrubias y cols., 2008; Sumimoto, 2008;  

Bokoch y Knaus, 2009; Leto y cols., 2009; Sorce y Krause, 2009). 

Los datos sobre el posible papel de NOX2 en funciones del SNC se derivan de los 

estudios en pacientes con GC y ratones GC. Entre los pacientes con GC aumenta la  tasa 

de prevalencia de déficit cognitivo, lo que coincide con los ratones deficientes en p47phox, 

los cuales muestran problemas de memoria. Por lo tanto, es probable que NOX2 juegue 

un papel importante en las funciones cognitivas. En apoyo de esta hipótesis, se sabe que 

las ERO son importantes en la señalización implicada en los mecanismos subyacentes a 

la plasticidad sináptica y a la formación de la memoria (Sumimoto, 2008, Sorce y Krause, 

2009). 

 

NOX3 

Este homólogo muestra una similitud de 55% con NOX2. Se expresa 

principalmente en el oído interno y, en menor grado, en el bazo, riñón y pulmón. También 

se expresa de manera marcada en el cerebro de fetos de murino, pero sus niveles 

prácticamente desaparecen en el tejido adulto, lo que puede indicar que NOX3 

desempeña un papel importante en el desarrollo. Se ha encontrado que diferentes 

mutaciones en NOX3 llevan a defectos en el sistema vestibular en ratones. Estos ratones 

mutantes presentan trastornos motores, de coordinación, orientación y comportamiento. 

Esto pone en evidencia el grado de especialización de NOX3 y la importancia en procesos 

fisiológicos del sistema nervioso. También se ha demostrado que la NOX3 tiene una 
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importancia funcional en las células endoteliales del pulmón. En ratones donde 

incrementa la actividad de NOX3 se desarrolla enfisema, sin que hasta el momento se 

conozca el mecanismo involucrado. Otra línea de estudio ha demostrado un nuevo papel 

de NOX3 en la resistencia a la insulina, en este experimento se utilizó un modelo de 

ratones diabéticos y se observó que ocurre un incremento en la expresión de NOX3 

(Bedard y Krause, 2007; Sumimoto, 2008, Sorce y Krause, 2009). 

 

NOX4 

 La NOX4 es una proteína de 758 aminoácidos y 39% de identidad con NOX2 y 

constituye el homólogo de mayor expresión en comparación con otros homólogos de NOX 

después de la NOX2. En el riñón se le ha asociado a la expresión de genes dependientes 

de oxígeno. La NOX4 también se ha implicado en otros procesos fisiológicos, incluyendo 

la senescencia celular, la apoptosis, la supervivencia, la señalización de la insulina, la 

migración y la diferenciación.     

También se ha demostrado que NOX4 es responsable de la producción de O2
.- en 

osteoclastos, participando en el proceso de reabsorción ósea. Recientemente se encontró 

que NOX4 se expresa abundantemente en adipocitos. Este homólogo también se ha 

encontrado en las células musculares lisas, en las células endoteliales, en los fibroblastos, 

en los queratinocitos, en las neuronas y en los hepatocitos (Lambeth y cols. 2000, Li y 

Shah, 2003; Bedard y Krause 2007; Sumimoto, 2008; Sorce y Krause, 2009,). 

  En células del músculo liso vascular (VSMCs) el IGF-I induce migración mediada 

por NOX4, por un mecanismo desconocido. NOX4 regula el crecimiento y la supervivencia 

en VSMCs tratadas con el activador del plasminógeno urocinasa o el TGF-β.  Los 

estudios realizados con VSMCs, fibroblastos, adipocitos, y células madre embrionarias 

muestran que la producción de ERO por NOX4 promueve la diferenciación (Sumimoto, 

2008, Sorce y Krause, 2009) 

 

NOX5 

NOX5 es un homólogo distante de la familia NOX que presenta solamente un 27% 

de identidad con NOX2. Está compuesta por 737 aminoácidos y contiene una extensión 

en el amino terminal con cuatro sitios de unión a calcio: tres dominios EF y un cuarto sitio 

atípico (Katsuyama y cols., 2012). NOX5 se expresa en las células endoteliales, en el 

bazo, en el útero, en órganos linfoides y en los testículos (Lambeth y cols. 2000, Sorce y 

Krause, 2009). En líneas celulares transfectadas con NOX5 se encontró que la 
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generación de superóxido es dependiente de calcio y que esta enzima también es capaz 

de actuar como canal de protones. El calcio produce un cambio conformacional en NOX5 

a través de una interacción intramolecular que activa a la proteína. Varios autores han 

propuesto que NOX5 juega un papel en la proliferación celular. Por ejemplo, en VSMCs 

humanas la proliferación inducida por PDGF está mediada por NOX5. Esto coincide con el 

hecho de que NOX5 se expresa en varias líneas celulares de cáncer. En este sentido, se 

ha implicado a NOX5 en la regulación del cáncer de próstata y en el adenocarcinoma de 

esófago de Barrett. Se ha propuesto que el factor activador de plaquetas (PAF) induce la 

expresión de NOX5 en estas células. En este contexto, se ha sugerido que la NOX5 está 

implicada en la malignidad de las células malignas maduras, ya que este complejo no se 

expresa en las células B normales (Lambeth y cols. 2000; Sumimoto, 2008, Sorce y 

Krause, 2009). El gen de NOX5 está ausente en los roedores, por lo cual los estudios con 

genes interrumpidos no son factibles y es poco lo que se conoce sobre la NOX5 en su 

papel fisiológico (Lambeth y cols. 2000). 

 

DUOX1/DUOX2  

  Se considera que las DUOX tienen una naturaleza dual debido a su 

dominio extracelular de peroxidasa y a un dominio similar a NOX2, responsable de la 

producción de anión superóxido. Como se mencionó, las DUOX se regulan por calcio a 

través de un dominio EF de unión a Ca2 + (Bokoch y cols., 2009; Leto y cols, 2009; 

Katsuyama y cols., 2012). Estos complejos se expresan en el epitelio de los tejidos de las 

mucosas de las vías respiratorias y del aparato digestivo y urogenital. También están 

presentes en glándulas endócrinas y exócrinas como la tiroides, las glándulas salivales, el 

páncreas, y la próstata. Las DUOX fueron aisladas originalmente en los tirocitos de la 

tiroides y se asociaron a la producción de H2O2 utilizado para la oxidación del yoduro 

durante la síntesis de la hormona tiroidea. En el pulmón y las glándulas salivales, las 

DUOX proveen de H2O2 a la lactoperoxidasa que convierte los aniones tiocianato en el 

oxidante hipotiocianato con función microbicida, lo que le confiere un papel esencial en la 

defensa del huésped.  Las DUOX requieren de factores llamados DUOXA, los cuales son 

proteínas transmembranales esenciales para su actividad. Las mutaciones en el gen de 

DUOXA2 producen hipotiroidismo congénito. 

Particularmente, DUOX2 está vinculada a casos de hipotiroidismo congénito, se 

cree que es la principal responsable de la síntesis de la hormona tiroidea. Por otro lado, la 
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DUOX2 es inducible en el colon y en la glándula salival y tiene un papel muy importante 

en la defensa del huésped en este tejido (Lambeth y cols. 2000; Leto y cols, 2009).  

 

ANTECEDENTES 

Durante periodos críticos del desarrollo, las NGC está sujetas a diferentes 

procesos como migración neuronal, sinaptogénesis, muerte neuronal y diferenciación 

morfológica y bioquímica. El empleo de sistemas in vitro, particularmente de cultivos 

primarios de NGC, han permitido estudiar con cierto detalle estos mecanismos básicos 

que ocurren en las neuronas en su desarrollo. Esta preparación refleja en gran medida los 

fenómenos que ocurren durante el desarrollo in vivo. Los cultivos de células neuronales 

constituyen una preparación aislada y homogénea en la que se puede seguir con 

exactitud el grado de maduración celular y permite el control farmacológico de algunos 

eventos fisiológicos como la actividad sináptica neuronal. 

Las NGC migran en cultivo y son capaces de diferenciarse y madurar 

bioquímicamente en respuesta a condiciones tróficas. Se ha propuesto que el KCl 

mimetiza las influencias tróficas ejercidas in vivo por las fibras musgosas de tipo 

excitador, particularmente glutamatérgicas. Así, se ha demostrado que las NGC cultivadas 

crónicamente en presencia de concentraciones despolarizantes de KCl (25 mM; K25) o 

bien de un agonista natural de los receptores glutamatérgicos, NMDA, experimentar una 

maduración bioquímica, similar a la observada in vivo (Moran y Patel, 1989ª, 1989b, 

Moran et al., 1999). 

 Las NGC también tienen una dependencia del KCl y la activación del receptor de 

glutamato para sobrevivir.  Las NGC deben ser cultivadas crónicamente en un medio con 

KCl 25mM  o en presencia de NMDA para que éstas sobrevivan por más de 10-14 DIV. 

Por otro lado, cuando estas células son transferidas de estas condiciones a un medio 

idéntico, pero sin NMDA y con KCl 5 mM (K5) las neuronas mueren después de 24-48h. 

Bajo estas condiciones, las células mueren con características apoptóticas (Morán et al, 

1999ª). 

Uno de los eventos temprano relacionado con el proceso de muerte de NGC es la 

producción de ERO alrededor de cuatro horas después de iniciado el estímulo apoptótico. 

Se ha sugerido que en este modelo la generación de ERO puede funcionar como una 

señal temprana en el proceso de muerte apoptótica (Valencia y Morán, 2001; Valencia y 

Morán, 2004). En estos estudios se ha sugerido que el origen de las ERO participantes en 

la muerte apoptótica de las NGC podría ser el complejo enzimático membranal NADPH-
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oxidasa (Coyoy et al; 2008). Esta sugerencia se refuerza por un estudio previo en el que 

se demostró la presencia de NADPH-oxidasa en neuronas periféricas en cultivo y se 

asoció a la muerte neuronal apoptótica inducida por la privación del factor del crecimiento 

nervioso (Tamariello et al, 2000). 

En el sistema nervioso, se ha encontrado a la NADPH oxidasa en neuronas 

hipocampales (Tejeda-Simon et al., 2005), donde se ha propuesto que tiene múltiples 

funciones en procesos de señalización neuronal (Knapp y Klann, 2002; Thiels et al., 

2000). Estudios en diferentes laboratorios han sugerido que las ERO pueden actuar como 

mensajeros celulares modulando la actividad de proteínas cinasas tal como PKC, 

MEK/ERK, PTK en cascadas de señalización (Klann y Thiels, 1999). Se ha demostrado 

que la diferenciación neuronal inducida por NGF involucra la producción de ERO vía 

NADPH oxidasa (Suzukawa et al., 2000). La NADPH oxidasa también es requerida para 

la potenciación hipocampal a largo plazo y la memoria dependiente del hipocampo (Knapp 

y Klann, 2002; Thiel et al., 2000). 

En un estudio previo de nuestro grupo en NGC cultivadas encontramos que tanto 

la muerte como los parámetros de apoptosis inducidos por K5 se inhiben por 

bloqueadores de la NADPH oxidasa. Estas condiciones apoptóticas inducen la actividad 

de una NADPH oxidasa. Además, en estas mismas células detectamos, por ensayos de 

tipo Western blot, la presencia de las 5 subunidades de la NADPH oxidasa (NOX2) y, 

mediante ensayos de RT-PCR, la presencia de NOX2, p22phox, p67phox, p47phox y 

p40phox, NOX1 y NOX 4.  

De acuerdo a lo anterior se sabe que las NGC del cerebelo expresan los 

homólogos de la NOX así como sus subunidades, además las ERO generadas por la 

NOX tienen un papel crítico en diversos procesos que ocurren en el desarrollo como la 

proliferación, migración, maduración y muerte celular. Sin embargo, se desconoce si 

durante el desarrollo del cerebelo, las especies reactivas juegan un papel determinante en 

este proceso y si éstas son generadas por una NOX.  Por esta razón, en este estudio se 

pretende estudiar la expresión de los homólogos de la NOX y de sus subunidades in vitro 

e in vivo y la generación de ERO durante el desarrollo del cerebelo. Además, emplear 

antioxidantes e inhibidores de la NOX para determinar si las ERO producidas por la NOX 

tienen una participación en la migración celular in vitro e in vivo en la morfología del 

cerebelo, en la actividad motora de las ratas y en la muerte celular durante el desarrollo 

del cerebelo. 
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HIPÓTESIS 

Durante el desarrollo del cerebelo las ERO generadas por una NOX están 

involucradas en eventos de migración y muerte celular. La inhibición de ERO y NOX 

durante el desarrollo afectará la organización estructural del cerebelo y la actividad 

motora dependiente del cerebelo de la rata. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer si las ERO están involucradas en eventos del desarrollo del cerebelo de 

la rata y determinar si estas ERO son producidas por una NOX en un modelo in vitro e in 

vivo de desarrollo. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar la expresión de NOX1, NOX2, NOX4 y de algunas subunidades de la 

NOX en cerebelos de rata en desarrollo a los P4, P8, P12, P16 y P25. 

• Detectar la generación de ERO en cerebelos de rata en desarrollo a P4, P8, P12, 

P16 y P25. 

• Determinar si las ERO generadas en cerebelos de rata en desarrollo a los P4, P8, 

P12, P16 y P25 son producidas por una NOX. 

• Observar el efecto de antioxidantes y de inhibidores de la NOX en la morfología 

del cerebelo. 

• Determinar el efecto de antioxidantes y de inhibidores de la NOX en la actividad 

motora de las ratas de P25.  

• Detectar la producción de ERO en cultivos de NGC de ratas de P0, P4, P8 y P12. 

• Determinar la expresión de NOX1, NOX2, NOX4 en cultivos de NGC de ratas de 

P0, P4, P8 y P12. 

• Detectar la producción de ERO en cultivos de NGC que favorecen la migración. 

• Utilizar antioxidantes e inhibidores de la NOX y determinar el efecto de estas 

especies en la regulación de la migración en cultivos de NGC. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

RT-PCR 

Se realizó la extracción del RNA total de los cerebelos de rata en diferentes 

periodos del desarrollo (P4, P8, P12, P16 y P25) y de los cultivos de NGC de ratas de P0, 

P4, P8 y P12, utilizando la técnica del tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo y 

precipitación con isopropanol (Chomczynski 1987).  

1. En tubos nuevos y estériles, se homogenizaron 100 mg de tejido o se rasparon las 

cajas de 60mm con los CGN con 1 ml de TRIzol a 4°C.  

2. Las muestras homogeneizadas se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 ml, se 

agregaron 200 µl de cloroformo por 1 ml de homogenado, los tubos se taparon y agitaron 

con vortex por 30 seg. 

3. Se mantuvieron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 15 000 rpm a 4°C por 15 

minutos. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior de color rojo compuesta por 

fenol:cloroformo y la porción superior acuosa incolora. El RNA quedó en esta última fase, 

mientras que el DNA y las proteínas se encontraron en la interfase y en la fase orgánica 

respectivamente. 

4. La fase acuosa se transfirió a otro tubo eppendorf y se agregó un volumen equivalente 

de isopropanol. La muestra se mantuvo a 4°C durante toda la noche. 

5. Las muestras se centrifugaron por 15 minutos a 15,000 rpm a 4°C y el RNA se encontró 

en una pastilla blanca amarillenta. 

6. El sobrenadante se removió, el precipitado se lavó con etanol al 75% y se centrifugó a 

7,500 rpm a 4°C durante 8 minutos. 

7. El sobrenadante se removió y el precipitado se lavó nuevamente con etanol al 80%. 

Posteriormente se centrifugó a 7,500 rpm durante 8 minutos a 4°C. 

8. El sobrenadante se removió y se colocaron los tubos boca abajo sobre una gasa estéril 

para evaporar el etanol. 

