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1. INTRODUCCION

1.1 Apoptosis

El término de apoptosis, fue usado por primera vez en 1872 por Kerr, Wiilie y
Currie, quienes estudiando sistemas experimentales de roedores, sefialaron que
las caracteristicas morfoldgicas de la muerte celular que ocurre de manera natural
durante el desarrolio embrionario, la regeneracion hepética, el balance entre
proliferacién y muerte en modelos de tumor in vivo; son diferentes a las que
presenta la muerte que ocurre como resultado de patologias e intoxicaciones(8).

Inicialmente se e asignd el nombre descriptivo “shrinkage necrosis’, perc el
uso del termino necrosis para un fendmeno que ocurria bajo condiciones
fisiolégicas, parecid poco acertado, asi que, a sugerencia de un colega del
departamento de literatura, partieron de la palabra griega “amontcows” (que
describe la caida de las hojas o el marchitar de una flor) y acufiaron el término de
apoptosis para describir éste fendmeno, al que también se le ha comparado a un
*suicidio celular” (8,36).

Si bien ia muerte cefular durante ei desarrollo embrionario habia sido descrita
anteriormente, la contribucion de Kerr, Wyllie y Currie consistié en proponer que
durante la apoptosis, las células destinadas a morir participan activamente en su
muerte, y, que éste proceso es determinante en el mantenimiento de la
constitucion celular de los tejidos.

Otros estudios sobre ia muerte neurcnal durante la formacién de sinapsis
funcionales y sobre la muerte de células precursoras B v T autorreactivas durante
la seleccidén negativa; pusieron de manifiesto la importancia de fa muerte celular
como mecanismo fisioldgico de seleccion. Posteriormente estudios genéticos con
el neméatodo Caenorhabditis efegans, demostraron la existencia de genes cuya
expresidn controla ia muerte apoptética. Entre éstos se identificd el gen ced-9 y
por similitud en la secuencia a su homdlogo en humanos el gen bel-2, cuya
expresion resultd interferir con 1a muerte de neuronas deprivadas de factores
tréficos asi como con la muerte de células precursoras By T.

LL.a evidencia acumulada hasta ahora, sugiere que la gran mayoria de las
células animales son capaces de seguir esta via de muerte, aun aguellas en las
que normalmente no se activa el programa. Este hallazgo implica que este
programa genético de autodestruccidn forma parte del repertorio de respuestas
celulares a sefiales externas ¢ a cambios en las condiciones celulares internas (8).



1.2 Apoptosis vs Necrosis

Uno de los primeros cambios morfologicos que presentan las células que
inician €] proceso apoptdtico, consiste en la condensacidn del cifoplasma, y
reduccién det volumen celular, acompafiados de cambios en la estructura del
niclec. La cromatina se condensa y forma cumulos densos adosados a la
membrana nuclear; seguido de invaginaciones de la membrana nuclear y finaliza
con la fragmentacion del nidcleo en estructuras membranosas con cantidades
variables de cromatina. El ADN se fragmenta en muitiplos de 180 bages que
comrespondsn a la longitud del ADN dispuesto alrededor de cada nuclecsoma,
caracteristica hasta ahora considerada como exclusiva de la muerte por apoptosis,

De manera anaioga, la membrana celular sufre invaginaciones que terminan
por fragmentar a la céiula formando racimos de vesiculas de tamafo variable que
contienen organulos intactos que no se fusionan con lisosomas. A estas vesiculas
se les ha denominado cuerpos apoptdticos, los cuales in vifro terminan por
desintegrarse, mientras que in vivo, son rédpidamente fagocitadas por células
vecinas. Por tanto, una de ias consecuencias fisiologicas mas relevantes de la
muerte por apoptosis, es que no se libera material intracelular al medio intersticial.
Es importante destacar que este tipo de muerte estd restringida a células
individuales y nunca resulta en la muerte de células vecinas en las que no se haya
activado el programa de muerte (8,12,38).

Por otra parte, la muerte celular por necrosis afecta no solo a ia celula que
muere, sino también a muchas células adyacentes. Al igual que en la muerte por
apoptosis, también hay agregaciones de la cromalina nuclear, responsables del
oscurecimiento del nicleo o “picnesis”, que sin embargo, es menos denso y
menos homogéneo que o que se puede observar durante la muerte por apoptosis.

En ocasiones se puede observar fragmentacién nuclear. A diferencia de la
apoptosis los organulos se hinchan y el volumen celular aumenta
considerablemente. Estos cambios han sido asaciades con alleraciones del
control osmotico, que resulta de una deplecion de ATP y la consecuente
disfuncién de los transportadores idnicos de membrana como la ATPasa de
Na'/K". Todo esto leva a una pérdida del potencial de membrana y a un
incremento en la permeabilidad membranal. Finaimente, las membranas de ios
organulos celulares se fusionan y se pierde la integridad de la membrana celular,
permitiendo que el contenido citoplasmico se vacie al espacio intersticial. La
muerte por necrosis generalmente va acompariada de una respuesta inflamatoria,
seguida de un praceso de cicafrizacion que en ocasiones se asocia al desarrollo
de fibrosis. A diferencia de la apoptosis ninguno de estos cambios esta
determinado genéticamente y resulta, mas bien, de la pérdida de sincronizacion
funcional entre los procesos bioquimicos y las estructuras macromoleculares que
constituyen a la célula (8,12,36).



DIFERECIAS ENTRE NECROSIS ¥ APOPTOSIS

CARACTERISTICA NECROSIS APOPTOSIS
Participaciéy celular Pasiva, carente de control genédtico  Activa, controlada por un
programa genético
Volumen celular Se incrementa Disminuye .
Cromatina nuclear Condensacién Iaxa y localizaclén ~ Condensacion compacta con
difusa marginacién nuclear
Nigcleo Fragmentado Fragmentado
ADN Fragmentacion trregular, patrén de  Fragmentacitn internucleosomal,
barrido patron de escalera
ADN ribosomal Degradaci6n imregular Fragmentacion regular, aparicidn
de bandas especificas
Orginulos Se hinchan y tienden a fusionarse ~ Permanecen integros y no se
cont lisosomas fusiopan con lisosomas
Membrana celular Conserva asimefria de fosfolipidos  Aparicién de fosfatidil serisa en ia
v se pierde 1a itegridad Hmina extracelular y se conserva
1a impermeabilidad
Citoesqueleto Se desorganiza Consérva su estructura
Citoplisma Se vierte al espacio intersticial Se conserva en los coerpos
apoptoticos
Activaciin de Proteasas  Inespecifica y asociadz a Especifica de ia familia de las
disfuncién lisosomal caspasas
Estrés oxidative Presente solo en etapas tardias Presente desde etapas tempranas
Catabolismo Lipidico Activacidn inespecifica de Produccién de scido araquidénico
fosfolipasas y metabolitos derivados.
Produccidn de ceramida y
metabolitos derivados
Reaccion inflamatoria Presente Ausente
Cicatrizacién Presente, a menudo con fibrosis Ausente




fig. 1 Apoptosls vs Necrosis : 1.- Célula normat . VIA APOPTOTICA (1-4) .- La célula se
encoge ¥ hay condensacién tanto del citoplasma como de la cromatina. 3.- condensacion y
fragmentacién del niicleo, encapsulamiento de organelos funcionales en cuerpos apoptéticos. 4.
fagocitosis por células vecinas. VIA NECROTICA (1,5 y 6} .- la célula y organelos se hinchan, la
cromatina se compacla de manera laxa y difusa, también hay fragmentacion. 6.- La célula pierde la
continuidad membsanal vaciando su contenido al medio intersticial (Tomado de Tomei 1991).



Una de las caracteristicas de mayor relevancia fisiclagica de {a muerte por
apoptosis, radica en el hecho de que no induce una respuesta inflamatoria. En
cambio, cuando una célula muere por necrosis, su contenido citopldsmico se vierte
al medio intersticial exponiendo un gran nimero de antigenos que el sistema
inmune reconocce como. ajenos, frente a los cuales reacciona tratando de
eliminarlos. Durante este proceso se activan varios componentes celulares del
sistema inmune, como los macréfagos v los neutréfilos que liberan Hp02 dafiando
a cualquier célula con la que entran en contacto. El resultado es la destruccién de
muchas células del tejido circundante (8,12).

