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1. INTRODUCCION.

1.1, Muerte Celular Programada y Apoptosis.

Los animales multicelulares inician su vida como una célula tnica que eventualmente llega a ser

un individuo completamente formado. Para cllo cs necesano quc ocurra un proceso complr:Jo de

venebrados. Estos estudios sugneren ndemas que alleracmnes en la regulaclon fina“de este’ proceso, b
estin asociadas a dcsérdencs como ¢l cancer (Soengas, 200] Vau\, 1988), nu(ommumdad (Krummer,

2000; Stassi, 2002), neurodegeneracion (Yuan y Yanker, 2000) "y sindromes mielodisplasicos.

Introduccian
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& Formacion de estrucuras € Contiol del ninwero de células
_—
O CEELELEA —EEE
b Himinacion de estiucturas d  Lliminacion de células anormalkes

LoD —CBD

Fig 1. Procesos que involueran [ muerte eelular programada, La muerte celular programada estd involucrada en
procesos como . formacion de estructuras, b, eliminacion de estructuras, ¢, control del nimero de células y d. eliminacion
de células anormales y/o que tienen danado su material genético. (Moditicado de Bachrecke, 2002),

Todas las variantes de esta muerte fisioldgica parccen responder a la activacion de un progrqma
genédtico de climinacion controlada o “suicidio celular” por lo que este tipo de mucrlc. se ha
denominado muerte cclulur programada (Locl\shm y Wllhams, 1965) La muerte progmmada prescnla
algunas \fnrmnlcs, pero en todos ]os casos dlfcremcq dc la mucne nccrétlca ° “accldenlal" que ocurre
en respuesta a a]gu’m tipo de gslfmulo o t‘rauma;que‘ cbnducc a‘l Iibcr'mlliqnlo }d’cl gpn;e§1ido ixlgrncelulnr

induciendo, gencralmente, un proceso inflamatorio (Fig.2).

Introduccion
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A Fig. 2. Diferencius mor-
fologicas cntre necrosis y
apopto! En la apoptosis

(A) se  manticne Ia
integridad de la membrana
citoplasmilica 'y no se
observa hinchamiento de las
estructuras subeelulares
come ocwrre en la necrosis
(B). A pesar de esto, en la
apoptosis, son apreciables
alteraciones que
cventuatmente Hevan a la
formacion de los cucrpos
apoptoticos, que finalmente
son fagocitados.
(Modificada de Kerr y
Harmon, 1991)

Uno de los tipos de

muerte celular - progra-

mada mds comin y de particular interés para vste trabajo, es la apoptosis que se puede definir por una

serie’ de caracterfsticas bioquimicas genéticas y morfolégicas particulares, Estds tltimas incluyen el

cncogimicnto celular, la condensacidon de la cromatina, la compactacién de organclos'ciloplasnuiticos
la reduccion dcl volumen celular y finalmente la formacién de estructuras ll'lmadas cuerpos npopléllcos

que cvcnlualmenlc son fagocitados por células-vecinas, Todas cslas caraclensllcus mor!‘oléycas han

sido utilizadas como marcadores apoptdticos (Gorman e ':ll, 1995) Demro dc las caractcrfstlcas

bioquimicas de la apoptosis se¢ encuentran : la. fragmentacion ‘lnternucleosomn

externalizacion de la fosfatidilserina y la activacion de familias de prdlehius‘encﬁrgndas de rcgular y
efectuar el proceso apoptético. Esta serie de eventos a nivel morfolégico y bioquimico resultan de la

expresion y activacion o inhibicion de una gran cantidad de moléculas pro y antiapoptéticas. Algunas

hutroduccion [ 3
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de las moléculas que juegan un papel critico en este proceso son las proteasas de la familia de las
caspasas (Gorman et al, 1995).
Las caspasas son proteasas que ticnen una cisteina el su sitio activo y que cortan substratos en

enlaces Asp-XXX. Estas moléculas son responsables de la mayor parte del desensamblaje de

. estructuras subcelulares. La especificidad de cada una de las dxferentes caspasas estd dada por losr~

cuatro resnduos siguientes (direccién amino-terminal) al smo dc corte (Hen artn T, 2000)'