9. Se disolvió la pastilla de RNA en 40 µl de H2O-DEPC estéril. 

10. Se hicieron diluciones 1:500 y se leyó la absorbancia de estas muestras a las 

siguientes longitudes de onda: 260 y 280 nm. Se determinó la concentración de RNA 

mediante la siguiente fórmula: µg/µL de RNA = 1 unidad de absorbancia a 260 nm X 

factor de dilución (500) x 40 / 1000.  

           Para determinar la integridad del RNA extraído, éste se analizó en geles de 

agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes.  



 30 

Solamente se utilizaron las muestras en las que el RNA estuviera íntegro, es decir donde 

se   observaran claramente las bandas correspondientes a los RNAs ribosomales 18S y 

28S y no se encontrara RNA degradado, ni presencia de DNA. 

 La técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido muy 

utilizada para estudiar la regulación de genes de baja expresión amplificándolos a partir 

de sus secuencias de RNA. Esta técnica requiere de la conversión del RNA total a DNA 

complementario (cDNA) por medio de un a Transcripción Reversa (RT) y amplificación del 

DNA complementario por PCR (RT-PCR) (Rappolee et. al. 1988, Kawasaki 1989). 

Se realizó la transcripción reversa del RNA total. Para esto se preparó la siguiente 

mezcla para la reacción: 

 

Reactivos Concentración Final 

RNA Total 4 µg (en un volumen de 10 µl) 

Buffer RT (5X) 50 mM Tris-HCl pH=8.3 
75 mM KCl 
3 mM MgCl2 

DTT (100 mM) 10 mM 

dNTPs (10 mM) 0.5 mM de cada dNTP 

RT ii Super Scrip 400 unidades 

Oligo d-T 0.05 µg 

 
 La reacción se incubó en un termociclador Perkin Elmer Cetus Modelo 9600 a 

38°C por una hora. 

El perfil de los ciclos para amplificar los genes de NOX1, NOX2, NOX4, p22 phox 

fue el siguiente: Una etapa de desnaturalización a 95ºC por 2 min; 30 ciclos de: 95ºC, 30 

s; 58 ºC, 40 s; 72ºC, 2 min. Un paso de extensión final fue realizado a 72ºC por 5 min. En 

todos los experimentos se incluyeron controles negativos sin RNA y con RNA sin reacción 

de RT. 

La secuencia de oligonucleótidos utilizada para amplificar los genes de NOX1, NOX2, 

NOX4, p22 phox, y GAPDH fue la siguiente: 
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GENES SECUENCIAS 
 

NOX1 
Sentido         5’-[CCTTCTGGGAAACCTGCCTTTAG-3’  
Antisentido  5’-[TGTTGGTCACACTGGATGATAAGC]-3’ 

 
NOX2 

Sentido         5’-[ TGGAGTGGTGTGTGAATGCCAGAG]-3’ 
Antisentido  5’-[ CGATGGTTTTGAAAGGGTGCG]-3’ 

 
NOX4 

Sentido        5’-[AGCCAAGATTCTGAGATTCTGCC]-3’ 
Antisentido  5’-[CCGAGGACGCCCAATAAAAAG]-3’ 

 
p22 phox  

Sentido         5’-[CTTGGATGATAGCACTGCAC-3’  
Antisentido  5’-[CTTCATCTGAAGCTCAATGG]-3’ 

 
GAPDH 

Sentido        5’-[CCT GCA CCA CCA ACT GC]-3’ 
Antisentido  5’-[CAA TCG CAG CCC CAG CA]-3’ 

 

Las condiciones de PCR utilizadas en todos los experimentos fueron las siguientes: 

Reactivos 

Concentración Final 

Buffer PCR 10 X 20 mM Tris-HCl pH=8.4 
50 mM KCl 

MgCl2  (50 mM 1.0 Mm 

dNTPs (10 mM) 0.2 Mm 

Oligo sentido  0.5 M 

Oligo antisentido 0.5 M 

Taq DNA polimerasa 2.5 unidades 

 
 

Una vez que se realizó el RT-PCR, se llevó a cabo una electroforesis de los 

productos obtenidos. Se separaron 35 µl de producto de RT-PCR con Amortiguador de 

carga 6X para DNA en un gel de agarosa al 2% preparado con TBE 1 X. 

 Los productos de amplificación se observaron en un transiluminador de rayos UV y 

se fotografiaron e imprimieron con una película Polaroid 665.  

 
PCR en tiempo real 

Un microgramo del ARN aislado se convirtió a cDNA utilizando M-MLV RT (Invitrogen, 

CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La expresión relativa del gen 

se cuantificó en un Applied Biosystems 7000 (Applied Biosystems, Reino Unido) usando 

Master Mix 2X TaqMan (Applied Biosystems, EE.UU.) y las sondas TaqMan para NOX1 

Rn00586652_m1, NOX2 Rn00576710_m1, NOX4 Rn00585380_m1, Rn00577357_m1 

p22phox, p47phox Rn00586945_m1 y GAPDH Rn01775763_g1 (Applied Biosys-tems, 

EE.UU.). La cuantificación relativa se evaluó mediante el uso de la fórmula 2∆CT y 

normalizando la cantidad del gen diana con la expresión del gen control GAPDH. 



 32 

Inmunoblots  

El cerebelo de ratas de P4, P8, P12, P16 y P25 o los cultivos de NGC de las ratas de P0, 

P4, P8 y P12, se homogenizaron en una solución  tampón a 4° C la cual  contenía 25 mM 

de Tris, 50 mM de NaCl, 2% de Igepal, 0,2% de SDS, y Complete (Roche), ajustado a un 

pH de 7.4. Los homogenados se centrifugaron a 15.000 rpm durante 30 min, y el 

sobrenadante se almacenó a -20°C hasta su análisis. La concentración de la proteína se 

cuantificó por el método de Bradford. Los homogenados (60 µg proteína por carril) fueron 

sometidos a SDS-PAGE. La proteínas resueltas se transfirieron a una membranas de 

PVDF (Millipore) a 100 V durante 1 h. Las membranas fueron bloqueadas durante 1 h a 

temperatura ambiente con 5% de leche seca libre de grasas en TBS (100 mM de Trizma, 

150 mM de NaCl, pH 7,5), se lavó con TTBS (0,1% de Tween en TBS).  Después se 

pusieron los anticuerpos primarios contra NOX1, NOX4, p22phox, p67phox (Santa Cruz), 

NOX2 o GAPDH (Millipore), a una concentración de 1:100 durante toda la noche a 4°C. 

Después se trataron con un anticuerpo secundario anti-goat 1:12500 (ZyMax) acoplado a 

fosfatasa alcalina durante 1 h a temperatura ambiente. GAPDH se utilizó como un control 

interno. Las bandas se visualizaron usando quimioluminiscencia (CDP-Star, Bio Labs), 

siguiendo el protocolo del fabricante, las membranas se expusieron a la película Kodak 

Biomax Light. El análisis densitométrico se realizó con el programa Image J (NIH Image 

versión 1.38) y los resultados se expresaron como la relación de las subunidades entre 

GAPDH. 

Detección de ERO 

Se determinó la producción de ERO mediante microscopía de fluorescencia 

usando dihidroetidina. La dihidroetidina al ser oxidada por el O2
.- se transforma en etidio, 

éste se intercala con el ADN, lo que permite observar el núcleo de la célula de color rojo. 

 

O2
.-
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Las evaluaciones in vivo se realizaron con ratas de P4, P8, P12, P16 y P25, las 

cuales fueron tratadas IP con dihidroetidina (27 mg/Kg) (Hu, et al., 2006), 4 h después se 

anestesiaron con pentobarbital, se prefundieron con PBS y paraformaldehído al 4%. 

Posteriormente se disecaron los cerebelos y se mantuvieron en paraformaldehído 24 h, se 

realizaron cortes sagitales de 30 µm con el crióstato. Los cortes se contratiñeron con 

Höechst 0.001% durante 12 min, se lavaron tres veces con PBS y los cubreobjetos se 

montaron con fluoromont-agua 1:1 v/v. La preparación se observó en un microscopio de 

fluorescencia y/o cofocal usando el filtro de excitación = 546 nm y emisión = 590 nm. 

En el caso de los estudio in vitro, las NGC se cultivaron sobre cajas de 35mm y  se 

incubaron a 37 °C con dihidroetidina (3.2 µM) durante 25 min. La preparación se observó 

en un microscopio de fluorescencia (Nikon Diaphot TMD, Nikon Corporation, Japón) 

usando el filtro de excitación = 546 nm y emisión = 590 nm. 

Actividad de NADPH-oxidasa 

La actividad de NADPH-oxidasa se midió utilizando la técnica descrita por 

Shpungin y colaboradores (1989). La técnica mide indirectamente la actividad de la 

enzima NADPH-oxidasa, en presencia de FAD y NADPH, mediante la reducción de 

citocromo c por el anión O.-
2 formado. 

                                         
Los tejidos se homogenizaron con 300 µl del amortiguador salino [KCl 150 mM y 

NaCl 150 mM (pH 7.4) suplementado con MgCl2 1 mM, EGTA 1 mM, NaN3 2 mM y DTT 1 

mM] más Complete (Roche) y glicerol 1% (v/v). El homogenizado se incubó (100 µl) a 

24°C durante 90 s con el amortiguador, citocromo c (86 µM), FAD (10 µM) y SDS (100 

µM). Después de la incubación, se adicionó 0.2 mM de NADPH, y la reducción de 

citocromo c se midió espectrofotométricamente a 550 nm por 120 s.  Finalmente se ajustó 

el resultado de la actividad enzimática con la cantidad de proteína total por muestra. Los 

resultados se expresan como la diferencia en la absorbencia por hora por mg de proteína. 

La concentración de proteínas fue determinada por el método de Bradford (1976). 

Inmunohistoquímica  

GFAP 

Los cortes de los cerebelos de las ratas de P4, P8, P12, P16 y P25 tratadas con 

MnTMPyP, apocinina y con vehiculo  se lavaron con PBS 0,1 M durante 10 min y luego se 

incubaron en una solución de bloqueo (PBS 0,1 M, Tween 20 al 0.5% y 10% de suero 

normal de cabra) durante 24 horas a 4 ° C. Después se enjuagaron con PBS 0,1 M, 
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posteriormente los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario contra GFAP 

(dilución 1:500) en la solución de bloqueo durante 48 horas a 4 ° C. A continuación las 

laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario hecho en cabra anti-conejo 

conjugado con FITC (Zymed) (dilución 1:250) en la solución de bloqueo durante 1 h a 

temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados de las laminillas y se montaron con 

Vectashield H1200 el cual contiene DAPI. Las imágenes fueron obtenidas utilizando 

microscopia confocal con el microscopio un Fluoview FV 1000 (Olympus). Las imágenes 

se visualizaron y procesaron con el programa FV10-ASW 1.6 (Olympus). Las laminillas sin 

anticuerpo primario no mostraron tinción. 

Caspasa 3 activa 

Los cortes de los cerebelos de las ratas de P16 tratadas con MnTMPyP, apocinina 

y con vehículo se lavaron en PBS 0,1 M durante 10 min y luego se incubaron en una 

solución de bloqueo (PBS 0,1 M, Tritón X-100 3% y 3% de suero normal de cabra) 

durante 24 horas a 4 ° C. Después se enjuagaron con PBS 0,1 M, posteriormente los 

cortes fueron incubados con el anticuerpo primario contra caspasa-3 activa (Cell 

Signaling)) (dilución 1:200) en la solución de bloqueo durante 48 horas a 4 ° C. A 

continuación las laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario hecho en cabra anti-

conejo IgG conjugado con Alexa 488 (Molecular Probes) (dilución 1:200) durante 2 h a 

temperatura ambiente. Las imágenes fueron obtenidas utilizando microscopia confocal 

con el microscopio Fluoview FV10i. El análisis de imágenes se realizó con el programa 

ImageJ. Las células positivas se contaron de la capa molecular y de la granular interna. 

Los resultados se expresan como el número de células positivas por mm2.  

Evaluación de migración neuronal 

Los cultivos de neuronas granulares de cerebelo (NGC) fueron obtenidos de ratas 

de 7 días postnatales; las células fueron disociadas y cultivadas a una densidad de 5x106 

células/ml. Las células se dejaron crecer por 72h en un medio de cultivo que contenía 

medio basal Eagle suplementado con 10% v/v de suero de caballo, 2 mM de glutamina, 5 

mM de KCl, 50 U/ml penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Los cultivos se incubaron a 

37ºC en una atmósfera húmeda al 95% de aire y 5% de CO2. A los cultivos se les 

administró el antioxidante MnTMPyP o los inhibidores de la NOX el AEBSF, DPI o la 

apocinina, a continuación las cajas con el cultivo se colocaron en un microscopio de 

epifloresencia acoplado a un sistema con platina que controla la temperatura y el CO2 , así 

se mantuvieron las mismas condiciones de la incubadora en los cultivos. Posteriormente 

se tomó video durante 3 a 4 horas de los cultivo y se determinó la distancia recorrida de la 
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neurona migrante y el tiempo para posteriormente determinar la velocidad de migración 

de estas células. 

Medición de la actividad locomotora  

La actividad locomotora se determinó en ratas de P25 tratadas desde  P2 con 

MnTMPyP, apocinina o vehículo. La prueba  del Rotarod (Columbus Instruments) se 

utilizó para analizar la capacidad de la rata para correr en un cilindro giratorio y 

proporciona información sobre diferentes parámetros motores, tales como la coordinación 

motora, la marcha, el equilibrio, el tono muscular y la motivación para correr (Rozas et al., 

1997). Las ratas se colocan en un cilindro giratorio y se midió el tiempo que permanecían 

en este cilindro. El cilindro se programo a una aceleración de 0,2 rpm / s y una velocidad 

de 10 rpm, y se anotó el tiempo que permanecieron las ratas en dicho cilindro durante 

120s. 

  La evaluación de la coordinación motora y el equilibrio simple se determinó 

midiendo el desplazamiento de la rata en una barra. El aparato consistía en una varilla 

horizontal de madera (50 cm de largo y 1,5 cm de diámetro), situado a 25 cm por encima 

de una plataforma para amortiguar la caída eventual de los animales. Los animales se 

colocaron al inicio de la varilla, y su cuerpo en eje perpendicular a la varilla. Durante la 

prueba se tomó el tiempo en el cual los animales se desplazaban hasta el final de la 

barra, se les dio un tiempo de tolerancia de 3min para atravesar la barra. Se realizaron 

tres ensayos sucesivos para cada rata separados por una pausa de 3 min. 

Evaluación del comportamiento locomotor también se llevó a cabo utilizando el Open Field 

Starter Package ENV-515 (MED Associates).  

  El sistema mide la actividad de los animales mediante la interrupción de un haz de 

luz infrarroja el cual es monitoreado a lo ancho, largo y alto de toda la superficie donde las 

ratas se desplazan. Estos datos fueron evaluados como tiempo estereotipado, número de 

movimientos estereotipados, tiempo en posición vertical, cuentas verticales, velocidad 

media de desplazamiento, tiempo de ambulatorio, cuentas ambulatorias, episodios 

ambulatorios y la distancia total recorrida (cm). Las ratas se colocaron en la caja del 

ensayo y permanecieron 10 min en periodo de adaptación del medio antes de empezar la 

prueba. 