Hay que resaitar que la formacion de ios cuerpos apoptoticos previene que el
contenido citopldsmico pueda ser liberado al medio intersticial. Antes de que los
cuerpos apoptdticos se desintegren, estos son fagocitados por células vecinas en
un proceso en el que participan antigenos de superficie y fosfatidilserina que sdlo
en estas circunstancias se presenta en la lamina externa de la membrana celular
de los cuerpos apoptdticos (fig.1). Estas moléculas son reconocidas por
receptores especificos en colaboracién con anfigencs del sistema mayor de
histocompatibilidad. La compartamentalizaciéon del contenido de la célula
apoptética previene que los antigenos intracelulares puedan evocar una reaccion
autoinmune. Esta caracteristica de la muerte celular por apoptdsis es responsable
de que no se produzca una respuesta inflamatoria durante la remodelacidn v
reabsorcién tisular ain cuando éstas implican la desaparicion de tejidos y érganos
completos, como durante la metamorfosis de insectos y anfibios, o la reabsorcion
de los conductos mullerianos embrionarios en machos de vertebrados o del
mesonefros en hembras (12).

1.2 Fragmentacién Internucleosomal

Durante la muerte por necrosis el ADN se degrada por accion de
endonucleasas y exonucleasas, y los nucleosomas parecen perder integridad ya
que al separarse por electroforesis en geles de agarosa se observa un barrido sin
que aparezcan bandas discretas. Esto refleja que en la muerte por necrosis el
ADN se corta en fragmentos de una gran variedad de tamafios. Por el contrario, la
degradacién intermnuclecosomal del ADN (caracteristica que hasta ahora se
considera como exclusiva de la muerte por apoptosis), al someterse a una
separacion por electroforésis en un gel de agarosa, se advierte un patrén de
bandas discretas caracteristico al que se denominha “patrén de escalerg”. Este
patrén revela que durante la muerte por apoptosis los fragmentos producidos son
miltiplos de 180 bases, corraspondiente a la longitud del ADN que se enrolla
alrededor de cada nuclecsoma. Los nucleosomas, constituidos por un grupe de
histonas rodeadas por dos asas de ADN, son slementos estructurales de la
cromatina, Durante la apoptosis, la activacién de proteasas especificas promueve
la degradacién de proteinas de los filamentos intermedios de la matriz nuciear
como la ldmina A y la ldmina B (12). Se cree que ya que la cromatina se encuentra
adosada a estos filamentos, la fragmentacion de estas proteinas de la matriz
nuclear promueve la desorganizacién de la cromatina (8). La subsecusente



activacion de endonucleasas que tienen acceso a las regiones de ADN entre c{ada
nucleosoma hidroliza el ADN produciendo fragmentos cuya longitud es un multiplo
del ndmero de bases enrolladas en un nuclecsoma.

Las endonucleasas que participan en la produccion de fragmentos
internuclecsomales, son dependientes de calcio (Ca®™), ya que la presencia de
quetantes de Ca*? como el EGTA, interfieren con la apericién de este patrén de
degradacion del ADN.

Si bien ia fragmentacion del ADN se considera como un elemento
diagnéstico de una muerte celular por apoptosis, su ausencia no es
niecesariamente prueba de que no se trata de una muerte apoptética. Por otra
parte, es importante considerar que las céiulas no mueren de manera sincronica y
que por tanto en un momento dado, esta fragmentacion puede estar presente sdio
en una pequeiia fraccién de la poblacion celular en estudio. Los escenarios
mencionados explicarian por que documentar la fragmentacion internucleosomal
puede ser mas dificil de lo que inicialmente podria pensarse.

1.4 Activacion del Programa de Muerte

L.a muerte celular programada es un mecanismo de seleccién en el que las
condiciones microambientales que rodean a la célula determinan cuales células
deben morir, y el momento en el que esto debe ocurrir. El estudio de sistemas
celulares en los que ocurre la muerte apoptética sugiere que existen dos formas
de activacion del programa de muerte (8). En algunos tipos celulares e programa
de muerte se encuentra apagado, por lo que se requiere un estimulo externo para
activarlo. Sefales paracrinas mediadas por moléculas pertenecientes al grupo de
las citocinas como el TNF o el ligando de APO/FAS, son los ejemplos prototipicos
de las sefales que al unirse a sus receptores de membrana en las células blanco,
activan el programa de muerte. Existe un creciente ntmero de ligandos y
receptores recientemente identificados con una funcién similar. Estos sistemas
permiten eliminar células dentro de un tejido de forma selectiva. Mientras que el
sistema APO/FAS parece estar asociado con la eliminacién de clonas de linfocitos
T y B que responden a antigenos propios, el sistema de muerte dependiente de
TNF participa en la muerte de céiulas tumorales o de células infectadas con
distintos tipos de virus (8).

El segundo mecanismo de activacion del programa de muerte consiste en un
encendido constitutivo como parte de las caracteristicas del estado de maduracién
o diferenciacién de un lingje celular. En estos casos la muerte se praviene por la
accion de factores de sobravivencia, también denominado factores tréficos, que de
estar presentes en el medio interfieren con Ia ejecucion del programa de muerte.
Tal es el caso de las neuronas dependientes det factor de crecimiento neural
(NGF) o de los fimocitos dependientes de interleucina 3 (IL-3). El sistema de NGF
participa en la maduracion neuronal y durante la seleccidn de sinapsis funcionales



en el sistema nervioso (29). Mientras que el sistema de IL-3 es importante en fa
maduracién hematopoiética.

1.5 Proteasas en la Apoptosis

Una parte importante de la apoptosis es la degradacion de una serie clave de
proteinas. La calpaina y las caspasas son proteasas predominantes que realizan
ésta funcién. La calpaina es una proteasa calcio-dependiente, implicada en una
serie de modelos de apoptosis y propuesta como mediador durante la isquemia
cerebral (incluida la necrosis). Su actividad no esta restringida al fendmeno
apoptdtico ya que se le ha implicado en la potenciaciébn a largo plazo.
Recientemente han sido descubierta una familia de proteasas llamadas caspasas,
cuya activacion precede a la degradacion del ADN durante la apoptosis. En
algunos casos de apoptosis en neuronas se ha observado ta participacidn de
ambas; calpaina y caspasas (13).

1.5.1 La estructura y actividad de Proteasas

En ta protedlisis relacionada con la apoptosis ha sido ampliamente registrada
una familia de al menos 11 proteasas, las cuales han sido llamadas caspasas, por
el hecho de que son proteasas de cisteina con una actividad “Aspasa”. Las
caspasas estén relacionadas con CED-3, el producto de un gen esencial en la
muerte celular programada en el neméatodo C. efegans. La enzima convertidora de
interleucina-18 (ICE) fue el primer homéiogo en mamiferos de CED-3. Desde
entonces un ndmero enorme de genes con la secuencia homodloga de CED-3/ICE
han sido identificados en mamiferos {13).

Las caspasas aparecen como componentes esenciales de ia maquinaria de
muerte apoptética. Ellas operan rompiendo el citoesqueleto, y proteinas nucieares
necesarias para el mantenimiento de la estructura celular (g-actina, laminina B),
enzimas involucradas en el metabolisme (proteina cinasa C) y enzimas de
reparacion.

Ademas de la presencia de una cisteina en el sitio activo, la caracteristica
mas importante de las caspasas es la presencia de un asp en la posicion P1 del
sustrato. Existen diferencias en las preferencias para los residuos de aminoécidos
en las posiciones P24 lo cual parece conferirles cierta especificidad a las
caspasas. Estudios realizados para la especificidad de sustratos se han revelado
tres grupos principales. £l grupo | comprende a las caspasas 1,4 y 5 (las cuales
juegan un papel preponderante en la repuesta inflamatoria y produccién de
citocinas) quienes tienen preferencias por secuencias de tetrapéptidos Trp-Glu-
His-Asp. El grupo Il de caspasas (2,3,7 y CED-3) tiene preferencia por Asp-Glu-x-
Asp, mientras que las caspasas 6,8 y 9 (grupo 1lIf) prefieren la secuencia lle-Glu-x-
Asp (12).