           La actividad locomotora se evaluó durante 30 min. Todos los experimentos se 

realizaron entre las 9:00 y las 12:00 h. El tiempo ambulatorio es el tiempo que el sujeto 

pasa en estado de movimiento ambulatorio. El tiempo y la distancia recorrida se utilizan 

para determinar velocidad media. El recuento ambulatoria es el número de interrupciones 
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(cuentas) del paso del haz de luz durante el estado de movimiento ambulatorio. El tiempo 

estereotípico es el tiempo que el sujeto esta detenido interrumpiendo el paso de haz de 

luz. Las cuentas estereotipadas son el número total de interrupciones del haz. El tiempo 

de reposo es el tiempo en el que el individuo esta detenido sin nuevas interrupciones en el 

haz. Las cuentas verticales son el número de periodos de interrupciones continuas del 

haz de luz reportadas por '' Z'' I / R. El tiempo en vertical es el tiempo total interrumpiendo 

el haz de luz en '' Z''. La cuantificación de saltos es el número de veces que el animal deja 

de tocar la caja durante un período de tiempo. El tiempo de saltos es el tiempo que 

permanece en coordenadas 0,0, lo que indica un salto, de tal forma que el censor registra 

de todos los haces de luz pasan a través de sus piernas. Episodios ambulatorios es el 

número de veces que el sujeto se desplaza en el área definida o predeterminada antes de 

descansar. 

Análisis estadístico 

  Los datos se analizaron con el programa OriginPro 7.0. Los datos se presentan 

como la media ± desviación estándar, y una significancia estadística determinada 

mediante un análisis estadístico de varianza (ANOVA) de una cola, seguido por la prueba 

de Tukey post hoc, con parámetros de significancia de p <0.05., indicando el número de 

experimentos. 

RESULTADOS 

Como se mencionó en trabajos previos del laboratorio, se encontró que los cultivos 

de las NGC de ratas de P8 y 8 días in vitro expresan NOX1, NOX2 y NOX4; sin embargo 

en cultivos obtenidos de ratas de P0, P4, P8 y P12 no se sabía la expresión ni del mRNA, 

ni de la proteína en los cultivos de las NGC obtenidos de estos animales. Se encontró 

mediante RT-PCR que la expresión de Nox1 aumentó en el cultivo de las ratas de P8 en 

relación a P0, mientras que los otros homólogos no cambiaron su expresión (Fig.10). 

Respecto a la expresión de la proteína de Nox1, Nox2 y Nox4, en los cultivos antes 

mencionados se encontró que Nox1 aumentó a P8, lo cual coincide con el aumento en la 

expresión del mRNA de NOX1 mencionado. Los niveles de proteína de NOX2 y NOX4 

presentan una tendencia a disminuir con el tiempo (Fig. 10). 

Se determinó la generación de ERO utilizando DHE en los CGN de ratas de P0, 

P4, P8 y P12 como se describió en Materiales y Métodos y encontramos que hay 

producción de ERO a todas las edades estudiadas (Fig 11). 
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Figura 10. Expresión de la NADPH oxidasa en cultivos de neuronas granulares de ratas de P0, P4, P8 y P12. 
(A) Expresión del mRNA de Nox1, Nox2, Nox4, determinada mediante RT-PCR. Los valores corresponden a 
las unidades de densidad óptica (UDO) normalizado con el gen control GAPDH. Los datos son la media ± SD 
de 5 experimentos independientes. * Significativamente diferente de P0.  (B) Niveles de la proteína de Nox1, 
Nox2 y Nox4 en cultivos de neuronas granulares (CGN) de ratas de P0, P4, P8 y P12 determinados mediante 
Western blot. Las barras muestran los valores densitométricos de la relación de Nox / GAPDH expresada 
como UDO. * Significativamente diferente de P0. El análisis estadístico fue realizado mediante el análisis de 
Tukey p <0,05.  
 

Después de determinar que los NGC expresan los distintos homólogos de NOX y 

que hay una generación de ERO en cultivo, evaluamos el papel de las ERO en el proceso 

de migración en un modelo de migración de NGC in vitro. Mediante el uso de DHE 

encontramos que estos cultivos también generan ERO. Pero como era conocido que las 

ERO se producen en un proceso de muerte, se evaluó la viabilidad celular y se encontró 

que las NGC en estas condiciones no comprometen su viabilidad medida con diacetato de 

fluoresceína (FDA) (Fig.12). 

Para demostrar si las ERO producidas en el cultivo de las NGC en migración eran 

importantes para este proceso, el cultivo fue tratado con el antioxidante MnTMPy P y  

A 

B 
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Figura 11. Producción de ERO en cultivos de neuronas granulares de cerebelo de ratas de P0, P4, P8 y P12. 
A los cultivos se les administró dihidroetidina (DHE) para la detección de las ERO. Las fotografías en campo 
claro muestran los somas y algunos procesos de las neuronas granulares del cerebelo de la rata en el día 
postnatal 0, 4, 8 y 12. Las fotografías con florescencia roja muestran los somas de las células positivas a 
DHE.  
 
para determinar si estas ERO las generaba una NOX, el cultivo se trató con inhibidores de 

la NOX con AEBSF, DPI y Apo (inhibidores de la NOX). Con éstos tratamientos 

observamos que el MnTMPy P redujo más del 50% la velocidad de migración de estas 

células (Fig. 13). Por otro lado, los tres inhibidores de NOX redujeron entre 60 y 80% la 

velocidad de migración de las neuronas granulares de cerebelo en cultivo (Fig. 13).  

De acuerdo a los resultados anteriores, se sabe que las NGC del cerebelo de las 

ratas de P0, P4, P8 y P12 expresan los homólogos de la NOX, además generan ERO y 

tienen un papel crítico en el proceso de migración. Sin embargo, se desconoce si en el 

cerebelo durante el desarrollo las ERO tienen un papel determinante en este proceso y si 

éstas son generadas por una NOX. Para ello, en primer lugar se determinó la expresión 

 

 
 
Figura 12. Determinación de ERO en cultivos de neuronas granulares que favorecen la migración de estas 
neurona. A) Fotografía en campo claro donde se observa cúmulos de neuronas, procesos a algunas neuronas 
migrando sobre el proceso. B) Al cultivo se le administró DHE y se encontró que este cultivo generan ERO 
(rojo). C) Al cultivo se le agregó FDA (diacetato de fluoresceína) para determinar si las neuronas en este 
cultivo estaban vivas (verde). 
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Figura 13. Efecto de inhibidores de la NADPH-oxidasa y un antioxidante en la velocidad de migración en el 
cultivo de las neuronas granulares. A los cultivos de neuronas granulares que favorecen la migración de éstas 
se trataron con MnTMPyP (Mn), AEBSF, DPI, apocinina (Apo) y control (C). Las barras muestran la velocidad 
de migración de la media ± SD de 3-6 experimentos independientes. * Significativamente diferente de C. El 
análisis estadístico fue realizado mediante el análisis de Tukey p <0,05.  
 
del mRNA de los homólogos de la NOX (NOX1, NOX2 y NOX4) mediante QPCR en 

cerebelos de ratas de 4, 8,12, 16 y 25 días posnatales (P). Los resultados obtenidos 

muestran que el mRNA de NOX1 aumenta en P16 y P25 respecto a las demás edades. 

En el caso de NOX2, la expresión del mRNA incrementa a partir de P12 y y se mantiene 

constante. Finalmente el mRNA de NOX4 disminuye desde P16 hasta P25 (Fig. 14). 

Respecto al mRNA de las subunidades p22 phox, p47 phox y p67 phox, en general su 

expresión es mayor en P4 y menor en P12, P16 y P25 (Fig. 14A). 

También se determinó la expresión de la proteína en los cerebelos de estos 

animales. Se encontró que la proteína de NOX1 disminuye gradualmente desde P4 hasta 

P25, mientras que en el caso de NOX2, ésta aumenta de manera transitoria a P8 y P16. 

La proteína de NOX4 disminuye gradualmente desde P4 hasta P5, como ocurre con su 

mRNA. Respecto a p22 phox y p67 phox también se observa una disminución en su 

expresión, alcanzando un mínimo a P25 (Fig. 14B,C).  

Por otro lado, determinamos la actividad de la NOX durante el desarrollo del 

cerebelo y encontramos que la actividad es más alta a P4 y disminuye gradualmente a 

Migración  
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Figura 14. Expresión y actividad de la NADPH oxidasa durante el desarrollo del cerebelo de la rata. (A) 
Expresión del mRNA de Nox1, Nox2, Nox4, p22phox y p47phox determinada mediante PCR en tiempo real en 
el cerebelo de ratas a 4, 8, 12, 16 y 25 días posnatales (P). Los valores corresponden a la cantidad de RNAm 
normalizado con el gen control GAPDH. El valor medio de inducción del gen a P25 se estableció como 1, y el 
valor medio de las otras edades se expresó respecto a P25. Los datos son la media ± SD de 3-5 experimentos 
independientes. * Significativamente diferente de P4, ** de P8, *** de P12 o **** de P16.  (B) Niveles de la 
proteína de Nox1, Nox2 y Nox4 en el cerebelo de la rata a 4, 8, 12, 16 y 25 días posnatales (P) determinados 
mediante Western blot. Las barras muestran los valores densitométricos de la relación de Nox / GAPDH 
expresada como ODU. * Significativamente diferente de P4. (C) Niveles de la proteína de p22phox y p67phox 
en el cerebelo de ratas de 4, 8, 12, 16 y 25 días posnatales (P) detectados por Western blot. Las barras 
muestran los valores densitométricos de la relación de las subunidades de NOX / GAPDH expresadas como 
ODU, los valores mostrados son la media ± SD de 5 experimentos independientes. *Significativamente 
diferente de P4, ** de P8, *** de P12 o **** de P16. (D) Actividad de la NADPH oxidasa, los valores son la 
media ± desviación estándar de 4 experimentos independientes. * Significativamente diferente de P4. El 
análisis estadístico fue realizado mediante el análisis de Tukey p <0,05.  
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partir de P12 (Fig. 14D). Esta actividad corresponde a la actividad total de NOX y no 

distingue entre los distintos homólogos. 

Para determinar si las EOR son generadas durante el desarrollo del cerebelo de la 

rata, se les administró DHE a ratas de P4, P8, P12, P16 y P25 como se describió en los 

Materiales y Métodos. Por medio de microscopía de fluorescencia se encontró que todos 

los animales presentan un alto porcentaje de células que generan ERO en la corteza del 

cerebelo a todas las edades estudiadas, sin embargo la cantidad producida varía 

dependiendo de la edad y las capas del cerebelo. Los animales de P4 presentan un 

aumento en la intensidad de las células marcadas con DHE en la capa granular externa 

(CGE), mientras que a P8 el aumento se observa en la capa granular interna (CGI). En los 

animales de P12 la intensidad de la florescencia disminuye en las tres capas de la corteza 

del cerebelo. En los animales de P16 aumentan las células positivas en la CGI.  Los 

cerebelos de animales de P25 presentan muy pocas células positivas en la CM, sin 

embargo el número de células positivas a la marca con DHE en la CGI continua siendo 

alta como en P4, P8 y P16 (Fig. 15, Tabla 1). Los datos muestran que, en todas las 

preparaciones, las ERO parecen estar generadas por las neuronas, mientras que la glía 

parece tener una generación de ERO muy limitada (Fig. 15). 

Para determinar si un antioxidante y un inhibidor de la NOX reducían o eliminaban 

las ERO detectadas con DHE en los cerebelos de las ratas, estudiamos el efecto de 

MnTMPyP o apocinina administrado desde P2 y observamos que ambos tratamientos 

disminuyeron marcadamente la intensidad de la DHE a P12 en todas las capas del 

cerebelo (Fig. 16). Observamos resultados a P4, P8 y P16 (no mostrados). 

De manera interesante, en los animales tratados con apocinina o con MnTMPyP 

se presentaron cambios en el patrón de foliación del cerebelo. Las folias más afectadas 

en estos animales fueron las folias II, III, IV, V, VI y IX (Fig. 17). Los cambios en la 

foliación se aprecian desde P4 y son más evidentes a P16 y P25 (Fig. 17). El área total de 

la folias II, IX y X a P12 no presentó cambios a ninguna edad, excepto a P25 cuando 

observamos un incremento en algunas de las folias de animales tratados con ambos 

compuestos (Fig. 18). También encontramos que el área de la IGL en estas folias solo se 

modificó a P12 con apocinina. Para intentar explicar cuáles eventos del desarrollo del 

cerebelo podrían estar modificandose con los tratamientos administrados, se midió el 

grosor de las capas de la corteza del cerebelo en las folias II, IX y X. En la EGL no se 

encontró ningún cambio., mientras que en la folia II, la ML disminuyó en P25 con 

apocinina y MnTMPyP. En P12 solo el MnTMPyP redujo el grosor de esta capa y a P16 el  
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Figura 15. Generación de ERO en el desarrollo del cerebelo de la rata. A los animales se les administró 
dihidroetidina (DHE) para la detección de las ERO in vivo y se realizó un análisis inmunohistoquímico de la 
proteína ácida fibrilar glial (GFAP). Las fotografías muestran el cerebelo de la rata en el día postnatal 4, 8, 12, 
16 y 25 (P4, P8, P12, P16 y P25). Los insertos en P16 y P25 muestran microfotografías que ilustran aumentos 
menores para mostrar la capas granular interna de la corteza cerebelosa. DHE (rojo), DAPI (azul) y GFAP 
(verde). La barra corresponde a 40 µm en todas las columnas, excepto para la columna de DH / DAPI / GFAP 
que representa 20 µm. 
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Tabla 1. Niveles de ERO en el cerebelo de la rata en desarrollo. Efecto de la 
apocinina y del MnTMPyP  
 

 

La detección de las ERO de los cerebelos de las ratas de P4, P8, P12, P16 y P25 se realizó como se 
mencionó en la sección de materiales y métodos. Las ratas a P12 las cuales fueron tratadas con 10 mg/kg de 
apocinina (Apo), con 10 mg/kg de MnTMPyP o sin tratamiento desde P2 se les determinó la producción de las 
ERO en sus cerebelos usando DHE y microscopia confocal. Los datos presentados son el porcentaje del 
número de células positivas a DHE del total de células por campo en la capa granular externa (CGE), en la 
capa molecular (CM) y en la capa granular interna (CGI). Los valores son la media ± S.E.M. de 3-4 
experimentos independientes. *Significativamente diferente de P4 y ** de P12. El análisis estadístico se 
realizó usando el análisis estadístico de Tukey con p<0.05. 

grosor de la ML incrementó con ambos tratamientos. En la folia IX el grosor de ML a P25 

disminuyó con apocinina; sin embargo, a P12 el grosor de la ML incrementó con este 

mismo tratamiento. En la IGL la apocinina indujo un incremento en el grosor a los P12, 

P16 y P25, al igual que el MnTMPyP (Fig 19). 

Como se mencionó anteriormente, se sabe que las ERO participan en diversos 

procesos celulares como la muerte apoptótica, dicho proceso también ocurre en el 

desarrollo del cerebelo y es determinante para que dicho órgano tenga una estructura y 

funcionalidad adecuada. En este estudio evaluamos el efecto del antioxidante y el 

inhibidor de la NOX en la muerte apoptótica que ocurre normalmente en las células del 

cerebelo durante el desarrollo. Para ello, se realizó una inmunohistoquímica en los 

cerebelos de las ratas contra caspasa 3, la cual es un marcador de muerte apoptótica, a  
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MnTMPyP 10mg/kg MnTMPyP 25mg/kg

 
Figura 16. Efecto de un inhibidor de la NADPH oxidasa y un antioxidante en la generación de ERO en el 
cerebelo de rata. A los animales se les administró dihidroetidina (DHE) para la detección de las ERO in vivo y 
los cortes se tiñeron con DAPI. A) Fotografías del cerebelo de la rata en P12 tratadas con 5, 10, 25 ó 50 mg / 
kg de apocinina (Apo), o con B) 10, 25 y 50 mg / kg de MnTMPyP o sin tratamiento (C). n=7. 
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Figura 17. Efecto de un inhibidor de la NADPH oxidasa y un antioxidante de la histología del cerebelo de rata 
en desarrollo. Las imágenes muestran el patrón de foliación de cortes sagitales en el cerebelo de la rata a 4, 
8, 12, 16 y 25 días posnatales (P) tratadas con apocinina (Apo) 10 mg / kg, MnTMPyP (10 mg / kg) y sin 
tratamiento (C). Fotografías representativas de cerebelo de ratas de 12 experimentos independientes. 
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P16, una edad que se ha reportado un índice elevado de muerte programada (Altman, 

1972a, b). La mayor parte de las células positivas a caspasa-3 se encontró en la capa 

molecular alrededor de los somas de las células de Purkinje (Fig. 20). El número de 

células positivas se evaluó en las folias I, IX y X en los animales tratados con apocinina y 

MnTMPyP. En estas condiciones no se encontró ninguna diferencia significativa en el 

número total de células positivas a caspasa 3 entre los animales controles y los tratados 

(Tabla 2). 