1.6 Volumen Celular

Para poder sobrevivir, 1as células deben de ser capaces de mantener su
volumen dentro de ciertos limites. Este volumen depende del flujo de agua a
través de la membrana celular, la cual generalmente es altamente permeable a
ésta, por lo que siempre que exista una diferencia en ia congentracién de ios
componentes celulares con el exterior, es decir, un gradiente csmdtico entre el
exterior y el interior de 1a célula, se observaran movimientos netos de agua.

En presencia de un gradiente de presidn osmatica, el agua se moviliza del
compartimento de menor al de mayor presion osmdtica, y como consecuencia, el
volumen celular aumenta en soluciones hiposmaticas y disminuye en soluciones
hiperosmdticas.

Una gran cantidad de factores pueden modificar al volumen de una céluls;
las alteraciones en la osmolaridad exiracelular son ei gjemplo mas obvio, pero
también la asimilacién de nutrientes, la activacién de canales idnicos y sistemas
de transporte en fa membrana celular, ia formacion o rompimiento de proteinas o
glicdgenc para la formacion de mondmercs osmdéticamente mas activos, las
funciones de secrecion, los movimientos de organelos intracelulares {de manera
particular el citoesqueleto) y por supuesto durante las fases de crecimiento y
divisién celuar. En todas estas situaciones se crean gradientes osméticos
microscopicos que dan lugar a cambios locales y transitorios en el volumen
celular. Posiblemente es por esta razdn que los procesos de regulacion de
volumen se encuentran presentes en practicamente todos los tipos celulares,
independientemente de las caracteristicas del medio externo en el que se
desenvuelve el animal de que forma parte (18).

Un cambio en el volumen calular puede solamente ser revertido si el
equilibiio osmbtico a través de la membrana celular es mantenido por los
mecanismos de regulacidn de volumen de la célula. Estos mecanismos
reguladores incluyen el transporte i6nico a través de la membrana por un lado y la
disposicion y sintesis de osmolitos organicos por el ofro. Una gran cantidad de
mecanismos para la regulacion del volumen, son normalmente empleados en
paralelo, ademas, distintos tipos celulares utilizan diferentes mecanismos de
regulacién de volumen. Como resultado el ndmero de mecanismos de transporte
iGnico y de osmolitos orgénicos es extenso.



1.6.1 La respuesta de la ¢célula a cambios de volumen

Cuando las células se exponen a soluciones hiposmdticas, se observa
inicialmente un aumento rapido en el volumen celular, debido a la entrada de
agua, seguido de una fase de recuperacion mas lenta, durante {a cudl las células
alcanzan un valor muy cercano al del volumen original. Este proceso se debe a la
expulsion de solutos intracelulares osméticamente activos, con lo cual se reduce la
presion osmotica intracelular y por lo tanto, el contenido de agua en la célula.

A ta recuperacion del volumen inicial después de un aumento producido por
soluciones hiposméticas se le denomina DRV © decremento regulatorio del
volumen (18,32).

En forma semejante, pero en sentido opuesto, al exponer a las células a una
solucién  hiperosmdtica, ocure una disminucion en el volumen cehuiar,
directamente relacionada con la magnitud del gradiente osmoético impuesto. Sin
embargo, la recuperacion del volumen en soiuciones hiperosmoticas parece ser
menos frecuente que la regulacion en condiciones hiposmdticas. A esia
recuperacion se le ha denominado como IRV (incremento regulatorio del
volumen). La mayoria de las células animales expuestas a solucicnes
hiperosmdticas, se comporian como osmometros perfectos, disminuyen
répidamente su volumen y no muesiran un proceso de recuperacidn mientras
permanezcan en condiciones de hiperosmolaridad.

Sin embargo, la recuperacion de volumen posterior a una disminucion en la
osmolaridad, se observa practicamente en todos los tipos celulares, si las células
son expuestas previamente a un medio hiposmdtico y posteriormente se les
regresa a un medio isosmotico. Durante la exposicion a soluciones hiposmoéticas,
las células han perdido solutos, por lo que al incubarse en un medic isosmético
tiene lugar una disminucion en el volumen celular. Esta reduccion es seguida de
una fase reguladora de aumento durante el cual se recupera el volumen inicial.

De manera andloga a lo que ccurre durante la regulacion en condiciones
hiposmoticas, et aumento en el volumen de las células expuestas a soluciones
hiperosméticas se encuentra mediado por Ja modificacién de la presién osmética
intracelular y el medic externo. Para reducir el gradiente osmdético en soluciones
hipertbnicas, las células tienen que aumentar jos niveles intemos de solutos
asmdéticamente activos (32).

En resumen, la capacidad de las células para ajustar su volumen
medificado por cambios en la osmolaridad externa, se debe al manejo de la
concentracién de los niveles intemos de solutos osméticamente actives, en la
direccién correcta. Los solutos osméticamente activos son aquellos que se
encuentran en forma libre, en solucion, en el citoplasma. Estos solutos se
denominan en conjunto osmolitos, a los cuales se ies puede dividir en a) iones
inorganicos, principalmente el potasio, el cloruro y el sodio; v a) compuestos
organicos pequefios como la urea, aminoacidos libres, polialcoholes vy
metilaminas.



Regulacién del volumen celular

Medio Hipoténico Medio Hiperténico
q q
DRV IRV
D e -
Célula Célula Célula
hinchada normal encogida

Fig 2. Regulacién del volumen celular a cambios de concentracién en € medio
extracelular. En presencia de un medio hipoténico ia célula se hincha activandose el
DRV asi como la salida de sustancias osmoticamente activas. En presencia de un medio
hiperténico el proceso de IRV consiste en la entrada de osmolitos.
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1.6.2 Osmolitos inorganicos

E! contenido celular de potasic y cloro disminuye en respuesta a la
hiposmolaridad, como consecuencia de la activacion de sistemas de transporte
que expulsan estos iones al medio extracelular. Ei mecanismo de salida de K™ y
Cl' varia seguin el tipo celular de que se trate. En algunas células, esta salida
tiéne lugar por la activacion de un sistema de cotransporte electroneutro. En otros
tipos celulares, la movilizacidon de los iones se lieva a cabo por la activacion
simulténea de sistemas que intercambian aniones y cationes simuitaneamente
incluyendo el potasio y el cloro. Generaimente los que funcionan en fa regulacion
del volumen, lo hacen intercambiando K'/H' y CIH/HCOQ;5". El resuitado neto es la
salida de potasio y cloro y la formacion de bicarbonato que es degradado en el
interior de la célula, por lo que no contribuye osmoticamente.

A pesar de la existencia de estos sistemas de cotransporte electroneutro, el
mecanismo mas general para expulsar el potasio y el eloro, y corregir el aumento
en e volumen celular, parece ser [a activacion de vias electrogénicas, constituidas
por canales iénicos presentes en la membrana celular. El mecanismo utilizado
para disminuir los niveles intraceluiares de potasio y cloro, de entre los tres
descritos determina el curso temporal de la recuperacion de volumen de las
soluciones hiposmdiicas. Cuando se encuentra involucrado el sistema de
cotransporte, el proceso es lento y tarda aproximadamente una hora; si se activan
los sistemnas de intercambio, el proceso regulador de volumen se completa en
cerca de diez minutos y si se activan los canales de potasio y cloro, el volumen se
fecupera en un tiempo menor.

En el caso de la regulacién del volumen en condiciones hiperosmaticas, tanto
en los tipos celulares que presentan un aumento de volumen al exponerse
directamente a soluciones hiperosmdticas, como en aquellas que requieren
preincubacién en solulciénes hiposméticas seguida de la restauracion del medio
isosmético, 1a recuperacién del volumen se encuentra asociada con un aumento
en los niveles celulares de los iones sodio, potasio y cloruro, seguida de una
entrada de agua a la céiula.

La disminucién en el wvolumen celular causado por condiciones
hiperosmdticas, activa diversos sistemas de transporte a través de los cuéles que
estos iones son intemalizados. En algunos tipos celuiares y en terminales
nerviosas aisladas de cerebro, la hiperosmolaridad induce la activacion del
sistema de co-transporte Na'AC7/2CI, por lo que el aumenio de volumen es
dependiente de la presencia conjunta de estas iones en el medio de incubacion y
se inhibe en presencia de farmacos que impiden al funcionamiento de este co-
transportador, tales como la furosemida y la bumetanida. También se ha
observado que en algunas células, el aumento en el contenido intracelular de
jones, en respuesta a la hiperosmolaridad, ocurre a través de un sistema de co-
transporte Na'/H* y CI/HCOy. De esta manera, los farmacos que inhiben estos
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sistemas de transporte como la amilorida y el DIDS, también inhiben e! proceso de
regulacion de volumen,

E! sodio que se introduce en la célula, ya sea a través del co-fransportador
Na'/K'/2CI' o del intercambiador Na'/H", posteriormente se intercambia por
potasio a través de la ATPasa Na'/K'.