 
Figura 18. Efecto de un inhibidor de la NADPH oxidasa y un antioxidante en el área de las folias. El área total 
de las  folias II, IX y X del cerebelo de la rata en P12 (A) o P25 (B) tratadas con 10 mg / kg apocinina (A), 10 
mg / kg de MnTMPyP (M) o sin tratamiento (C). Las barras son la media ± SD de 8 experimentos 
independientes. *Significativamente diferente de C. (p <0,05). 
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Figura 19. Efecto de un inhibidor de la NADPH oxidasa y un antioxidante en el área de la capa granular 
interna y en el grosor de las capas del cerebelo. Área de la capa granular interna del cerebelo (A), grosor de la 
capa molecular (MOL) y de la capa granular interna (INT) del cerebelo (B) de ratas a  P12, P16 y P25 tratadas 
con 10 mg / kg apocinina (barras grises), 10 mg / kg de MnTMPyP (barras negras) o sin tratamiento (barras 
blancas). Las barras son la media ± SD de 8-16 experimentos independientes. *Significativamente diferente 
de C (p <0,05).  

 

Se evaluó la actividad motora y la coordinación de las ratas de P25 tratadas con el 

MnTMPyP y la apocinina. Por un lado, se evaluó el tiempo que los animales tardaban en 

cruzar una barra de madera desde un sitio iluminado a uno en la oscuridad. La figura 21 A 

muestra que el grupo tratado con Apo o MnTMPyP tardó entre 2 y 3 veces más tiempo en 

cruzar la barra de madera comparado con el grupo control. 

También utilizamos la prueba del Rota rod que mide el tiempo en el que el animal 

permanece en un cilindro girando. Esta prueba mostró una diferencia significativa entre 

los grupos control y los tratados tanto con Apo o MnTMPyP. Los animales control tardaron 

casi el doble del tiempo en caer del cilindro giratorio en comparación con los animales q 

tratados con el antioxidante y el inhibidor de la NOX (Fig. 21 B). 
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Finalmente, como se muestra en la Tabla 3, la actividad locomotora de las ratas en 

campo abierto se vio afectada por la Apo y el MnTMPyP. La distancia recorrida, los 

recuentos ambulatorios y el tiempo de ambulatorio disminuyeron aproximadamente un 

50% en Apo y MnTMPyP. El núméro de saltos y el tiempo de saltos disminuyeron 

aproximadamente un 70% en las ratas tratadas con Apo y MnTMPyP. Por último, sólo el 

antioxidante afectó el tiempo en que el animal permanece en posición vertical y la cuenta 

de movimientos estereotipados. 

 
 
Figura 20. Efecto de la apocinina y del MnTMPyP en la activación de la caspasa-3 en el cerebelo de la rata en 
desarrollo. Las microfotografías muestran las folias I, IX y X del cerebelo de las ratas a P16 tratadas con 
apocinina (Apo),  MnTMPyP o control (C). Las células positivas se señalan con puntas de flecha. (M) indica la 
capa molecular e (I) indica la capa granular interna. La barra corresponde a 100 µm. 
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Tabla 2. Efecto de la apocinina y del MnTMPyP en la activación de la caspas-3 in en el desarrollo del cerebelo. 

 

El tratamiento de los animales y la inmumohistoquímica de la caspasa 3 activa se realizó como se describieron en materiales y métodos. El número de células 
positivas por capa se determinaron contando el número total de células por mm2  en la capa molecular y en la capa granular interna de la folia I, IX y X. 
 Los valores presentados son el promedio ± S.E.M. de 3 a 5 experimentos independientes. 
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Figura 21. Efecto de un inhibidor de la NADPH oxidasa y un antioxidante en la coordinación motora de la rata. 
(A) Tiempo de desplazamiento en la barra de las ratas a P25 tratadas con apocinina (Apo) 10 mg / kg, 
MnTMPyP (Mn) 10 mg/kg, vehículo (CS) o sin tratamiento (C). (B) Tiempo en caer del cilindro giratorio de las 
ratas a P25 tratadas con apocinina (Apo) 10 mg / kg, MnTMPyP (Mn) 10 mg/ kg, vehículo (CS) o sin 
tratamiento (C). Las barras son la media ± SD de 8-11 experimentos independientes. * Significativamente 
diferente del CS. El análisis estadístico se realizó a través de la prueba de Tukey con p<0,05. 
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Tabla 3. Efecto de la apocinina y el MnTMPyP en el comportamiento locomotor de las ratas en el campo abierto 

 
 
La actividad locomotora en campo abierto se estudió en ratas a P25 (CC) tratados con solución salina (CS), 10 mg / kg apocinina (Apo) o 10mg/kg MnTMPyP. Los 
parámetros evaluados fueron la distancia recorrida, el tiempo estereotipado, número de movimientos estereotipados, tiempo en posición vertical, cuentas 
verticales, velocidad promedio, el tiempo ambulatorio, cuentas ambulatoria, tiempo de reposo, número de saltos y tiempo de saltos, como se detalla en Materiales 
y Métodos. Los datos son las medias ± S.D. de diez experimentos independientes. * Significativamente diferente de CS. El análisis estadístico se realizó mediante 
el análisis unidireccional de la varianza con Tukey p <0,05. Valor F, 41.82. 
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DISCUSION 

 
Se ha demostrado que las ERO pueden regular procesos fundamentales como la 

proliferación, la diferenciación, migración y muerte celular durante el desarrollo en 

diferentes tipos celulares incluyendo músculo liso (Rao y Berk, 1992), fibroblastos (Burdon 

y Rice-Evans,1989) células endoteliales aórticas (Ruz-Gines 2000), PC12 (Katoh et al., 

1997; Katoh et al., 1999; Suzukawa et al., 2000), etc.  En células progenitoras neuronales, 

las ERO generadas endógenamente promueven la actividad proliferativa (Masanori, 

2010). En neuronas hipocampales se observan niveles altos de anión superóxido 

(Bindokas et al., 1996) que parecen modular la plasticidad neuronal (Hongpaisan et al., 

2004; Knapp and Klann, 2002).  Además, los niveles de ERO en el sistema nervioso 

parecen estar regulados por el estado de desarrollo. Tsatmali y Cols (2006) demostraron 

que en cultivos celulares de corteza embrionaria de rata, las células progenitoras 

multipotenciales contienen bajos niveles de ERO, mientras que las células con altos 

niveles de ERO correspondieron a las neuronas diferenciadas. A su vez, la proporción de 

los dos tipos de neuronas derivados de las células progenitoras multipotenciales depende 

del tratamiento antioxidante. En el presente trabajo encontramos que durante el desarrollo 

del cerebelo de rata existe una generación diferencial de ERO a P4, P8, P12, P16 y P25. 

La mayor cantidad de ERO se detectó a P4 en la mayoría de las neuronas en las tres 

capas de la corteza cerebelar. 

Se sabe que a P4 las neuronas granulares (NG) presentan una alta actividad 

mitótica, algunas empiezan a migrar de la capa granular externa a la granular interna y 

algunas están muriendo. Además, durante este periodo las células de Purkinje se alinean 

en una monocapa y algunas de estas neuronas mueren. Es posible que las ERO 

detectadas a P4 podrían estar participando en alguno de estos procesos como se ha 

sugerido en otras preparaciones (Valencia and Moran 2004). 

En el cerebelo de la rata a P8 la generación de las ERO es menos intensa 

comparada con P4, sin embargo dicha generación sigue siendo alta en prácticamente 

todas las capas de la corteza cerebelar. En este tiempo, se aprecia que la capa granular 

interna (IGL) presenta una alta cantidad de células condensadas con niveles mayores de 

ERO que en las células no condensadas.  Trabajos previos informaron que en este 

momento del desarrollo del cerebelo hay un aumento en la muerte de la NGC en la CGI 

(Wood et al., 1993). Se sabe también que algunas NG en la capa granular interna 

continúan proliferando (Uzman 1960, Fukita 66), lo que apoyaría la idea de que las ERO 
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son importantes durante la proliferación. En este tiempo se aprecia también un nivel alto 

de ERO en los somas de la célula de Purkinje que podrían participar en el desarrollo de 

estas células, así como en el desarrollo general de la corteza cerebelar. 

En contraste, a la marca alta de células positivas a DHE a P4 en CGI se redujo 

gradualmente desde P12 hasta P16. Alrededor de P12, aumenta el número de contactos 

sinápticos funcionales, así como la actividad de migración radial de las NG (Hager G, 

1995), además se ha reportado recientemente, que las ERO están implicadas en la 

migración celular como ocurre con los fibroblastos y de algunas otras células (Svineg 

2008, Taddei 2007), así que las ERO observadas a esta edad podrían depender en parte 

de este proceso. 

Por otro lado, parte de las ERO observadas en la CGI en este periodo podrían 

asociarse al proceso de eliminación de las neuronas granulares del cerebelo que ocurre 

en este momento (Wood et al, 1993; Alavez et al, 2006). En P16, ni la apocinina ni el 

tratamiento con  MnTMPyP modificó significativamente los niveles de niveles de caspasa 

3  activa. Estos compuestos disminuyeron los niveles de células positivas a  DHE, es 

posible especular que los niveles de ERO no están relacionados con la muerte apoptótica 

en esta edad en las folias del cerebelo. 

En P25 muchos de los procesos implicados en el desarrollo del cerebelo han 

concluido, no obstante aun se observa una generación de ERO tanto en la capa molecular 

como en la capa granular interna. Esto podría estar relacionado con cambios en la 

cantidad de enzimas antioxidantes, en homogenados de cerebelo de rata a P30 se 

encontró que la catalasa y la glutatión peroxidada disminuyen (Bhanja y Chainy, 2010). 

Interesantemente, las células de Purkinje fueron positivas a DHE a través de todo el 

desarrollo del cerebelo. Estos resultados coinciden con estudios previos que muestran 

niveles elevados de ERO en las células de Purkinje del cerebelo in vitro (Rápido y Dugan, 

2001). Durante el desarrollo de las células Purkinje el desarrollo de sus árboles 

dendríticos comienza desde P6 hasta P30 (Sotelo y Dusart, 2009). Además las neuronas 

de Purkinje continúan alineándose verticalmente y estableciendo contactos sinápticos, 

para lo cual también podrían utilizar o producir ERO. 

La familia de la NOX produce anión superóxido y está constituida por varios 

homólogos, nombrados por su subunidades catalíticas NOX1-5. En el sistema nervioso, la 

mayoría de estos homólogos han sido identificados ((Infanger et al., 2006), 

particularmente en neuronas (Tammariello et al, 2000; Vallet et al, 2005; Haorah et al, 

2008; Coyoy et al, 2008) y en astrocitos en cultivo (Abramov et al, 2005; Reinehr et al, 
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2007; Zhu et al, 2009.). Se ha demostrado un papel fisiológico de la NOX, incluyendo una 

participación en el crecimiento neuronal (Munnamalai y Suter, 2009; Ibi et al, 2006), la 

muerte neuronal programada (Tammariello et al, 2000; Coyoy et al., 2008), la proliferación 

y diferenciación neuronal (Tsatmali et al., 2005, 2006; Dickinson, 2010).   

En este trabajo describimos por primera vez la expresión diferencial de estos 

homólogos durante el desarrollo del cerebelo de la rata. Además, detectamos la presencia 

de algunos homólogos de la NOX, particularmente Nox1, Nox2 y Nox4 y p22phox, 

p47phox, p67phox y NOXO1 en homogenados de cerebelo a diferentes edades. Estos 

resultados coinciden con estudios previos en donde se detectó a estos homólogos en 

CGN (Coyoy et a., 2008). Encontramos que la expresión del mRNA de Nox1 incrementó a 

P8 y que Nox2 incrementó a P12 y P16. En contraste, el mensajero de Nox4 muestra una 

reducción en su expresión a partir del 16 DPN. Esta disminución de Nox4 coincide con los 

niveles de proteína, los cuales fueron significativamente diferentes desde P12, sugiriendo 

una regulación traduccional. Por otro parte, las subunidades moduladoras p22phox, 

p47phox, p67phox y NOXO1 también redujeron su expresión a partir de P8 hasta P12. 

En general, los niveles de proteína de Nox1, Nox2 y Nox4, así como de p22phox y 

p67phox fueron mayores en P4 que en P25. El patrón de disminución en la proteína de 

las subunidades antes mencionadas coincide con la actividad de la NOX y los niveles de 

ERO, es mayor a P4 y menor en P25. Particularmente, la proteína de NOX2 incrementó a 

P8 y P16, a P12 esta proteína disminuyó en relación a P8 y esta reducción coincide con la 

actividad de NOX y los niveles de ERO, pero el incremento a P8 y P16 no coincide con la 

actividad de la NOX. En contraste, el nivel de la proteína correlaciona con la actividad de 

la NOX, las ERO producidas en todas las edades estudiadas. Dicha correlación puede 

deberse a que NOX4 es constitutiva (Hace et al, 2004; Paravicini et al, 2004) mientras 

NOX1 y NOX2 requieren ser activadas. Así que, los diferentes factores tróficos podrían 

modular la actividad de NOX1, NOX2 y/o NOX4 durante el desarrollo. También es 

interesante notar que el nivel de proteína de p67 phox mostró un incremento a P8 y P12 

en contraste a la disminución observada a P4, sugiriendo que esta subunidad podría ser 

regulada a nivel traduccional. 

NOX 2 como se mencionó, muestra un mayor nivel de la proteína a P4 que a P25, 

presentando un incremento a P8 y P16 DPN. Se podría especular que este incremento 

podría ser ocasionado por NF-κ B, el cual promueve la expresión de NOX2; en el cerebelo 

de ratón la expresión de dicho factor aumenta en P7 y disminuye a P12, lo cual coincide 

con el aumento de NOX2 a los P8 y P16. El incremento en la expresión de la proteína de 
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NOX2 a los P8 y P16 no coincide con la actividad detectada de la NOX ya que en P16 hay 

una reducción en la actividad, lo cual podría sugerir que la Nox2 en este periodo tiene otra 

función además de producir ERO, o bien que la enzima no está activa a pesar de que 

exista la proteína y/o que la contribución de NOX2 a la actividad total detectada sea baja. 

  Por otro lado, NOX1 muestra una disminución en P12, igual que NOX4. NOX1 se 

ha implicado en el crecimiento neurítico (Ibi et al; 2006) y en la migración celular. De tal 

manera que aunque disminuye la cantidad de proteína de este homólogo sigue presente 

en el cerebelo de la rata y no se descarta que la NOX1 pueda tener un papel importante 

en el desarrollo del cerebelo regulando procesos tan especializados como los antes 

mencionados. Por otro lado, en P12 todos los homólogos estudiados disminuyen la 

cantidad de la proteína, lo que coincide con procesos como la migración y maduración, 

por lo que dichos procesos podrían requerir niveles menores de ERO producidos por la 

NOX, mientras que otros procesos más tempranos como la proliferación podrían necesitar 

de niveles mayores de ERO. 