1.6.3 Osmolitos Orgénicos

Como se menciond previamente, algunos compuestos orgénicos pequeios
también son utilizados por las células con fines de control osmotico. Entre estas
moléculas, se encuentran ia urea, los aminodcidos [ibres, compuestos
cuaternarios de amonio, polialcoholes como el sorbitol y el mio-inositol, y metil
aminas como la glicerofosforicolina y la betanina {(17,18,32).

Entre los aminoacidos libres, la faurina es el mas imporiante para una
funcidn osmorreguladora debido a que se encuentra presente en concentraciones
muy elevadas en la mayoria de las células animales, constituyendo hasta el 70%
de la poza total de aminoécidos libres. La taurina presenta caracteristicas que la
sefidlan como un osmolitc ideal: se encuentra en concentraciones lo
suficientemente elevadas (hasta 80mM en la retina, 28mM en linfocitos, 60mM en
mulsculo esquelético y cardiaco), como para contribuir de manera importante a la
presidn osmdtica total v es inerte desde un punto de vista fisiologico, ya que no
participa en la estructura primaria de proteinas, ni en ninguna reaccion del
metabolisme primario de la célula. Esto permite que los niveles celulares del
aminodécido se puedan modificar con el fin gjustar ia presion osmdtica sin que las
variaciones en la concentracion intra o extracelular, alteren ofras funcicnes (32).

Se ha demostrado que en varios tipos celulares, el curso temporal de la
liberacion de taurina estimulada por soluciones hiposméticas, es paralelo al
proceso da regulacion de vaolumen observado en estas células. La salida de
taurina se incrementa con disminuciones crecientes en la osmelaridad del medio
de incubacién, lo que demuestra una relacién muy esirecha entre la liberacién del
aminodcido y un aumento en ef volumen celular. Asi mismo en neuronas en cuitivo
56 ha demostrado que los niveles intracelulares de aminoacidos aumentan (en
particular la taurina) cuando son expuestas a condiciones hiperosméticas. En
estudios in vivo se ha demasirado que una condicién de hipernatremia {aumento
de.los niveles del sodio en el plasma sanguinec) aumenta el contenido interno de
taurina en diversos tejidos. Como contraparte la hiponatremia (disminucién de los
niveles del sodio en plasma) da como resultado una disminucién importante en los
niveles de taurina en esos tejidos.

Diversos poliaslcoholes, como el sorbitol y el mic-inositol, también
incrementan. su concentracidén en las células renales cultivadas en medios
hiperosméticos. En ofras lineas celulares, se observa un aumento en el contenido
de las metilaminas, glicerofosforilcolina y betanina, pero no de sorbitol. La suma
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de fos compuestos orgdnicos acumulados, es suficiente para compensar el
aumento en la osmolaridad en e! medio de cultivo.

1.6.3.1 Taurina

La taurina es acumulada dentro de las células, por un transportador
dependiente de sodic. Después de que la célula se hincha, la taurina es
rapidamente liberada, muy posiblemente a través de un canal anidnico. En
ovocitos, la expresion del intercambiador anidnico banda-3tAE1 confiere el
fransporte de taurina paraz la regulacion del volumen, pero en células de
mamifero, la salida de taurina no es dependiente de la proteina banda-3. Por otro
lado, el transporte de taurina es inducido por la insercién del péptido fosfolema en
bicapas lipidicas (17).

1.6.3.2 Otros aminoacidos

Ademas de |a taurinag, a concentracidon celular de muchos otros aminoacidos
y metabolitos aminoacidos es modificada por el volumen celular, incluyendo ia
giutamina, el giutamato, la glicinag, prolina, serina, treonina, B-alanina, el aspartato,
y el GABA. Aunque la concentracion intraceiular de muchos aminoacidos es muy
baja, la suma de todos ios aminodcidos contribuye significativamente a fa
osmolaridad celular en células expuestas a condiciones isoténicas. El
encogimiento celufar estimula transportadores dependientes de sodio de
aminodcidos neutros, asi como protedlisis v procesos de inhibicion de la sintesis
de proteinas. De manera contraria, el hinchamiento estimula el rompimiento de
glutamina y glicina asi como liberacién celular de muchos aminoacidos, por o
menos parcialmente a través de canales anidnicos asociados a cambios en
volumen.

Los aminoacidos son probablemente importantes durante la adaptacién a
cambios menores de osmolaridad. Su contribucion es sin embargo indispensable
para la adaptacion a las esmolaridades excesivas en la meédula renal.

Las células del sistema nervioso parecen constituir una excepcion, en el
sentido de que los idnes no participan prefersntemente en el proceso de
regulacién de volumen, sino en condiciones extremas de cambios en et volumen
celular. Este comportamiento se explica al considerar el papel fundamental que
tienen los idnes clore y potasio, en los mecanismos de comunicacidn entre
neuronas y la exitabilidad nerviosa. Es posible entcnces que en éstas células la
contribucién de los osmolitos organicos sea mucho mas importanie que en otras
{17).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Las células granulares de cerebelo (CGC)

El cerebelo participa en varias actividades que incluyen funciones motoras y
de equilibric, constituye el 10% del volumen total del cerebro, pero presenta mas
de la mitad de células nerviosas. Tiene una gran diversidad de interconexiones
nerviosas tanto de entrada como de salida.

Histoldgicamente la corteza del cerebelo se divide en tres capas que estan
constituidas por cinco tipos celulares; las células esteladas, las células en canasta,
las células de Golgi, las células de Purkinje, y las células granulares.

Las Células Granulares son las células mas pequefias del cergbelo pero
también las mas numerosas. Se localizan en ia capa granular de la corteza del
cerebelo vy comprenden la mayor poblacion neuronal de ese tejido. Tienen una
identidad excitadora, siendo su neurotransmisor ¢! L-glutamato.

En la rata, las células granulares se forman durante las 2 y 3 primeras
semanas postnatales; durante su primer dia pasan a la zona basal y a los 13 dias
alcanzan |a capa granular.

Las granulares, reciben conexiones de las fibras musgosas y a su vez
excitan a ofras células de la corteza cerebelosa, dichas conexiones se establecen
desde |a primera hasta 1a tercera semana después del nacimiento. Los somas de
estas células miden entre Sy 8um  de didmetro.

Las células granulares se han utilizado ampliamente como modelo para el
estudio de la fisiologia neuronal, esto se debe a una serie de ventajas que
proporcionan para su estudio tanto in vivo como in vifro. Una ventaja importante,
es que las células granulares son muy abundantes en e! cerebelo y son
relativamente faciles de cultivar, Los cultivos que se obtienen de estas células son
muy puros (90% de neuronas). Otra ventaja es que estas neuronas se desarrollan
postnatalmente y esto proporciona la facilidad de estudiar procesos de
diferenciacién, migracién y scbrevivencia que ocurren in vivo y que se refigjan en
el cultivo.
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2.2 Volumen celular y la regulacion del voilumen durante la apoptosis

Uno de jos modelos donde mejor se ha caracterizado el fendmeno de
apoptosis, es el de los linfocitos T, que fambién ha sido un sistema muy utilizado
en el estudio de los mecanismos de regulacion del volumen celular. Curiosamente
los linfocitos-T expuestos a condiciones hiperi6nicas se encogen y permanecen en
ese estado sin llevar a cabo un IRV, a pesar de que contienen los mecanismos
para llevar a cabo una respuesta acfiva; sin embargo este solaments es
observado cuando las células son sometidas previamente a condiciones de
hiposmolaridad, Bortner y Cidlowsky en 1956 enconfraron que la pérdida de
volumen en células T inmaduras por exposicibn a condiciones de
hiperosmolaridad puede producir apoptosis dependiente de la concentracion y del
tiempo de exposicion, Asi mismo, la exposicidn a condiciones de hiposmolaridad
que por consiguiente llevan a un hinchamiento, no produjeron el mismo efecto.