Para determinar si la NOX es una de las fuentes de ERO detectadas, se 

administró apocinina (Apo), un inhibidor de esta enzima. Reportes previos han 

demostrado la eficiencia de dicho compuesto para inhibir la NOX tanto in vitro como in 

vivo ((Tang et al, 2008; Kelly et al, 2009; Hernández-Enríquez et al, 2011). En nuestro 

estudio encontramos que la Apo disminuyó notablemente la producción de las ERO en 

todas las capas del cerebelo en las edades analizadas. Sin embargo, el decremento en la 

marca fue parcial y esto se observa en todas las capas, sugiriendo que existen otras 

fuentes de ERO. 

De manera similar, la administración de MnTMPyP, un antioxidante mimético de 

SOD y catalasa que atraviesa la barrera hemato-encefálica y que entra en la célula, 

redujo la generación de ERO en todas las capas de la corteza cerebelar; sin embargo, 

tampoco se eliminó por completo la marca positiva a DHE, apoyando la idea de que se 

estén generando otras ERO que el MnTMPyP no elimina y a las cuales la DHE puede ser 

sensible. 

Uno de los datos más sorprendentes encontrados en los animales tratados con 

apocinina y MnTMPyP, fue el efecto observado en la foliación. Con este tratamiento se 

encontró que la corteza del cerebelo muestra una lobulación normal, pero la sublobulación 

es irregular en todas las edades estudiadas, siendo más evidente a P25. La complejidad 

de la foliación del cerebelo sugiere una regulación genética muy precisa, sin embargo se 

conoce muy poco de los factores que determinan este proceso. 
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La foliación en el cerebelo de los roedores es generado en distintas fases (Altman 

1997). Gran parte del patrón de foliación se realiza en las tres primeras semanas después 

del nacimiento. Se ha demostrado que una condición de hipotiroidismo o un exceso de la 

señal de Sonic hedgehog (Shh) resulta en una formación adicional de folias, una 

prolongada proliferación de las GC en la capa granular externa (CGE) y un aumento en el 

área total de las folias (Corrales et al, 2004, 2006; Hasebe et al, 2008). 

En el presente trabajo, al inhibir la actividad de la NOX o la producción de ERO se 

observa un efecto similar que cuando aumenta Shh. Una posibilidad es que de tal forma 

que los ERO podrían participar en las vías de señalización de Shh y de esta forma inducir 

una mayor proliferación de las GCE que llevaría a un aumento en la sublobulación del 

cerebelo. Sin embargo, cuando se examinó la histoarquitectura del cerebelo encontramos 

que, aunque se observa una formación adicional de folias, el área total de las folias no 

cambia a P12 en los animales tratados con MnTMPyP y Apo, a pesar de que ya se 

observan cambios en la foliación en este periodo del desarrollo. Por otro lado, se ha 

sugerido que las células de Purkinje marcan el anclaje de las fisuras en la foliación en 

edades tempranas, por lo que el cambio en la foliación observado desde edades 

tempranas podría atribuirse a estas células.  En contraste, a los P25 sí hay un aumento 

en el área total de dichas folias, a diferencia de lo que ocurre a P12. De tal forma que 

después de P12, una vez definida la foliación, los procesos críticos del desarrollo son la 

migración y la muerte de las NGC, los cuáles al ser alterados con el inhibidor de la NOX o 

con el antioxidante podrían producir un aumento en el área en estas folias en P25. 

A P12 observamos que el área de IGL aumenta con la Apo, lo cual podría implicar 

una mayor migración de GC y/o una menor muerte, sin embargo el MnTMPyP no produjo 

dicho cambio, lo cual podría implicar otras funciones de la Nox no relacionadas con la 

producción de ERO, como se ha demostrado en otros modelos. El aumento en el área 

ocasionada con los tratamientos en la IGL a P12 deja de ser significativa a P16 y P25, de 

tal forma que probablemente la NOX y los ERO ya no sean determinantes para conformar 

la estructura del cerebelo en este periodo. Además existen otros factores implicados en 

los niveles de ERO como los niveles de enzimas antioxidantes, cuya actividad aumenta a 

partir del 16 DPN y así disminuir los niveles de ERO a partir de esa edad.  

Por otro lado, se ha visto que las ERO están implicadas en el proceso de 

proliferación. Dicho proceso podría también influir en el cambio de área observada. A los 

12 DPN observamos que el grosor de IGL aumenta con la Apo en la folia II y IX, lo cual 

coincide con el aumento en el área de la IGL, sin embargo, en 16 y 25 DPN, dicho 
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aumento ya no se observa en la folia II, pero si en la folia IX, de tal forma que la inhibición 

de la Nox es variable entre las folias. 

En la capa molecular de la folia II a los 16 DPN aumenta el grosor con el 

tratamienrto de apo y Mn, dicho aumento podría deberse por un aumento en la cantidad 

de fibras paralelas, en contraste a los 25 DPN el grosor disminuye, así que los 

tratamientos podrían estar afectando directamente en la maduración de las Purkinje y 

éstas a su vez a la maduración de las neuronas. 

Los estudios de somatotopía muestran que el lóbulo anterior del cerebelo es la 

región que controla los movimientos finos de las extremidades posteriores (Manni y 

Petrosini 2004). De tal forma que una alteración en la lobulación podría producir las 

alteraciones en la coordinación motora observada. Por otro lado, se ha demostrado, que 

diversos cambios en la densidad o morfología neuronal pueden alterar la función del 

cerebelo como ocurre en diversos tipos de ataxia espinocerebelosa (Yang et al 2000). Así, 

al afectar el desarrollo del cerebelo de manera temprana la conformación total y funcional 

se altera, reflejando alteraciones en la locomoción y conducta de los seres vivos. 

Uno de los resultados más interesantes del estudio consistió en la observación de 

que los tratamientos alteraron prácticamente todas las pruebas locomotoras. Un efecto 

importante observado en las ratas tratadas con Apo y MnTMPyP fue en la prueba de 

campo abierto, en donde hubo una reducción significativa en la distancia recorrida,  en el 

tiempo de ambulatoria y  en el número de saltos que representa parámetros de 

coordinación motora. Aunque la prueba de campo abierto es una herramienta importante 

para el análisis de la actividad, el comportamiento está influenciado por la motivación para 

explorar, así como por la emocionalidad /ansiedad. Parece poco probable que el 

tratamiento con Apo puede alterar la motivación ya que la actividad en vertical no se 

afectó, pero con MnTMPyP se observó que la actividad en vertical si se modificó, por lo 

tanto una alteración en la motivación no puede ser excluida con este tratamiento. Los 

tratamientos con Apo y MnTMPyP también disminuyeron el rendimiento de las ratas en 

las pruebas de equilibrio y del Rota rod lo que indica una alteración en la coordinación 

motora. Así, estos tratamientos provocaron marcadas modificaciones en la coordinación 

motora, lo que pone de manifiesto el papel fundamental de las ERO y la NOX durante los 

períodos críticos del desarrollo del cerebelo. 
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SUMARIO Y CONCLUSIÓN GENERAL 

 

En el presente trabajo concluimos que las ERO y la NOX son importantes durante 

el desarrollo del cerebelo de la rata. Esto se basa en la observación de que la inhibición 

de las ERO y de la NOX durante el desarrollo del cerebelo modifica el patrón de foliación 

y alteran la actividad motora. Las ERO son generadas por las neuronas del cerebelo en 

las tres capas dependiendo del estado de desarrollo. Las ERO también parecen participar 

en la migración neuronal. Los resultados también sugieren que alguna NOX podría ser 

responsable de la generación de ERO que participan en el proceso del desarrollo del 

cerebelo ya que al inhibir esta enzima disminuyen los niveles de ERO 
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w<<k. ,lo< ,, ' "'_u"'" deod~"", 1O nni<lo<~ Allh"",h ""'" 01 

___ '_. ___ CCN._ "' .... _ 
..... _ : DHf. .'d . : ff.l. ........ , ... _ , ... " UftJH. • ..,. .. . .. _J._" __ ICl. _ """"" ,,,",JW,.C-fOO _ , .... ~ w...., ""'-"'. _...,~ _ _ • w __ .... _ , 'oo." 
_n.tr¡. • • _ " ,. ...... .. _,.,. ...... ..,,_ .. .. _: fICf. 
..... ....... .. ""' , r«»:. _ _ ><= ..... ...". >KlX: • • _~ 
.. ~ .... _ w ..... _ "' .. , ..... _ _ ..... _ . c",_ ._ Tol : • .,,, ,.,,,. '0: "" ." ,,"' ,,"'''''. 

...... _·¡...--...U· """ .. , 
.''''-<l I''~ . ... _ _ _ " :>1,, a ..... ""- Al .... _,.. .. 
.. "':I_ .... "~'·,o¡¡ao..,.UJW, .. 

,, "''' D.m..- "". "'J ..... , .....-

' ho ",'IuI .. """''' durin, """I.,U .. deod~"", 1O . '" wd' 
known .... "", el ,lo< 010"""'''' m«h .... "'" in","od . ", 0111)' 
p ...... ,1)' undou' ooo:L 

Exp<ri""' .... ""id<"", <"lltIO"--' ti"" Rru oouId ""b<ip.llo in 
' ho "" .... tiOll el """'" p/ly>ioIoij<:.I' rondo""" by moo ..... i~ 
",u ,,.,.lIin, (""""'-' """ H~ .... 1_: Fink<' .... Hotbrrok. 
1000: AlI<n . nd T",si ni. 1000[ K«<n ' I)' . • ,,,",,'ic "'''''''' in I)ro. 

JOpIoi Ll "'''''' iII«I • ' hiox<doxin p<roJ<-' .,"" ... """ .. .. , in 
",U "",,,' iOII ( D<G<nn...., .... l<hrnInn. 2007[ ", .. lo.lI<IiII «1, 
m i1"ti", ~ IIJI) "" .... ,«1 by «do.< "" .... '" (H .. loucho <1 11 . 
200S[ In ..:Id."", Iow I<",b 01 Rru "im .... 1< pro'iI<"b", 01 
,"""'h m=1< <di, ( ILIo ... d B<r k. 19911 Hllrob!.,," (B'­
. nd Ri~_ 1989) . mniOll «lb ( lk<OO,hi '" . l 1991 ) .... 
. onic ondollo<tiII «lb ( Roiz·Qno!, '" . l 2000[ . ....... , ah .... 
B",id<~ "",,,,,,,1.1,, ... d .odi~o dill""' .. .. ti"" ~ . 110 rnodu­
, .. «1 by Rru ( l<o '" . l 200S: Co rri<", <1 .... 100)4[ Usi~ 

orrbl)'Mic """' «11>. iI h.tr II«n . _n 11"" CM'diom_",«~ 
i, """ "" .... ,«1 by ' ho «I'u'" ",do.< ' '''0 ( U <1 . l 2006: s.""", 
<1 .... 1000[ Fi""l)'. hillo<, OOIIC<ntr .. """ 01 ROl CIIIl<frCIOI'" 
il)' . ""', .,-""'h. prob.IbIy m<di.llod by ,lo< hott«k« pi~.,,,,, 

<XPf'=1OII "'."" " id , no ''''u,hon o, ,,"'-"."' .... «1 '''"''' 
( n lll i<>. 1999[ It ~ i" o""'",, " fOlIo ti"" ' ho ",,,,,,<ilion 01 
• .. ioxid.l .. "'Z)'''''' •• _ . dr . ... , ic '''''~o durin1 0111)' dd· 
1",,,,,, .. , ,,,,, (Cho <I . l 2006[ 

'n ,lo< """"" " -"""""'. ,lo< ""id.I'i'lo mnd.""', . "" =m 'o b< 
o"", .. iII lo< «1, dill""' .. .. '''''' ROl P ..... . k<y rol< in ,lo< n"" .. 
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,-
1 h .. room ,""'po ..... "...:I «<1.0."...,., """"'l<d with 'J«U. 
,hi<kI HI200 ron .. inillllll'J'l SI"", ..."-,, "' ...... «1 roo me...:l 
DAPl CíIIIixo1 ¡",.."..."-,, oIII.,,;n<d "';111 ' FIuoYi<w FV 1000 ... 
... 0>lIl""" 'y""m (OI)'"",,,,)"""h<dJ OnI< rúC<d 'o . " 01)'"""" 
l:>:Al in"",,<d 1111< m~ with • 40x ,1yc=I· irnm",,"'" 
oIIje<1",,- CoIIIoc.oI ;"'11" w= • .....,d , lid pro<:<S><d "';111 ' 
FV1O-ASW 1.6 JOftw, ,,, (~m"",~ 5o,h "ltI i"",b.II"d withoot 
pri.....y . .. i>ody ,how<d no ,...¡nin1 

SI"", W<f< .0M<d in DI M PIIS i>r 10 m¡n . nd th"" W<f< ¡,.,... 
b.lt<d '" bIoxkiIllUl .... ¡M """UinilllD 1 M PIIS. fi n Tnioo X·1 00 
. nd n " ' ''01'' 1"" ,,'"'''' '" 14 h., • ..:. AIt<r MM< with 0.1 M 
PIIs, >«ho"" w<>< Oncm,¡t<d with pri "'IY ""hIdy ... "', 
d.,..,,<d "" p.I"'. ) (CdI Si1 ... lilllH 1 :200 <lil .. ""') .. bloc killl "' .... 
10011 br 4Sh .. 4 -c. T"",<w., inM>,¡t<dw¡tII ... Al<x..I488~ 

j",,'al 1"" , "~r<>llbd I1G ... oond.Iry . .. ibody ( '-101« ..... 
I'rob<.) (1:200 di"'''",,) '" 1 h .. room ''''''po.''""'- Coob:.al 
''''11'' W<f< _"" ""111 th< R""";<w fVHIi ron/oc,¡l mitro­
~ -"1''''''''_ 1rn4« ... .ay,~ w .. p"mrm<d '" Im4<:1"'" th< 
, "«hinlo! th< ..... ." w., rn.d< wilh . pl"1in oIJt..li""d from ....,. 
ibU<h <1 , l (2009l _¡",, <dI1...,., Cú<I .. <d "' . d<hmit<d ... ", 
of""'h. mol«'ld .. ...:I in"'''''''' ........ 1.1)'<1. I"",IU .. ,, __ 
.. tb< 1ot.>1 ... rrI><, al po>iIi"" «lb p<' rron'.5«"o," i"",b.II<d 
withúo.ll poi ""'Y . .. ibody , howal no ,u;,,~ 

lb< ,., ",1<1><1" frcm 1'4. P8. PI1. P16 .. ", P2S...,,-< """"".,. 
nOz<d '" ",-«>Id 1kIII", """"inilll lSmM Tri<. SOmM N. a. 3 
Ilr'p.o1. 0.3 SIl> . .. ", CoIrc>""< proI"'''' inllbOo<> ( I« h<~ pH 
7.4 . Ho""",,"" « w<'" e<nI,ifulr'd " l';JlOOq la 10 min . ...:I 
lh< ,_"",unl W<r< 11aOO .. _20 ": .... il .... Iy>i~ _<in cc.n. 
,,,,,.,"ionw .. ",,"'ifIOO byll>< 11 .. _, m< 'ho<1 lb<~.,. 
n"'" (00 1'& proI<in P'" "O<) w<'" '~J«1OO lo ~PAa. lb< 
,""""'d proI<in, W<r< ~_I",",d 'o PVDF """,,11< • ..,. ("11""",, ) 
., l00V lo< 1 h. Blru ...,,-< _Ud with Tri<-b.Jf""'" ""io< 
(100 mM Trizm..>. 1 SO mM N.a. pH 75 ) ronl..linilll 5" nonl.ll dry 
milk"" 1 h. w<><l><dwitll TTlIS (0.1 " Tw«n '" TIIS~ .. ", incm .. oo 

"""'ni1"''' 4 ": with . P"rnM)' ... ibody .... " i'OX1. NOX4. 
pllpbox. p67pbox (s.n ... Cruz~ N0X2 o< GAPDH (Millipor<) b]. 