Las pruebas reafizadas en fipos celulares con respuestas activas de IRV a
condiciones hipertdnicas (células COS, Hel-a, GH;z y células L), no mostraron la
respuesta de apoptosis. Estudios de citometria de flujo han revelado dos
poblaciones celulares distintas, en donde solo las células que reducen su voiumen
{las apoptdticas) llevan a cabo una fragmentacion del ADN, demostrando con esto
que el volumen celular tiene un papel importante en el proceso apoptético (4,6).

Se ha propuesto que la pérdida de volumen durante la apoptosis, pudiera ser
un efecto de la pérdida de iones, por lo que muchos investigadores han
comenzado a indagar en el papel de éstos. Siendo que el potasio es uno de los
ibnes de mayor concenfracién dentro de la célula, se perfila como uno de los
mejores candidatos a participar como osmolifo. Potentes blogueadores de canales
de K" como la espartenina y la quinidina inhiben el encogimiento en un 0% de
eosindfilos que llevan a cabo la apoptosis en ausencia de citocinas, sin embargoe,
la muerte apoptotica no fue caracterizada en estos experimentos (6).

Benson y colaboradores en 1996 reparta una pérdida de potasio intracelular
durante la apoplosis inducida por dexametasona en células CEM-CTA, sin
embargo no observa cambio alguno en la densidad intracelular, por o que
propone un proceso similar a la exocitosis para la pérdida del volumen.

Se han explorado los efectos del K' en la actividad de las vias apoptéticas,
Jonas (1994) y Cidlowski (1997) han observado que medios con altas
concentraciones de K’ inhiben la produccion de fragmentos internucleosomales, lo
cual sugiere accidn directa sobre nucleasas apopidticas. En 1995 Walev demostrd
que una deplecién de K infracelular estimula ia conversidn de proll-1 a IL-1 (de la
forma inmadura de ICE a la forma madura), y por el contraric cuando los niveles
de potasio se aumentaban, esta conversién fue inhibida, sugiriendo una influencia
sjercida por el K' en la actividad de ICE. Cidlowsky propone que sin importar la
naturaleza de la sefial que lleve a la apoplosis, uno de los cambios iniciales en la
via de muerte, s la pérdida de K' intracelular. Proponen ia pérdida de volumen vy
la del K* como procesos paralelos, al salir el potasio sale agua con él, forzando a
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la célula a encogerse. Esta pérdida conjunta de volumen y potasio, iniciaimente no
resulta en un cambio neto de su concentracion, sin embargo como el procese
continua, la accion de moléculas impermeables de la céhula (azicares,
proteinas...) menguaran la salida del agua movida per potasio y es hasta entonces
que se notara la disminucién de su concentracion en ta célula ya encogida.

En io que respecta al Na®, Cidiowsky (5) también reporta una disminucion de
éste en células Jurkat que llevan a cabo la muerte por apoptosis al ser
estimuladas con anti-Fas (si bien, no tan importante como la dej K'); Nina Tsao y
Huan-Yao Lei (1996) reportan que un medio libre de Na* inhibe la apoptosis
espontanea en timocitos, y altas concentraclones del mismo (en medio libre de
Ca™) la promueven. Proponen que la fuerza idnica del NaCl, el bicarbonato y
calcio en el medio, inducen apoptosis espontanea en timocitos modificando el pH
intracelular {(que en células apoptdticas es mas acido) a través de la activacién del
anti-transporiador Na'/H*, el cotransportador Na'/HCO4/COs vy el intercambiador
CI'HCO® en timocitos,

En lo que respecta a los iones y su papel en la reduccién del volumen
durante la apoptosis faltan muchas interrogantes por resolver, sin embargo nada
se sabe aun ha cerca de la participacion de los osmolitos organicos, sobre todo en
neuronas, donde los iones no son preferentemente usados como osmolitos. Es
muy posible entonces, que jos osmelitos organicos (principalmente !a taurina)
tengan también una participacion importante en la reduccion del volumen en la
apoptosis que se lleva a cabo en las neuronas, y por que no, en otros tipos
celulares.
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3. OBJETIVOS GENERALES

1.- Determinar la participacion de los osmolitos organicos en la reduccion del
volumen que llevan a cabo las céiulas granulares de cerebelo durante la

apoptosis.

2.- Explorar los posibles mecanismos por medio de los cudles estos
osmolitos son movilizados por las células.

3.1 Objetivos Particulares

1.- Determinar si bajo condiciones que inducen apoptosis (K5) las CGC
movilizan osmolitos organicos tales como la taurina, el &cido glutdmico y el GABA.

2.- En el caso de que la liberacién de los osmolitos exista, estudiar si esta

ocurre a través una via difusional o de una via activa de movilizacién da osmolitos.

3.- Relacionar esta liberacién con el fenémeno apoptético.
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4. METODOS

4.1 Cultivos Celulares

Los cultives de neuronas granulares fueron preparados come previamente
describen Moran y Patel (1988). Brevemente, las suspenciones de células
disociadas del cerebelo de ratas de 8 dias de nacidas, fueron colocadas en cajas
pelri de piastico previamente tratadas con poly-L-lysina (Spg/mi). El medio de
cultivo consistié de medio basal de Eagle suplementado con 10% de suero fetat de
bovino inactivado con calor, 2mM de glutaminag, 50 U/ml de penicilina, 50 pM de
estreplomicina. Las cajas de cultivo fueron incubadas a 37°C en una atmosfera
humidificada con 5% COsf 95% aire. Cuando los culfivos fueron mantenidos por
mas de 2 dias in vitro (DIV), fueron incubadas con citocina arabinosa (10 pM)
aproximadamente 20 horas después de sembradas. Previamente se ha realizado
en el laboratorio el conteo de células inmunotefidas con anticuerpos policlonales
especificos contra neuronas (Dakopatts, CA, USA) para observar el
enriquecimiento neuronal del cultivo, Nuestros cultivos contenian cerca del 95% de
neuronas, de las cuales el 80% son células granulares glutamatérgicas y el 5%
restanite representaron células GABAérgicas no granulares, como son neuronas
esteladas y en canasta,

4.2 Morfologia

Las células fueron sembradas en cubreobietos a una densidad de 265 x 10°
célulasicm? y cultivadas en medios con concentraciones de SmM o 25mM de K*
de 1-6 DiV. Después de éste tiempo fueron favados con PBS fijadas con
parafclmaldehido al 4% e incubadas con 0.01% de Hoescht (colorante
fluorescente nuclear) por 10 minutos en obscuridad. Las células fueron lavadas
con PBS y los cubreobjetos fueron montados semipermanentemente con
methanol-glicerol 1:1 viv. La preparacién fue analizada en un microscopio de
epifluorescencia usando un filiro de flucresceina y un objetivo UV o por contraste
de fases en un microscopio invertido. Para la microscopia electronica las células
fueron fijadas en una solucion Kamovsky de aldehido sin Ca® (ph=7.4), para
posteriormente ser nuevamente fijadas en buffer Zetterqvist con 1% de OsOy4, v
enbebida en Epon 812, Cortes semifinos y finos (6080 nm) fueron tefiidos con
azul de tolouidina y acetato de uranilo, y dejados en cifrato respectivamente. El
proceso posterior a la primera fijacién fue realizado por et Dr. Horacio Merchant
Larios en el Instituto de Biomedicas de la UNAM, como una colaboracién con et
proyecto,
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4.3 Liberacidn de Osmolitos

Para los experimentos de liberacidn de osmolitos fos cultivos celulares
fueron incubados durante una noche a 37°C con *H-Taurina (2040 Ci/mmol; 2.5
pCimi), *H-D-aspartato (10.5 Ci/mmol; 1pCiimi) o *H-GABA {28.7 Cifmmol;
1pCi/ml) en el medio de cuitivo (27,30). Después de incubadas, las células fueron
lavadas fres veces (durante § min.) con medio isosmotico. La salida de los
osmolitos marcados fue medida mediante la colecta de alicuotas cada 30 min.
durante 5 horas en medio isosmatico. Al final del experimento la radioactividad en
las alicuotas colectadas asi como la restante en las células fue medida en un
espectometro de centelleo liquido. Los resultades estan expresados como tasa de
liberacidén como previamente ha sido descrito (30) usandoe la siguiente ecuacion:
=[n(RT1HN(R2) ]/ {t142), donde R1 y R2 son &} son el porcentaje de cuentas
remanentes enla capa celular al tiempo t1 vi2, respectivamente.

En paralelo a todos los experimentos, las células control fueron tratadas con
el vehiculo usado para preparar las soluciones que contenian los componentes a
probar. Medio Krebbs Normal amortiguade con HEPES conteniendo {(en mbM)
NaCl, 135; KCl, & MgSQ4, 0.6; CaCly, 1; KHzPQy, 1.7; glucosa, 10; HEPES, 10; pH
7.4. La osmolaridad de ambos medios (K5 y K25) fue ajustada a 320 mOsm ¢on
Myo-inositol y fue verificada en un osmémetro de congelacion.

4.4 Viabilidad Celular

La viabilidad celular fue estimada usando el ensayo de colorimétrico de
Mossman que mide la transformacion de MTT [3-(3,5-dimetiltiazol-2-il}-2-5-difenil
tetrazolio]. £ MTT se incorpora a las células y alli se reduce (mitocondrias) v se
transforma en un producto colorido e insoluble de color azul, llamado azu!l de
formazan. MTT (0.1 mg/ml) fue afiadido a los cultivos neuronales por 1h a 37°C.
Después el medio conteniendo el MTT fue removido para la adicion de 100%
DMSO 2z los platos de cultivo. Después de una incubacion de 15 min a
temperatura ambiente, el azul de formazan formado del MTT fue cuantificado
espectroscapicamente a 570630 nm de longitud de onda de excitacién. Como
previamente reporta Baldzs et al (1590), se obtuvo una buena correspondencia
entre la capacidad de convertir azul de formazén de MTT y la proporcion de
neuronas gue aparecan intactas bajo microscopia de contraste de fases.
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4.5 Actividad de Caspasa-3

Los cultivas de Neuronas Granulares de Cerebelo (CGC) fueron lavadas con
PBS y homogeneizadas en un buffer de lisis. El homogenado fue diluido 1:1{viv)
con glicerol y guardado a -70°C. La actividad de Caspasas fue ensayada con un
método  fluorométrico {Thomberry, 1994) en un espetirofluorémetro de
luminiscencia (LS50B, Perkin Elmer, UK), usando los tetrapéptidos Ac-DEVD-AMC
como substrato para la deteccion de la actividad de caspasa-3. La reaccion fue
seguida de 20-30 min después de la adicion del substrate (25uM) y los
homogenados de células (30-60 pg/ml) en una solucidn estandard (100 mM
HEPES; 10% (wiv) sacarosa; 0.1% w/iv CHAPS; 10 mM DTT; 1 mM EDTA; 1 mM
PMFS; 2 pg/mi aprotinina; 1 ug/ml pepstatina y 5 pg/ml leupeptina). Los resultados
estan expresados como cambio en la intensidad de fluorescencia hing® de
proteina en respuesta a la fragmentacion del substrato (DEVD).

4.8 Andlisis Estadistico
Los datos fueron expresados como promedios +EE y la significancia

estadistica de los resultados {fue calculada por medic de un analisis de ANOVA,
con una significancia estadistica p< 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Morfologia

De acuerdo con reportes previos {1,10),cuando las CGC son cultivadas en
medios que confienen 25 mM de KC! (K25) la sobrevivencia celular es mayor 2 la
de neuronas mantenidas en medio con concentraciones fisicldgicas de K {5 mM
K, K5). Durante los primeros 3DIV no hay aparentemente diferencias
morfolGgicas entre ambas condiciones, sin embargo a partir de 4DV, 1a morfologia
celular de neuronas cultivadas en un thedic K5, muestran caracteristicas de
apoptosis, como el, adelgazamiento de neuwritas y un marcado encogimienio del
soma seguido por muerte celular (Fig 1,superior derecha). La presencia de figuras
apoploticas en este modelo se identificé por una parte mediante la tincion con el
colorante fluorescente nuclear Hoescht (.33258). Una caracteristica compactacion
del niclec asi como la presencia de figuras apopiticas tales como “medias
iunas®, {ueron ohservadas con el tiempo, dnicamente en cultivos de células
crecidas bajo condiciones de K5 {fig. 1, inferior derecha). A nivel de microscopia
electrénica se observaron los cambios uliraestructurales tipicos de la apoptosis
(fig. 2C y E). Alos 5 DIV, las células sembradas en medio con K5 se encontraron
encogidas, con aglutinamientos de la cromatina y una densidad electrénica mucho
mas alta & la de las células culfivadas en K25. Como el resto de ia célula las
mitocondrias se encontraron encogidas bajo condiciones de K5 (comparar las fig.
2B y 2D). Antes de la completa fragmentacion citoplasmica las células aparecieron
redondeadas, casi vaciadas de organelos y con un ndcleo con heterocromatina
colapsada.

5.2 Sobrevivencia

Los cambios morfoldgicos observados en CGC mostrarcn una correlacion
con fa viavilidad celular medida con el ensayo de transformacion de MTT. Este
procedimiento ha mostrado ser una manera confiable y reproducible de determinar
la viabilidad neuronal en este sistema in vitro (2).

La figura 3A muestra que ia sobrevivencia de CGC en medio K5 no fue
significativamente diferente de células crecidas en medio K25 durante ios primeros
3 DIV. Después de 5 dias, la sobrevivencia celular disminuyd un 43% y sclamente
35% después de 6 dias en comparacion a las células crecidas en medio K25 (fig.
3A)
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Fig.1. Etecto del medio con bajo potasio (5 mM) en los cambios morfaldgicos de CGC a 6 DIV, Las necronas
granulares de cerebelo fueron cultivadas como previamente se describe en los métodos y fueron erecidas de 1-6
DIV en un medio con 5 o 25mM de KCI (K5 y K25 respectivamente). Las células fueron incubadas con Hoescht
33258 y observadas bajo iluminacidn con UV (panel superior) o microscopfa de contraste de fases (panel inferior).
En la parte izquicrda pueden observase cflulas granulares control crecidas en medio K25; bajo microscopla
de contraste de fases (superior izquierda) y con microscopia de fluorescencia observamos los nicleos teftidos
(inferior izquierda). A diferencia de las células control, las CGC crecidas en medio K5 presentan mienor densidad
en el cultivo, asi como un mayor ndmero de células con una marcada reduccidn en su volumen (superior derecha),
mientras que en microscopia defluorescencia podemos apreciar niiclees condensados, ast coma la presencia de
posible fragmentacién nuclear, como indicadores clasicos de apoptosis.
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Fig. 2A-F. Mitroscapia clectronica de edtulas pranulares de cerebelo (CGC), Hijadas despuds de § dias
en cultivo. A cultives ea medio K25. B Amplificacién del recuadro mostrado en A, rotado 90° en contra
a las manecillas del reloj: se puede observar ef aparato de Golgi {(G). mitocondria (m) ¥ retfculo
endoplismico rugoso (re). € Cultivos cetulares en medio K3, Comparado con las células cultivadas en
medio K235, estas célubas estdn encogidas y st puede spreciar una mayor densidad electrénica, D
anmplhificaeion de C rotado 90 a favor a las manccillas del relojzen fa que se muestran mitocendrias con
un volumen menor al normal {m). E Células cultivadas en medio KS con forma redondeada y cromating
eolapsada (n). F Amplificacian de E rotade 90F a favor de las manecitlas del reloj mostrando dos
cisternas de reticulo endopldsmico rugeso hinchadas. Escala de 1a barra =i pm. La barra mostrada cn E
corresponde tunbidy en A y €, asi mismo Ja harra en F corresponde a B y D
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Figura 3. Curso temporal de sobrevivencia celular e induccidn de capasas en NGC. En A,
células cultivadas por 1-6 DIV fueron incubadas con MTT y la viavilidad fue evaluada como se
indica en métodos. Los resuitados exprosan 1a sobrevivencia de nuestras células y cormresponde al
porcentaje de los valores del control para una densidad optica a 570 nm de cultivos hermanos
crecidos en medio K25. Los asteriscos indican una diferencia significativa (p<0.05) del controt. En B
CGC fueron cultivadas en medio K26 (bamas blancas) o KS (parras rayadas) por 1-6DIV y el
rompimiento de Ac-DEVD-AMC fue ensayado mediante un procedimiento fluorométrico en
homogenados celulares. Los resultados estén calculados como deita de fluorescencia/h/mg prot.
Los valores estan expresados como promedios de 3 experimentos independientes + EE.