I""",d by incm"ion with =:on<t.ry "'ibocly cooc>I<d 'o " k.oIi"" 
Phoic>h.Il..l", lo< 1 h .. ,ocm '<mp"'''''' . GAPDH w .. ..,.,.¡., ... 
i"<In" roIIlrol. BIoti W<r< proc«><d 101 "" .... Iil..llion with > 
eh"",iI"",in""'n« oY"<m >CCO'dilll 'o 'h< m ..... "'<1""" ~ !<c. 

oro""""''''''''' (C ... ·S .... ) ...:1 <>;I"",d ro Km "" lIio"" .. IJI[h' 
ftlm. D<."itom<lnc .... Iyrt! w., dono with tII< 1I'000. m 1"'4< J 
( NIH ""'Ir' ", ,,ion LJax ) ...:I r<r"", W<'I< <>;1 """",," lh< , .. 
"niU/GAPIlH ,.,10. 
2. 7. Rt-PCR 

Tot.>I IINA w .. """"'<d 01 ,., e<t<bdlum ~om 14. P8. PI1. P16 
>nd P2S with 11>< , illl]o.,,<P m<lhm """,d "" ' ..... "'io< i""_ 
q . ..... <h>h<noIJehlorOOrm "" .. <tiOll "''''' TrizoI ' <4""' (Gil>­
ro-lIl1~ IINA co""",,, .. ion _, "", .. mi""" by ...... _"" ., 
260 nrn >nd i" i .. ",nry w<>< ,,,,ifI<d by <""'""",or«~ "" 1.1 " 
d,,",,";n,_Ir'~ '" 11>< 11''''''"''' 0{1.1 M i>rmM:l<hyd<. To­
... IIINA W., ""lo''''' tr ... ,uib<d lo """h«",, sin¡l< , ,, ... d eDNA. 
4,.J el RT "'<I<1ion W<r< ,~oo lo par '" Ofd<, 'o ..... pldy 
p67pbox ... d NOXOl ... d ,1>< ¡ll""'''d<hyd< ) -911"""'''< d<hy. 
d..,., ..... (CAKlH ) tI .. , w .. ""'d ..... i"<In" ro"roL lb<_ 
"""""" o{ tII< 'p«ille prirn<10 la i'OXOl ...,,-< S_~<I"T crA 
CCA rn: crc N:A eN:; ACC)· )_ '" tII< «11'" P"m<r . nd S_ · [rAC 
ATA CCT rn: CAe CAe cee C) ,_" ti ..... ~ ... ,. , ,o< pG7p",," 

W<'" S_ ~TTC CCA GTC CCTTAC rn: eN:; C¡')_ in'h< "'''''' prim<r 
. nd S_-{CMCAC MACAC CAT GTT cec C) . )_ '" 11>< ... i",,,,,, 
FOrl)"fiII< mitroli'r<r 01 1'(1 11'''''"''' w= "'P"'''OO in 1.5" _ 
'CII< ,,,,.nd W<r< ,Uio<d with ",h"'i"", b,omi,,,,- lb< 1m4< w., 
c.r pl"",d "nd,,, . UV , ... "ill"min"o< witll . Typ< ti6S """",,. 
ftlm ( Ib"_ Col lb< i",,"sily o, bMId, w., ",,"'ifIOO by """'~ 
'''''''''ry "''''' ,1>< , ..... Ir' J Prop ... ( NIH Im",< ,"' .... LJax ~ 
NüXOl ... d p67 <>;1="" 1,,.,,,, w<'" no...,..i"", 'o CAPIlH 

'"~ 

Tot.>I RNA w .. "'''<I<1<d from , .. «1<1><11"", """"'<c>m<nl..rI 
'Uf< (14. P8. PI1. P16 . nd P2s. ". l_S P""1r' '""'11 ) "''''' TrizoI 
1",1r' '' (In"",,,,,," ) .cro" lilll 'o ,1>< .,.1kIf.."",<r', "'''",ch o .... 

RNA """lit Y w ... ...,=d on """"";111 _"'" '''' ... d with 
N. noIlrü!>2OOO ' 1>«' """,0'''''<1<' (lb<rmo Sci<lllifl<. uo;A~ 0.0< 
mit"" .. m 01 ""1.II<d IINA w .. lh,," """,nOO i .. o ,ONA ""' 111 
M· MlV IT n ""it..,., ... CA. USA) .:co"lin, 'o 11>< .,.IkIf<l<1"""", 
prolocol Rd.""" '''"< <XPf",. ion w., "",, "iIIOO OII . n A¡lplitd 
11"'-"""""" 7000 (Aw!itd Bic"",,,,,,,,. ~) " ",n, T. qM ..... 
1X M .. ,,,, M", (Aw!itd llio<yrt<m~ USA) . nd T ... M ... • A=y 
'<4<" .,.. NüXl RnDQS.866S1J1l1. N0X2 RnOOS767IOJIll. 
NüX4 fInOOS8SJ80JIll. 1121"'"' flnOOS7nS7J1l1 . 
p4~ Rn00S86'04S_ml . nd CAPIlH RnOl 77S76)--11 (A¡lpli<d 
11""",11""" 1.tIA~ 1d."i'I< "",, "ifI<..II ion w .. =d by ""' 111 
'h< br ..... .. 1l1KT ... d by no"""iz"" 11>< .moo" 01 ,1>< Uf1<t 
'''"< " ,1>< I. , •• ,d"'''pilll ,< O< GAPDH. 

2.11 .......... """'" <>fHOX.<1iriIJ 

lb< "'i'lity o{ NüX w., "". Iu.II<d <>< ~p<roJ<id< producIion 
"""',"""' .. ,1>< ",du<I"" of fo"' ieyl"'_ e in > """ .. it..lli'I< 
k",,,,it '"'-"Y (SIopünlin <t . l 1989~ lb< ,., ",,1<1><1" lron> 14. 
P8. PI1. P16 ... d P2S...,,-< ~""Oz<d in . NOX ....... bul!", 
( ISO mM KH,ro~ lSOmM N.t,HPOoo , 1 mM M,o..l mM EGTA. 
1 mM N.tN, : pi( 7.4) ~illl rompl«< proI<= inhibiro< ro:k· 
... iI in 3 ,1y<:<roI (\Of\' ) lb< """"",,",'« (SO,.J) W<r< i",,,b.II<d .. 
14 ": d";n, 'lO , with > ,"""iOll mi"'"", """"inin, NOX bul!", 
("" 63) pIu< 0.1 mM C)'OXh"""" <. 10 "'" FAD.o.l mM 1JrT...:I 
100 "'" Sil>. lb< ' <1i'1ity w., ",it i.ll<d "';'h 11>< . ddition o{ 

0.1 mM NAIFH . nd w .. 100Iow<d '1"'<1"""","<..111)' by ""''''';111 
'h< "","""" o{ <)'loehro"", e ..... <x<it..llion W'-'<"""'h 01 
SSO nrn ""nlll 110 ~ NOX ' <1i'1ity _, id<n'ifI<d .. 'h< ",ducli"" 
o{ '<ni~oehr""", C ti"" ~ inhi>itoo bySOO ... d iU ,p<cifIo:ityw., 
<",,10.""00 inhibililll ,1>< "'i'lity with ,1>< NOX inhibilor dipII""",~ 
<O< iodonium ( O~ ) _<in w .. d<'"""io<d by ,1>< m< 'hod o{ 

1I,..:I_ . nd ,«""' .. < <>;1 """",," ,1>< eh_o in . It!o,b.Inc<l .. 
lb< _ . <1i'1ityw .. p"'fo"m<d '" P2S ,.u. R""""" ."' 

(Col"","'" ,''',''''''''''') W., ..,.,.¡ " .... I)'Z< tII< . bility o{ 11>< , .. 
'o "'" 011 > rot.IIin,qlind", ... d PfO\'id« i..-OI1I>lIion 011 dif""",' 
moIOI 1""-"" ,,,,h., """o< OOlIdi",''''''. ",ir. "" .... «. ....... 
el< 1011< ... d """i'I .. ion 'o run (1""", '" "'-. 1997. AII .. "".,...oo 
,curod m<lhod "" """ .. it..lli'I< dl""'!<C "". """iOll o{ ",,,,"1 
moIOI d<fIeiU in , .. """"'" 01 p.toolt!Ollirrn. ___ 11« 

_ . 1 (1997) PI' 7S--M. AIIid< IPIlF (4 26 K ~ VI<W II<o:Ird in 
Sco¡Io.t!¡C«d lIy in Sco¡Io.t! (Sl ) ( 1Ioz<>< <t . l 1'l97~ Bridly. ,.ti 
w<'" pl.tc<d on . rot.IIilll dr..., . nd 11>< lin>< ,_ "" 11>< rod 
w., "',''',, ''''' . It,tli w. IUd "" . n """,,,,,.,illl (02 '11"'10) rod., 
10 '11'" 'I"'<<l . nd ,1>< lim< Mor< '''lilll _,,,,,,,,,d with > <U'o~ 
of "o~ 
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lb< "" . ..... "'" 01 moto< ct><>rru .... t"'" _ ,impl< <quitibrium 
w .. CM'Ii<d _ by ""' ...... n' tI>< d~....",II'I< .. o{ tI>< , .. '" • 
rot.IIin, rod. lb< _ ........ rort<~t«l o{ • wood<n bonzo,,,. t rod 
(SO,m Ionf ... d 15 ,m in di.¡""' t<r) 1ox.II«I 15 <In """< ..... di'" 
pI.Itbnn to ""hioII tI>< "'''''t .... I .. t <1 tI>< .......... mm'" W<'I< 
pI.I«<IOII th< middl< o{tl>< rod. iU booy .x~ p <r¡><nd",,'" ., th< 
roof, Ion, .,ü ro..ri", tI>< t",~ tI>< I<nllh 01 t in>< '" whith t h< 
... inwt tr.,,,,l<d th< "",,"'" to I h< <no:! o{ 11>< rod w .. """>tIr<d 
'"""" >tiC<'«<"" tri.., "'p..-.. «I by . ) min p.o_ W<r< p"""""",d 
.,.. ",di ,. 

......,.,""' .. o{ lororruOor h<h,¡"a w ... . t.o CM'Ii<d ru t ... "" 
tI>< Op<n Fi<Id SUr t", P. d: • ., ENV_515 ( MEDA><oci .. «~ lb< 
<><I",ity o{ ... inwb _, om<r""d by l h< ir«rruc>'''''' 01 ... inlr...,d 
""'m .. "', 11>< 'p.II .. t di""""""" 01 tI>< monilor. lb""' ..... W<I< 
<OIrCI .. «I., b"", ,I<_ypi(. ,I< _yp;c 000lII"- ""nic.>l ti"",. 
.. ,n ic.lt ~ ' '''''!l< ",Io<ity. ti"", ...,00 .... "'Y . • -.LIIo<y 
~ . rrIIu .... "'Y <II_, . nd lOUI d ..... """ tr ... d<d (<m~ lt.IU 
W<r< pI.I«<I i .. o 11>< t"" "", .. nd ''''J«1«1 lO loc<moOor . ctivity 
=-<lI t "-, ,,, 10 min of h_u"ion """ro. LocornoIor . ctivity 
w .. "' ...... «Id .... ')o min.A1t<XII<ri"""," W<I< p<rbrrn<dl><_ 
tw« n 9:oo . nd 11:00 "-

T,,,,,, .-. .... ory i, 11>< ti"", th< ,"'j«' _nd< in . rrb.oLllo<y 
""""""' .. , .... u, lb< ti"", _ d~ ..... "" ... < lt«d lO dot"""in< 
"''''4< ",lociOy. ArmuLllo<y ""' .. i, tI>< .... n-b<, 01 piloto 1><_ 
bf<.t> (0)tdW>) <!uri", I h< . ml,," ," "y """"""""" , ........ Ttm< 
""",ayp;c ~ tI>< ti"", , ..... tI>< ,"'j«1 'II<ndi IK<..lk"" 1>< ....... 
St<_y"" rounI ~ tIt< lOUI .... n-b<, <1 h<..lm bf<.>b. Tin>< ""ti", 
~ I h< ti"", "", .. wirh "" n<W ""'m bf<.>b. V""ic.al rounI ~ I h< 
""",1><, o{ "",,00, <1 ro .. in""", 1>< .... bf< ... "'I'OIl<d by th< 
-Z" VI ""y <1ripe T""" ",nic.>l ~ tI>< ,OUI ti"", IK<..lk"" 'T ' 
""'''''-Jurrco rounI ~ 11>< num"'" o{jump< wl><n tIt< .... .,.11< ... '" 
tI>< pita""""",, .... ~ lor . """ro of tin><. Jump ti"", ~ tI>< ti"", 
,por< wirh 0.0 roardi .... t«. whi<h indic..l1< • J..-co ... d<r th< 
""' ... or "ndi", ~" 11>< w'" wirh . 11 pohoIo-b<....., p.o.,i", 
t"""'¡Io tl><i, ""'" AmIoul .. "'Y<pi<od< ~ I h< rumb<r olti""" th .. 
tI>< ,"'j«' "".'" tIt< 00x _ tr ... <I1 I><).md tIt< "",,-d<lIn<d 
- .ornloul.oory Ir,",, !" (n"","'" 01 piloto "", ... ) 1><1"0'" 11>< -""ti", 
dd.y' crit<ri.I ... < luIfIll«I 

1.".Sl._."!I'" 
lb< d.I" W<I< . R.lIyz<d ... d tI>< n,,,",, P<<I"'r<d ..,¡ '" <irl><, 

Or~nPro 7.0 or Im4< J ""w..., (Or~nf...¡b Co.. Non ..... plhOII. 
MA) O ..... . '" ,,,,,,,, ... ""' ...... "",.~ . .-I ' .... ~'ic.l1 '''nifI· 
CMI« 01 11>< "'>tI1U w .. d<t<rmin<d by ",,,"w. y . R.lIy>~ 01 .... ~ 
... "" (ANOVA) bll""",d by Tuk<¡I.I<<1 po1I hO<. wirh .. ti .. ic.l1 
,~ifIc..¡"", "" .. p < 0D'i. indic.llin, 11>< .... ..-b<, o{ .. """"",ni.!. 

l.'. C«d>!!r"m~ .. N-\Df>H.<>.<jd",. _q,... d"AA1 ,--
lb< "'1""""'" 01 NAIlI'II-",id= >Ultunit< w., "" ....... «1 by 

"' .. ,....,.PCI ... .ay,~ in , .. ",,<I><IIum. Fi, l A ,how> tI>< 1""" 
"""" of miNA <1 n", diff<"", t NAOI'II-",id= , ..... """ No>cl. 
N",l ... d No>c"- p21p1to>c ... d p47pbox in , .. """I><I"'~_ 

.... t'" lrom po1In ....... d.ly ( P)"- I'S. PI 1. P16 ... d P1s, Nodi~"",""" 
W<r< dot«l<d in mRNA Noxl . nd Nox1l<.<I1 ~ t tI>< ddf<", .. po<" 
.... UI d.I)'> ., romp.or<d ., "" """'I' t i>r NOXl .. I'S. ,w"", oc· 
curr«l ... inc""", _ la NOn wl><", • ",,1< i""",= w ... 
01>."'1«1 .. Pll _ P16 (1'i1- ' A~ In ronI'''1. 11>< I<",b of mRNA 
N",ühow<d . d«",=., PS _ . ...... I:.d ",ducI"",., P16 . nd 
P1500rn ... r<d to 14. lb< 1<"", <1 miNA 022"""" _ <>47.hox w .. 
....., '''niflc..-tIly <1«",_ Ir"" Pll .. rom .... «I ., 1'1 (1'i1- l A~ 