Los astericos indican diferencia significativa (p<0.05).
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5.3 Actividad de Caspasa-3

Un pardmeifro bioquimico asociado con el fenomeno de apoptosis fue
también ensayado en estas células. La activacion de ta proteasa caspasa-3, juega
un papel clave en este proceso, particularmente en CGC apoptdticas (7,20,21).
Los ensayos fluorométrices usando DEVD-AMC como substrato de caspasa-3
mostraron que la actividad de ésta, en NGC fue incrementada con respecto al
tiempo en cultivo en las células mantenidas en condiciones de K5. La méxima
induccidn fue alcanzado a 5 DIV (figura 3B), sin embargo la actividad comienza a
ser significativa desde ef segundo dia.

5.4 Liberacion de osmolitos marcados .

Para examinar el movimiento de *H-taurina y otros aminoacidos en CGC, la
liberacién de las células previamente “cargadas” con los aminodcidos radioactivos
fue seguida durante 5 horas y los resultados fueron calculados en tasa de
liberacion para cada DIV. La figura 4A muestra Ia tasa de liberacion de NGC de 1-
© dias. En células cultivadas en altas concentraciones de K (K25) no se
cbservaron diferencias significativas de la liberacion de Tau entre cultivas de
células durante estos lapsaes de tiempo.

En contraste, las células cultivadas en K5, mostraron con el tiempo, un
marcado incremento en la tasa de liberacién de *H-taurina mostrando un pico
maximo a los 5 dias en cultivo, el cual fue 4 veces mayor que en |las cultivadas en
K25. Un incremento significativo se comenz6 a observar desde los 3 DIV (20%)
(fig. 4A). El cambic en la tasa de liberacidn de otros aminoacidos también
conocidos por su funcidn como osmolitos tales como el glutamato (3H-D-aspartato)
y el GABA, también exhibieron un incremento en el curso del fiempe similar al
observado en la taurina, con la diferencia de que el incremento fue notablemente
menor (fig. 4B).

5.5 La via difusional

Una via difusional; especificamente un canal aniénico no especifico, €5 el
mecanismo de salida de aminoacidos osmoiitos en células granulares de cerebelo.
Para investigar si este mecanismo esté implicade en la salida de taurina en la
apoptosis, se examind el efecto de bloqueadores conocidos para esia via, como
son el NPPB y el DIDS. Como se muestra en la tabla 1, el DIDS (600uM) no tuvo
efecto alguno sobre )a salida de taurina, mientras que se observé un marcado

incremento en presencia de 100uM de NPPB,100uM de tamoxifén o 100uM
de &cido niflGmico.
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Fig 4. Liberaci6n de [*H}taurina, PH}-D-aspartato y ["H-GABA en CGC. Las células fueron
cuifivadas de 1-6 DIV en un medio con 5 y 25mM de KCI, e incubadas loda la noche con los
osmolites marcados. El proceso de perfusion se explica detalladamente el los métodos. A:
Liboracién de [*HMtaurina crecidas en medios con K5 y K25 de 1-6 DIV. Los resultados se
expresan en tasa de liberacién y las medias +SEM de 3-24 detemminaciones. Los asteriscos indican
una diferencia significativa {p<0.05) del medio K25.8: Liberacién de [*Hjtaurina, [PH}D-aspartato y
PHIGABA de células crecidas en medios K5 y K25 por 5 DIV. Los resultados estdn expresados
como tasas de liberacion (bamas vacias y ralladas) y como delta de esta tasa en medios K5 y K25.
Las barras son promedios de 3-8 determinaciones tEE,
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5.6 Substitucidn dei Sodic

L a substitucién de NaCl de} medio por cloruro de ¢olina, N-metil-D-glucamina
(NMDG), y sorbitol, disminuyo de manera importante {70-80%) Ia salida de taurina
en células sembradas en K5 (fig 5). Este tratamiento no tuvo efecto alguno en
controtes K25, La remocién del Na* podria modificar los niveles de Ca™ citosdlico
al afectar el intercambiador Na'/Ca™ y esto en consecuencia, afectar la salida de
taurina (pensando en e calcic como un segundo mensajerc). Experimentos
realizados en cultivos control (K25), la substitucion del sodio con colina, aumenté
los niveles de Ca™ de 190+8nM a 300:£12nM (n=4)(datos no mostrados). Sin
embargo, el flujo de taurina no fue modificado de manera significativa al
incrementar el calcio celular a 300 nM en la presencia de ionomicina o por quelar
el Ca™ con EGTA-AM (tasa de liberacion x 10°min™: control: 1.28 + 0.14;
ionomicina: 1.3110.092; EGTA-AM: 1.14+0.18) El efecto de |a disminucion en la
salida de taurina por la remocion del Na* no fue afectado en la presencia de un
medio libre de Ca**. La substitucién del CI en el medio por NO3™ o Br no fuvo
efecto alguno en la liberacion de taurina. Sin embargo, la substitucién con
gluconatos, resultd en un incremento significativo en la liberacion de taurina (tabla
1).

El efecto de 1a substitucion del sodio sugiere la pariicipacion de acarreadores
dependientes de energia, como un mecanisma para la liberacion de aminoacidos
durante la apoptosis. Para probar esta hipbiesis, se examino el efecto de un
bloqueador del fransporte de faurina (sulfonato de guanodinoetano, GES) y del
acarreador de glutdamico (DHK). El GES ro tuvo efecto aigunc en la tasa de
fiberacion de la taurina (463 x 10°+ 07 x10°y 502 x 10°+ 07 x 10 " enia
prescencia de GES (n=4). Asi mismo el DHK tampoco tuvo efecto en el D-
aspartato (tasa de liberacion en células apoptdticas 2.39 x 10° y 2.83 x 10° en
prescencia del DRI n=8)
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Fig 5. Efecto de la sustitucion del sodio en ia salida de ﬁ-ﬁauﬁna en CGC. Las células
fueron cultivadas por 5§ DIV en medio K5 o K25 e incubadas con {"Haurina durante una noche.
Después de retirar el medio, fueron |avadas 3 veces (5 min cada una) y fue medida la salida de la
taurina marcada mediante 1a colecta de fracciones de medio cada 30min durante 5 horas. El
cloruso de sodio fue remplazado par cancentraciones equimolares de las sales cloradas indicadas.
La liberacldn de taurina marcada en cullivos K25 control fue siempre probada en paralelo (barras
vacias). Al final del experimento, ia radicactividad en las fracciones colectadas, asi como la
remanente en 1as células fue medida por espectometria de centelle¢. Los resultados estan
expresados como tasas de liberacidn y las bamas son promedios de 3-12 experimentos. 105
asteriscos indican diferencia significativa (p<0.05) de experimentos en K25 () o solo XS (™)
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Tabl 1. Efecto de la substitucién det CI' y de los bfoqueadores de canales de
CY en 1a liberacién de taurina en CGC.

Condicion Tasa de liberacion de Taurina(x10%)
Control (Cloruro de Sodio) 4.46 £0.50 (36)
Bromuro de Sodio ‘ 428 :031(11)
Nitrato de Sodio 3.76£0.12 (6)
Gluconato de Sodio 633014 (N
DIDS (600 M) 488+033 (3)
NPPR (100 1) 606034 (6)
Acido Niflumico (600 M) 522048 (4)
Tamoxifen (100 pM) - 10.06+ 0.91 (6)
Dideoxiforskolina (100 pM) 3.57+039 (4)

Las CGC fueran cultivadas por 5 DIV en medio K5 e incubadas con [*HHaurina durante una
noche. Después de retirar el medio de incubacitn, las células fueron lavadas 3 veces (de Smin
cada una) y la salida de la taurina marcada fue medida mediante la colecta de fracciones cada 30
min durante 5 horas en el medio indicado. En los experimentos en donde se omitié el cloro y el
cloruro de sodio, la substitucién fue de manera equimolar con las sales que se indican. La salida de
PHHMaurina de células crecidas en medio K25 (1.53 x 10° £ 0.07 x 10°) siempre fue medida en
paralelo. Al final del experimento, la radioactividad contenida en las fraccidnes colectatas y el
remanente en las células fue medido por espectometria de centelleo, Los resultados son
ex;raéresados como tasas de liberacibn y con medias +EE de! nimero de experimentos en los
paréntesis.
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7. DISCUSION

Los presentes resultados demuestran una asociacion de la salida de faurina
con el fendmeno de apoptosis que sufren las células granulares de cerebelo
(CGC), en ausencia de concentracicnes depolarizantes de K Este modelo de
muerte apoptdtica en CGC esta bien documentado. 1.a muerte celular inicia a partir
de 3 DIV y tiene su manifestacion méxima estéd alrededor de 57 DIV. El
incremento observado en la salida de taurina esté altamente correlacionado
ampliamente con este curso temporal, asi como con otros parametros bicquimicos
de la muerte apoptdtica tales como la activacion de caspasas, de la cudl cabe
mencionar su importante relacién con la muerte apoptdtica. El mecanismo de
salida de 1a taurina es hasta ahora desconocido. Sin embargo sabemos que esta
salida no fue consecuencia de dafio celular, ya que fa microscopia electrénica
mostré las membranas cejulares integras asf como preservacién celutar. También,
la salida de taurina fue notablemente més alta que la salida en otros aminodcidos
también presentes en el citosol como el GABA. Esta liberacion tampoco se debid a
la recaptura del aminodcido, como lo demuestra la falta de efecto del GES, un
blogueador muy efectivo de la acumutacion de la taurina via acarreador sodio
dependiente. Estos resultados confirman los asi obtenidos en un estudio realizado
en linfocitos Jurkat después de la induccion de apoptosis por estimulacion del
receptor Fas(CD95) (16), el cual fue el primer reporte de liberacién de taurina
asociada a la apoptosis. La activacién de los receptores Fas en estas células,
también activa canales de CI' (17) sensibles a volumen. Debide a que un gran
nimero de células que presentan canales de cloro activados por cambio en el
volumen también son capaces de franslocar taurina durante la regutacién del
volumen, esta via aparece como candidato para el transporte de taurina que
ocurre durante la apoptosis. Sin embargo, ninguno de los agentes bloqueadores
de ia fiberacion de taurina por este mecanismo, fue efectivo para et flujo asociado
con la apoptosis. Esto claramente muestra que la liberacion de taurina activada
por hinchamiento ocurre por un mecanismo diferente al de la salida de taurina
durante ia apoptosis. Es notable que tanto en el modelo de linfocitos Jurkat como
en el de células granulares alguno de estos blogueadores también aumenta la
liberacidn, sin embargo en nuestro caso es necesario mencionar un componente
téxico debido al tiempo tan prolongado de exposicién 2 los farmacos. También la
liberacion fue aumentada en células expuestas a medios dende el CI' fue
substituido por gluconatos. Esto sugiere que los gradientes transmembranaies de
cloro pueden de alguna manera afectar la liberacién de taurina en la apoptesis. En
confraste, ia remocién del sodic del medio externo, redujo notablemente 1a
liberacién de faurina durante la apoptosis en CGC.

Mientras que en linfocitos Jurkat ef flujo de taurina fue inhibido al disminuir la
temperatura (16). Estas observacionas podrian sugerir una implicacién de un
acarreador de tawrina dependiente de Na* y energia, el cua! en condiciones
normales sirve para acumutlar taurina dentro de la célula en contra de un gradiente
de concentracién. Sin embargo, en células Jurkat los niveles intracelulares de Na*
disminuyen durante la apoptosis (5), con lo cual se toma poco probable que el
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mecanismo mediado a través del proceso reversa del acarreador sodio-
dependiente sea responsable de [a salida de taurina durante el proceso
apoptético. En adicién, el blogueador sompetitive del acarreador de taurina (GES)
y el blogueador no competitivo del transportador de glutamico, el &cido
dihidrokainico, no tuvieron efecto en la salida de aminoécidos asociada con
apoptosis. Ofro sitio donde la remocién del sodio podria influenciar la salida de
taurina, es por el aumento del calcio citosdlico a través del intercambiador
Na*/Ca™. Sin embargo, ain cuando la propia remocion del sodio incrementé la
concentracion de Ca" citosdlico, esta condicién no afectd de manera significativa
la fiberacion de taurina (datos no mostrados). Asi, el mecanismo responsable de ia
translocacion de la taurina durante la apoptosis es atn desconocido.

El notable efecto inhibitorio del medio libre de sodic en la liberacién de
taurina pudiera estar relacionado con el retraso o inhibicién de la apoptosis bajo
estas condiciones, como se ha observado ocurre en timocitos y en un modelo de
muerte apoptdtica en linfocltos T de humano tratados con la o-toxina de
estafilococos (15).Este efecto ha sido atribuido a una acidificacién intracelular
debida a la remocion del NaCl, posiblemente por la alteracion del contra-
transportador Na*/H* {timocitos) ¢ a un decremento de la concentracion de Ca™
citosdlico bajo éstas condiciones (15). Un mecanismo alternativo de translocacién
selectiva de osmolitos propuesto para el encogimiento celular en la apoptosis,
establece un decremento en agua y solutos por reorganizacion citoplasmica, y
subsecuente extrusion de porciones citoplasmicas a través de un tipo de
exocilosis (3). Esto ha sido observado en células CEM-C7A. Aungue algunos de
éstos fragmentos citoplasmicos fueron observados en preparaciones CGC
apoptéticas, su ocurrencia fue substancialmente baja como para considerar la
perdida de taurina por esta via, En CGC la cantidad de citoplasma que rodea al
nicleo es muy pequefia, y como consecuencia el cambio mayor en volumen esta
dade por el decremento en el volumen nuclear. La faurina estd presente en el
nticlec y parte de la taurina que se libera durante la apoptosis posiblemente
proviene de pozas nucleares. Si este es el caso, la taurina podria estar
participando en el mecanismo de reorganizacion de la cromatina al disminuir los
espacios intranucleares de agua. El momento precise dentro de la cascada de
reacciones que llevan a la apoptosis, en que la liberacién de taurina ocurre,
permanece adn desconocido para las CGC. Siendo que la tawrina estd
ampliamente reconocida como osmolito, el significado funcional de su liberacion
estd obviamente relacionado al tipico encogimiento de la célula apoptética. Se
sugiere que un decremento en la fuerza idnica, debido principalmente al
decremento del K, juega un papel funcional en la apoptosis, posiblemente
afectando la actividad de proteasas y nucleasas (5). En apoyo a esta hipdtesis, fa
aplicacién de valinomicina o la cromakalina como activadores de canales de K',
induce apoptosis bajo ciertas condiciones (19,37). Si este es el caso, un
decremento en la taurina intracelular podria contribuir a reducir la fuerza idnica,
directamente, debido a su naturaleza de zwiteridn, y /o indirectamente por reducir
la cantidad de agua celular como consecuencia de su liberacidn, incrementando la
concentracién neta de iones y consecuentemente la fuerza idnica.
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8. CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados del presente trabajo muestran que la liberacién
de taurina puede participar en los mecanismos de encogimiento que caracterizan
a la muerte por apoptosis. Este es el primer trabajo que demuestra este fendmeno
de liberacién de taurina en el modelo de muerte de células granulares, y coincide
en muchos aspectos con el Unico ofro reporte realizado recientemente en linfocitos
Jurkat. Estos resultados sugieren que ia salida de ia taurina puede ser un hecho
general de importancia en el proceso de encogimiento celular durante la
apoptosis, la cual parece jugar un papel en el desarrollo de este fendmeno (25)
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8. ABREVIATURAS

Asp Aspartato

CGC Células Granulares de Cerebelo
DIV Dias In Vitro

DRV Decrementoc Regulador de Volumen
Glu Glutamato

Hist Histidina

lle Isoleucina

IRV Incremento Regulador de Volumen
K25 ~ Medio con 25 mM de K*

K5 Medio con 5 mM de K

pM micro Molas

mM mili Molas

mOsm mili Osmolas

Trp Triptofano
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