,ro , 
Wh<n w< "" .. 1. .. ,,«1 tI>< <~ ..., .. "", 01 p67p1tox ... d tI>< "'7 100m<>­
"""" .,.. NOXl (~X01 ) b y RT -1'01. w< oond t"' t boIh p67p1tox 
...d NOX01 W<r< -"1nif1<..1n'ly ",do«d .. romp.or<d ro 14 (S"""",_ 
m" .... u y l'i1- n 

W<....., <1..:1i<d NAIlPll-OJOd= proI<in I<""b by W",' ",n bIoI 
... .ay,~ " si", .... ibodi'" di"",«I ."im t N",'. Noxl . nd Nox<. 
W< lound lb .. in . 1I a"" 11>< _""'" W<r< <XP'"""d in , .. "". 
<1><11 ... (F" 1 B) Urid<, I h"", "",dit""" w< """""«1 t ..... ~Xl 

<I«,,,,,,,d th< proI<in 1"".,. .. P11 _ P1s, Nox1 prol<in in,,,,,,,,d 
.. PII_ P16 ... d ~X4 ""<11 <I«,,,,,,,dlrom P11. In "'a"" I h< 
tow«I I<""b W<r< do"<l<d .. P1s, Fi,1C m_ t"', tI>< prot<in 
""'<b of tIt< .... buniU pllpbox . nd p67pboxW<l<d«",_" 1'1s, 
"'" onIy in "'" c&« 01 p67pbox , '''''< w ..... i""",= .. PII ... d 
P11. ~ ~ """,ibI< th .. 11>< """""«1 d in"",,,,,,,, b<lw<"" RNA 
...d proI<in d ..... cwld h .... < """" da< in p..-' '0 ,1>< di~",<nI pro-
«<Iu"", ... I h"", ... '" di~"",,, "",siI ",iti<, 

Wh<n '"" "" ....... <d tI>< NADI'H"",id,¡", .... "'.y in ~_ 
.... t"'of ll>< whol< e<r<bdLurn of , ..... Imm 14 to P1s, W< oond th .. 
tI>< . ctil'ily of NAOI'II-",id= <I«'o=<d duri", "",,1><1 ... ""'<~ 

_ (F"' 0 ) 

ROS produ<l"'" w .. "' ....... «1 ",th d ihydr"' thidi "", . P'<tt< 
lt«d to <1«,,,, ROS. ",,""<nI "1Iy ,,,,,,,,,,,,id<.oniOII ("",,,,,, ... i». 
'" . L. 1007~ l'i1- 1 ,how> 0J0diz<d DIlE in , .. ",,<l><LIum .. 1'1. 
I'S. PI 1. P16 ... d P1s, Al 14 10> 1"00"""", w., hill><, I h ..... 
I'S. Pll. P16 . nd P1s, At Pll 10> P'odOCI"", do, ,,,,,,,, ",,1<1y "'_ 
'1'«' '0'1>< "'1>< .. ,,,, <.".,1 ..... "1 At PI <Oro< oond<n«d cdb W<I< 
dd<<I<<I _ ""''1«1 wirb oxidiz«l OHE. T. I>I< 1 ,how> tIt< n"",· 
M o{ posit",< «lb lo DIlE. lb< I\trt:inj< ",,11 I.Il'" m"""'d ..... < 
ROS producti", th ... "'''''' ",,_L'" 1.1)'<1> .. . 11 "" ...... <d • .,' 
Alt hoo.tfh • .,.. ri<1y 01 w<IL-<ld) n<d cd 1 Iy 11<' wit hin 1 1>< "" _""", 
<X~~ • _ .... 1""""" lO! 10> ooolId 1>< ,li.oL ",lb: how<\¡",. th< 
im"",,,,,.....,ti,,, ..,.",1«1 t"' t 10> po<it",< cdb W<r< na im"",· 
"""' .... "'< '0 GfAP .... ibody "'u",ti", , ..... ,1 .. 1 cdl, do na pro­
do« '''niflc..-tI ,,,,,<11 o{ ROS (1'i1- 1 ) At . 0 • ." t""«I. w< bund 
ROS 1"000<1"", in .¡II 11>< """,1><11.1, I.Il"" (T_ 1 ~ At "" ",,~. 
<r' W<I< mo", I.Ibd<d with OHE., romp.or<d lo al><, 4"'- lb< 
po<."" cdb in Ih< rnd"""Lu I.Il'" ".o:Lu.aLy d«""",d ~"" PII 
'0 1'15 (1'i1- 1. T. I>I< 1 ~ Simil.lrl)'. in 11>< IGL 11>< .....,tin, o{ DIlE 
w .. hi¡lo .. 14 _ ir w .. ' .. d .... ,1y ",duc<d ""til Pll . nd PI" 
tl>< n . n i""",= .. 1'15 w .. -=-",«1 (1'i1- 1~ Al P111Otn< ""'. 
d<n",d cd~ in ,1>< IGL W<r< . Iso po<it",< '0 OHE Tbi< w., .. ~ 01>­
"",,«1 .. Pll_PlS, 00t Ln • I=<r """'" . nd in • <I«", .. i", 
_ni", wirh 4< (1'i1- 1~ lrt!<I.! in F" 1 ,_ dot..lib <lIh< 
""'din, in l h< la .. P16 _ Pls, 

13. __ 1iM WtOO",.t>d ... _ot <kmu< lI:tI 

pmI"",",. in tI>< C<frit<ILm 

l'i1- ) m """ , ..... tI>< t", .. """, t with boIh MnTM .... P .... . .. io>.. 
id,¡nl. . nd ~nin .... NADI'H "",id.Is< i_ita . ..,..l:.dIy "'_ 
do«d th< 10> P'oo""ion in . do« d<\t<nd< ...... """,. Althoo.tfh 
in....,., in vit,o<o,di<, ~nin"" b«n'"""' t«l to<><l .. . n 
... ,io»d .... ( H""",oIl", <t .... 2008: Wind .. .. . 201O~ in """,. 1 
in."" , ... di<, . ,.","" '0"''' ' NO)( inhibiror (W_ <t .... 
1007: Choi '" .... 2011: Kim '" .... 2(1)~ lb< n""'M of po<it",< 
cdl< lo DIlE i, m..-Udly ",duc<d by boIh , ''',,-' in'" th< 
"' ....... <d I.Il"" (T_ 1} lb< ROS 1<,,<11 in Purt:inj< «lb W<I< 
....., m ... k<dly r<dU«d. 00t OHE....." w .. <1itl oIt5<N«I ""<10 " 
hill><, dos<, 1<"<d (F i!- ) ~ lb<", ""UIU >tI","" , ..... NADI'H"",i· 
~ roolId b< i""o""d in 11>< """""<d .rod",,"'" of 10> <!uri,. 
",,<I><L""" do"""""""",-
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OH OH/CAPI DHIGFAP DHlDAPIIGFAP 

.... :Lc.._._ " .". .... _ .. ,"' _ _ .-.."'_ ... ""'.,. __ .... _ .. _'DHlI_' ___ ..., ... ~~·,,."' 

_1M, _ _ "' ' ''' .. 1 .... '''' ... _ ............ _,._ ..... "'. __ "". ,... _, .. _ .. .. " _, .. , ~ ~ u . , . . .. ""N. ... "' . 
. .. . .. ""n. .... " • • lO . .. =_ ......... "'. __ ,,_, ..... _ ..... _ ... .-... ,_ ..... __ ... "'_.' __ DHl , .... ""'" '- 1- "' .. '''_' .... .-_ ........ ,,' "'_ '''''. "" _ """"""" ... __ ,_ ..... ,._ 

H. _~ inltilOt", 00<1 ... _"' dtd"", ~b, 
plo'i>. 

To ¡n'.".~ ... <11" d Jw al NADPH..,.w", ¡_ta , lid ... , ~ 
o>cw.., 011 , ''' «1'<1><11 ... hi<'.-.:hit"," ...,. P"'~it .... =''''''' 
...... P8. Pl1. P16 . nd P'lS w= "XoImin<d by er",yI Yiol« ,...., . 

int- H«t<>loiic.ll """""",l .... "" .. .-"aI in 1 ..... d 1"" loI ~ 
.. "'" p.IIt<m el t'" ", l<I>< n"m. In th< ""'_ ... ",rm~" P'l';. 
A¡Io , 00:1 MnThtPyP "' min~'..,t<d ""ily 'o ,.t, ~<m P2 ' ..... lI'd 
th< foli,¡b", m'''' 1ob.lI<, 1(lIll'I. V. VI , nd IX ., 00n>,,",<d 'o 
"""rol """beI" ( F\¡. .~ BoIh ,"" ,""' .... ""'OC«! . PfúI"""'" el 
th< .. 1_ 1« ( 1'i1- .~ lb< dI",,,,,d < ... ~'" in tilo bli .. "",..."-,, _r<ci_ fmm l'4 ... d lh<y...,., ......, "' .... , .. 1'1 6 , lid P'lS 

(As- 4 ) ~ ¡, ¡"""' .... lo "'« ,,"', _ d lS:l of t", ... <d~ni""" 
d Od "'" ,_ .~"' .. "'" ;. , 11 th< "",""""'dloh ... 1JuI in .oll ""'" 
W< ~<d 'i1nd1""" .. ", .. ti,." in .. 1""" """ 01 th< th""" i:lti. 
(<1.1 .. not _nI 

Tb< tOUl • ..,. oj i:lti. tX. nd X .. Pll ,how<d . t<nd<n<y " <1<. 

== by boI h t "'''~ "","",,,, th<" , ..... ." W<r< no' 'i1nd· 
.,.." (Fi1 SA) TIIH>' ...... '" 01 _ ... IL lX . rw:I X in th< """"" .. 
P25 ioc,<=«! with 1I{>o...:l M nTM I')'Ptr""'''''''' ~ thi< , ... ~< w<>< 
. ipliflc.o .. in "ti. Il IX. X by MnTMI')'P. On ly in loliurn 11 t h< Apo 
inc" ,.,<d ,ipliflc.o"ly th< tOUI .. '" (1'i1- 5B~ 

Tb< • ..,. oj.h< IGL w .. in<,,,,,,,d onIy by 1I{>o .. Pll in i:lti. U. 
IX. X (1'i1- 60'.) N. P' 6 ...:1 P2S n<ith<r Apo no< MnTMI')'P . n"",d 
th< .. '" oj IGL m loh. Il lX. X (1'i1- 60'.) Wh<n ..,; ... b W<r< """'<d 
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"' .... IU ........ ""', ..... ...,..,..-...-.. __ .. _--_.¡ . , .... , .... 

.... _. _" ....... , .. , .... "" ...... , ........ ""1-......... _ ..... _i. .... m .. __ .......... _ 
I"'~_"_ "TW'\O'_" ______ ..... 101_ 
.... _--- .............. -..... _ .. .... _ ...... ___ .................... _ .... ' 1 ___ 
'-1""'1 ___ ... _ '- 111:1.10 .. _ ... - ............ -.. -.... _---.-.. -_ ..... _-- .,' .... ...... • _ ... , _ ........... _"'" _!yO' ............ ,< IJI'I. 
. ............. au> , ........... . .. IC&. ... 

..... A:>O ... d ~1MI')'P_ dO! "'" nocl . 'is'""<MI< '''''fII< .. , '''' 

.. ,,1<11 01 Ih< EGL " PIl. PI6 ..., PH . , .".,. ... d lO ,,,. ,«,,«1 

... h .... ¡n«d .... "'" ._n~ 
n.. 'h"kn.,.oIML In bI .. mll<le< ..... d .. P2Swil h A¡IO_ 

MnTlolI')tP. 0nIy PomTH'yP .. Pl2 ,..,0«<1 ,1Ie .. icllh in lhi< 1..".. 

( flt; ti&~ -.r," Plti Ih< _hofl"'~" ""~_ 
...-JI both ..... """ID ( Ra. n~ Tht ... _ ... 1 ........ I~ 
.-.. u ¡....,""' .. in 1M "'i<k ...... ' "2 by Apo ~ ....... t 

labli ..... (f" r.a~ "'" tIIo<kno> • .,,-. .... ' Io.IX bIi .... . _.~"'..,_.,;,h ....... P2S._1'Y'yP._ 
..... nu.., _or, __ .... "h ...... _ ."'2 
,.,. _", .... «<<!Ir .... ML __ W\l:h. 111< 'h ........ 
0I111r iIIi_ X ...... , __ ..,¡ •• -.. ,"","'_ 
AfIO ..., MftlMI"¡'''1y .. .., 2 1 .... A~ 

111< , .. ""," " .... 1;01'<'" (a )._ ..... ""' .. in "'" 
,hi<tft<l< .. tII .... '" 01 , ...... IX .. '11 '" ....... ,"' .. '" ..... 
AfIO ( .... 611) Al. "6 "'" _01 of 01. "'_'- I(;L"'_"'" 
boIb ',.,.'m,,,," (FiI. 611~ Al. pn. u .. AfIO , ... ,,,,,, .. ___ 4 U'" 

_,h of 1Cl. In CM""" . ~TMPy!' """1n0tl'" ",. "'''''''''''' of 

IGI. (FiJ. 611) lb< "';<l:h of foIO.o .. X '" ,h< 1(;1_.-d <rijo ., 
1'11 ... ilhMnn.lY' (J1s.A~ 

In ",dor ,o 1kI. m1i .. wh<' hto" , 110 <ro>tpholo:olic.ol d ...... ob-
= .. d '" .... 1«1 .. , rol .. . ", < ... "d by .... • ~", .. ion in "" <el1 
d_h. iI w .. ..... _ .... imm""""' ... "'h<rnic.ol .... oIy> .. "'.r-
liv. <.0 .... _1. wh i<h ~ . ... .u.- '" _ ""iI. EY.I .... , ....... >ti,..... 
1_ .. 1'16 w"." 1110", 11 ... impo<Unl """"""" '" dyin, 
..,rdo<llo, n ... ",,' (111""''' ' 9n...b) I0I0<1 '" "'" .,...,.."'.] .-~ 
.... allI_ r_ in , ............ -..",Purkinj< aII._ . 
..... oIy iII".._"" "1'<'" (S~ .......... ry .... 2) 1II<n""­
", __ allI ...... -... • ..,_ .. ,'_'.9_ 10 ...... 
...... _IfId W\l:h.....,.. ......... lMl'lI'. U_, _.-,_ 
iI ..... _ f_ ... , • .,iII<> • .w .. """, ,.".. ...... , __ ", 
<..I"' ..... J ,....~¡,..,,,... • ., ", [lo< =-obd'- rolo _1yIood 
...... , ... .w .......... ""fT_ n 

MOO"'''';''~, _coonl ... I<><I"""' ........ ,"'1'I' fOC!w"l!,. 
. rol """"" ."a. I!.O" ~""d w'oIh AfIO '" Mnn.ll')'P W<ft , .. «<1 
1 ............ _ «.)«Ii .. ,.", by .. "'<.OInl 1110 , ...., .... 11<"" '" 
_ fOC! (lO<m) _ [110 11"", 'o """",,n iII ,ou rod ""_ 10 !.l IL 

FiJ. 7A._." .. [ " .. """1' ["' .... d ... il h ~_ Mnn.ll')'PrIi .. 
pLly<d . ... ",JIIc.o .. "",,,,,,,,, lO In [h. [ .... IO<mII< "'" ,,"' ... oom-
~ 10.-.... . ......... ><wfQlÓ .... l<Iy -tOS '" "'" ........ ,«1 
. _ u_ .. ioh AfIO .... '" .. nlMl')oI' Id"'_ croui,. "'" 
,"" (4",,,,,, "' ..... ) 

..,............r "''' -el"" ...... ifI<¡III di ... ,.,..., .......... "'" 
1_' u_ wilh _ ... ".lMl'lI""" .-11«1 , .. IL _ "'" 

.... 1» .. 1-'1<'11 'M.-............ 11.- • """'" ~ 10 .......... , .............. ' • .........,10 ... 1_'..,_ 
wilh .... HAI:PH_ido ................. __ 1 .... r.~ ". 
.-.. '" T_ J . .... ..- -... O<ÚIIity w •• ..-- 1'1' 
/\po .... MftlMl'lI' " .. _~ na. .... ....,. " ... Iod.. ... buLo'.., 
«><In. .... , ....... buLo'.., ....,.._ .. "", _ in /\po .... 

Mnn.ll')'P """'" "''''' .-. . ... , ..... )RpiII, ok!<r<_ ..... , 
_ in ,.., " .. ,'" ",;,~ AfIO ... 4 Mnn.ll')ol'. finolly. only , ... . .. ¡. 
oti1.i .. ~«I , ...... ,1<,01 ,1m< . no! ,,~'"" <O<IfI", ~ 

" .. , .... , di<! no< U •• • ", <ft"" OfI,h<", """ .. -. 

' ... 1 ....... . ,..,..., __ ... . _ .. , .. __ ......... ..-, __ " .. _ ..... ·_ ...... __ ... • ... __ _ 

l""'l" """ ""- ............... _ Io __ J. .... ' m .. _ w .. . oo IO-UOI_"- _ , ..... ,,_ ... "..,. ..... .... 
' __ .. ,c¡ .. __ ...... .-__ I __ .... -_._-_ ..... "'--,_ .. _ .. . -_ .... -
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e Apo MnTMPyP 

.... "- .-. ... _ ,w .... , __ .... _._ ... ____ ,, _ _ ~,~ ..... _ __ ,. ___ ... _ .. ~ ..... w_~ ... _ 

..... _, . .. _ , _,_ .. .- ... ... _ ,.... .... ... "', __ . .. .. u . ,. _ " ........ ' .. ".1' . ...... _ _ ,_ ......... ...., .. ' ..... 1 'O ....,.~ _"""'.,'O_Il_ ... _u ....... ,<> ............. __ " .. ,_ .... .. ,, __ .. ,... __ 

~ .... """" ,_n 11"" KOS "', ..... " , . .. i<ly 01 p/Iy>~1 
proc<= ""h., p<oIiI<,"""'. d¡~"", .. "h"". mig""", _ «11 
de..l t hdurillld<",~ mM"'''''' <dI tYI>«- ",,'udinlsmoo1h 
m",d" (b> . nd Ber~ 1991~ /b'obLtIu (1Io.IIdOll ... d _.Ev,¡"" 
1989) _Oc <no:IOChd .. 1 <dI< (Koiz.Qn«<t . l 2000~ PCl1 ( K.lfoh 
d . l 1997. 19'1'1: S"", k.¡ w. '" . l 2000~ de. In """' .. 11'''11' .. 0< 

cdI~ ROS _q¡",,, .... 1y .,""'''"d _" prold,,"';'" ""ivrty 
(y<>n<y ..... d . l 2010~ In ~p.oI n"",,,,~ "'" cb«"",d 
hi1h 1<.<1< '" ,...,roxOd< . nion (Bi_ <t .... ,_) ' ppe.>r lO 
Il>00 ..... ,, n<...,." p .... h<ity (H_~n<1 .... 2004: K"'II" . nd 
K ...... 100n funher"",,,,, ,.., .., .... 01 ROS .. th" 11<" "'''')15 '''''' 
_" .. "'0 1>< ",~"""dlly'h<,U&" oId"',,,'olI""""' r... ..... ¡ . nd 

C<>I< (2006 ) <1<.......,,,.,«1 , .... in «11 cutt..." 01 <_)<1110< , .. 
ron ... moltO"o .... """,. 1 _MOl <dI< 0>IUin Iow ...... el 
IIOS, whil< tilo>< with hiJ:h ,"" ... 01 ROS rorrupond<d lO dill<""" 

' '''"d n<orort<. In """. ,.., PfOIIOII"'" col tll< two ~'" el n,,.,,,,,,, 
derio¡«I (roro 'h. m.lh po .... _<ni." «,~ d<p<nd«l 011 'h. 
.. ,00»0:1 ... ~",trn< .. (T ... .... i "' . l 2006~ 

In "1< 11'<"''' "..:!y, W< (oond "' .. d.n", .. , ""r<bdLl, "",.1· 
_ 'h"", w ... di~"", ...... 110> ,,,,,,,, .. ion .. d¡f"""" 4 '" 
.. d """"" or ' h. = <1>< 11.",. lb< hilh<, ROS "'""h W<r< <Jb. 

«1'1«1 .. 1'4 m ..... ' or'h< """""'" or 'h< 'hr« ="""''''' LIy< ... 
A' P8. 110> prodoc" on i,"~ 11'<"' '' in 'h< ' h"", e<r<h<lLI, LI.,., ... 
"'" in . 1=<1 .. , ,,,,, ' h .... 14. N. , .... tim<. "'. i .. "", .. ilI . ...... 
LIy<' OGl) .how> . oonrid<,"'''' """,b< , or o:. "i<n",d <dI<. wilh 
hilh<, "'""h or RO> ' '''n ' h"", "",.<1«1 in noI COIId<n",d «Ir.. 
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A P12 .. 

.. .. " . 
'" .. 

<
; 

•• 

.. ,,, ". .. 
1" ." al • •• 

.. 
'" '" 

.. 

.. 

" 

B , .. 

.. 
l . 
L .. 

... 
~'" , .. 

.. 

.. 

.. 

• • .. 

HE 
• 

FOII.IK 

" 

.... "- .... ". - "' ..... ,_ .. ...... _- .. , .. _. " ... _ ... , .. -' ....... ,.. - -,,, "'-~, ~,.."-.-.. ,-----
~,_._."« ... _ ......... ,.""_,. __ ....... , .. _' .... ""'_~ '. I ... '""_."_'I,,.,.I_ ...... ' .. _ '"ffl 
~"'''_'''_'' '·I '' ·''. ·''_'''' ''''U_.''''' 'O_'''''' '''''''''' 'O _'''T .... ,n''·''''I'''''_U_" .... " ..... .... ". _, "''' ,.", __ .. ,., .. __ .""""'--, ... .. __ e" , _ , ",,',""'. ____ ..... ,.. ...... _ , _ ..... " ... __ 

Apocyn" "root<Oder<d .... inhibd", d NO X (5o<ú,,!I: •• 1Id I'>w· 
1icroI k. 1008: 500lk "' . l '994: r.", '" .>l . 2008: K<lIy<o .>L. 2OO'l: 
T_z. 2008:JdlltWOI<1 . l1OCU : T_,<o ~ l. 2001: B."l>i<ri '" .>L . 
2004[ H.,...,.<I. ~< ".-11<, ... ""'0'_" ' h ... """"",nin coo kl 
"" ........ io>.id.I .. ,. t h<r , h,¡n . i'I.lX in-'"" ( H<"",oIl<1 '" .>L. 

1008: Wind '" .01. 10'0: P<lr6nio <O .>L. 1011[ ~ " wdl <1",,,. 
""""<d , h,¡ , """"",nin " • prodr"1 ' h.II .... y"" "",,,,,na! by p< " 
OJ<i<l>«>-"",di.II<d ""id.ll ion 10 . di""". wh~h h,¡, b« n ,....,"<d 
'o "" t"" • .,. "'" form of ~<q'ninf", inhibili", NO)( (J<>hrt<ooI '" .>L. 
2002: M", .. P. I< '" . l 2OO'l: 50"",,,, <O .>L. ''l9O) lb< du.>l . <l ion 

o_ o 

"''''''''-'--'"''''"">'"''''''--''-'''--'''''---_o. ..... , .• ,,~,.., .. ..... , .. -..,., .. 
•• 

H , H' H " H' 

o o o o o o -- .. u,,'-' 07>.>, .,.6 "~,HJ 'Oll '''-' 100""'-' \0\",-, _ . 
""'-'''1.J 

u _ 
OJU ,"U .,- ,",''X, ~, -,~ - ,,,,-, ,ft] ~ >CUt, "-, --~ 7>7."".' u_ '""...,. _ o "'"""""" - ' TU , H .. _" :m .'''",", ~ >OH,"-, .~o 

......... __ ._~_ ...... ... ~ ............ " ....... _ .. "' .... _ .. ... '"'~ •• "", ... ,.no_, ......... "'~ .. ' ................... _ _ ... _ .. _""'~ ... _'. __ ,_~ .... ,_ .... , ......... _, .. v~ _ __ .. ,,.,,.,,, .• __ • __ ''''' 

.... ~"" .... _. __ .. , .. _" .... ~. "'~ '" " .... """"" .. _ ................... __ ,_ .. ... " ..... ~_."';,. no,.~_ 

.... _ .. ",. ,,_,~,... _ , ' 1.>-»:00: ... :umo: " .. UO,~ no , .. _ "' .... "_"'_" ... _, ~,.., _ , n . ..,.,.. ... CUI<7O: " .. ____ 
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• • , 
" , 
¡ , 
• o 

, 
" 

• 

• 

• 

... M" 
.... , ..... " ... """"' ........ . __ .. _ ...... ...... -___ ....... u _ _ _ .. ~ .. ~ _ _ • "" ... _ .. ....... ··_·_.·I ...... _· .. · ... ,"' .. , ... ,.,."u_ .. _ ........ _ ' .... , . ...... _ ",.,.,.. "'01 -.. ... _ ,a) .. 
,, _ w .. _ _ Ce) '"1"--' ,, '~I ,,_ ... __ .. " .. " ,." "'_ 
" .. , . ....... ,..., ... ' ..... 1 , . ...... _""'» '_ 1 ...... _ ,al " w_ ,_ .... CCI_ .... __ .. , '" " .. " '_ "' • • ".._ ... · _ _ , _ _ ._ a.""''''''',_,.' '''' • ...-....... T .... _ _ ... ~ .......... ""' .... , ' 0lIS.,,~_ ... .... ""_ .. '_T1'. .. _ . .-
col ~nin =m< 10 b< ","ricl<d 'o '" •• ro ,.o h", , ... " in .... 0 
rondd"",,- wher< , h~ ron'CI,tlIId .!,,,,"', 1o b< ¡nhibi." 01 NOJt 

Tb~ .... """" ",pl.li,.,d by :h< (.¡CI 'h.l ' no! .. 1 0011, ""'" th< 

" .. " ""« ... _ ... "' '''''1', ,,,--- "Io_ ... .,"._ ...... 
~ ... "'.- c_ ---c_ C~ ....... 

u ...... ,..¡ --_. - """,) - -'" 

<IIZ)' ..... '" n»<hin<ry br ~ocyn¡n "",~m , lid ' h<r<f"", m 
<om< <dI typ'" '" cultor" i! do« no< ... hibit NO)( ><ti'lity ( 11< ... 

moll .. '" .... 1008: Wind '" .... 101 O). In ron U'L "'"" .. r<""'" ,_ 'h.l ' ' po<)'nin . drni"i""",d '" . ... 0 m",""'" iU dl«l 
th""'1h tilo inhibO"", 01 NOJ( """.y (Vi,di< <1 .l 2004: ~. 

<t .l 200n P""OruI.¡rIy. in tll< """" m -""""'" in ' '''o. . poxynin 
h .. 1><"" r<pon<d 'o '" ><. NOX in....,"' .. demo"''''''"d '' M· 
r",,,,,, m<Ald<. ¡",lodin1 NOJa d<1I<i< .. mic< .... d with di'I<r>< 

t«hniq .... "",h .. p67p",", '" 1'47""", , ... "Ioc.II"" ...,. 
p47pboJ< p/lClip/lOlYl"'''''' _ 011.". (W ... , '" >l 2007: T>", 
<1 .... 2007. 2001: J..: k""n <1 >l. 1009: tam <1 .... 1(1): 0I0i 
<I >l. 1011: 5on1<1>l in p,u" K ........ <I>l 1011l ln ,ni, ",,,0:1. 
i1 ¡, , _".d ' h .. in in '''0 ,.,011<, , 1>< ... ". i>fm 01 >pocynin. 
produc<d by «11< >1>1< lo m<I..lbal iz< iI. ""y 1>< ",,,,,,"'d 'o 0<1 .. " 
,"' .... B",id<~ it hu 1><"" , hown ti"" mi<io:J!><roxw", ( 1oFO) 
c.on b< """_ Imm......, «lb _ " c.on 1>< ~"P by 0<1 .. " 
«1I« An. m'" .... 1007) Th.I~ >pocynin <MI "" "",.-Jiz<d .. " .. 
«IIuIMIy {JI by«lb ' h .. do not ",,,,,, ... MPO. ",,,,,tin, in '11< "", .. 
• nc< 01 iU ... ". lam in """" ''''''''' in."" (= Tooyz. 200Il 
COMid<fin1 , ""'" .. ~"'-' _ "",,,,,..., """,,, in = <I>< u... 
n"",,,,,, ... 1><", ..,«)'nin inhilliU NO.>: ... "ity (H",nlnd<z·EnrI· 
qua'" .. . 10(1) W< "'11"" , .... """'" "'" "'''''ri''''''' ..... rondi· 
tiOll~ ..,«)'nin oouId 1>< "'in, ..... nty ., > NO.>: inhibd"" 
h-=-,,,,. W< c.o""'" di1ard , 1>< """ ibility , .... p.ln <1 , 1>< CJb. 
""",d .11<", oouId ti< d"" " ... > .. io>cw" ... i", of ' h" 
compoun"-

~ "' ..... ilt! lo b< ""'.rmi""" , 1>< in""",,,,,,,," of otl><, """"'" of 
ROl ""h .. ,1>< mitochond,i.L lb"", "ovid<n« , howi", > , ,,,,,,. 
i", linl: h<lW<<II ' h. mitochondti> >M NO.>: lO! ROS ,,,,,,,,.,ion in 
"" .... """"ri"""""" """"'''' in, ludin,cdl "" .. h ("'" <I>l 2006l 
' h. ''''po""" 'o >",iot"",in D (W",ni.t: <1 .... 1O(9) ... d ' h. <Id. 

1",<nI 'llion 01 m«<n«plt.lli< """"'''''' cdl< (1'>'1" <1 >l 101Ol 
lb"" 'h. 101< of ,1>< mitochondri" ROS CMIIIot 1>< """",d in ' h" 
"'""Y. 

0"" in ' '''''''in'd .... w., , 1>< dI«' in , 1>< loli.ll ion produc<d by 
Apo ... d MnTMI')'P. lb"", , ,,,,,,,,,,,,,-, in"""'d >n irr<JI.I;" , .-. 
bu;" ion of' 1>< """,1. ,11 .. ron", ., "'>11"" udi<d. "" i", """" '" i· 
d <nl ., Pls. C"",I><II .. loli.ll ion <MI b. > ~"",d by dd"'"", ' 
conddio>rt< "" h ....... pot ..... roi<Ii"" 00 ... O\I",,,,,,,,, ... ion of wnic 
ha4<hCC (Co, .. "" <1 .... 1(0)( 2006: H>","" <1 .... 200Il o..r ..,. 
..lIu ' """" , ... , ROl oouId 1>< ""'on.ol , 1>< 1"""" im plia <d in 
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