Todns las caspazas, 14 hasta ¢l momento, sc exprpsan con
ucllvos dc 30 -50 kDa que conuenen un prodommlo, una subuni

B ) subumdad pcqucﬁa de ~10 kDa (Thomberry y Lazebml\ 998) Er

- de eslas enzimas requlcrc de un conc proleolfllco en los sitios d fri

(Salvcscn y Dmt I999) l‘malmeme, un tercer mecamsm ‘ descmo hasta ahora sélo par-x la caspasa-9,

- rcqunere la nsocxacnén de la procaspasa a cnocromo c ATP y una molecula conocnda como Apaf-1 para

activarse (Rodri guez y Lzmebmk ]999 Slcnmcke ct al 1999) (l‘lg 3c)

Introduccion
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Figura 3. Mccanismos de activacion
de  caspasns, o, Las caspasas  sc
sintetizan como zimdgenos inactivos
que al ser proteolisados liberan el
fragmento pl0 y p20 y forman un
heterodimero  active. b, En el
mecanismo de proximidad las caspasas
se agregan y se  activan  al
autoprocesarse por la actividad basal del
zimdgeno c. La caspasa-9 se acliva al
unirse a la unidad reguladora Apaf-1, al
colactor citocromo ¢ y a ATP para
activar a la caspasa. (Modificada de
fHengartner, 2000)

L.1.1. Muerte celular en el

desarrollo del Sistema Nervioso

Durante \el,desé\;rvqllq del

Sistema Nervioso ocurren -algu- <

dlferc.nclacnén la formac:én y esmblccmncnlo de contactos y, pamcularmente, la muel e celular que

ocurre de mancr

nnswa, como cs cl caso de la clmunaclén de ~50 % de las motoneuronas que se

géncraron durakn'lc,' el desan(ollo dc la médula espinal (Oppenheim, 1991). Esta mueric celular parece ser

- principalmente ' de ‘naturaleza apoptética y, debido al papel que juega en la morfogénesis y

sinaptogénesis del sistema nervioso, esta finamente regulada en tiempo y espacio (Kuida ez al, 1996).

Introduccion
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Tanto la muerte como otros eventos asociados al desarrollo, tales como diferenciacion.
migracion y sinaptogénesis, estd regulada por sefiales troficas (Oppenheim, 1991; Balazs ef af, 1998).
Las sefiales troficas no son sélo aportadas por los factores neurotrdficos cldsicos, sino también por la
actividad cléctrica de las células vecinas y las influencias presindpticas mediadas por
neurotransmisores liberados por las terminales aferentes (de la Rosa y de Pablo, 2000)..En el daSo

particular de las ‘neuronas granulares del ccrebclo se. ha propueslo que las afcrencms presmapucns

cxcnadoras provenientes de las epreseman una’ scﬁal lrof ica que promueve su

dlfcrencmclén y sobrevwencna en etapas criticas del desarrollo del cerébelo.

‘1.1.2, El cerebelo cb)no‘hmdelo ‘de’estudio de la muerte celular

v:’ mds de 5 dias deben mantenerse despolarizadas crémcamenle con concentraciones ultas e po asno (25
mM KCl, lo que se supone mimetiza la despolarizacién inducida por las fibras: glutamatérgicas

presindpticas in vivo.

e ——— " —— — —_— _——_———— ]

Introduccion 6



SR
Wy

Universidad Nacional Auténoma de México / Facultad de Ciencias - sl

Por otra paste, s¢ ha demostrado que la privacién de potasio extracelular en cultivos de ncuronas
granulares que se han mantenido despolarizadas por mds de 5 dias in virro, induce un proceso de
muerte neuronal (D*Mello el al., 1993; Morén et al., 1999; Valencia et al., 2001;'Schulz et al., 1996)
semejante a lo que pasa in vivo (Monti et al., 2001) cuandoy se cstablecen la compélcnéin entre las
conexiones de las fibras musgosas con las necuronas granulares, Por esta ruzon cste modclc; de mucrte

se ha utilizado ampliamente para conocer los mecanismos moleculares y celulares de este proceso

durante ¢l desarrollo,

Fig 4. Arreglo
= - Cane histolégico  de I
Ciunm . =] e TRy corteza del cercbeto.
sstralle e A 'f . oG8 - s <Ay La corteza cercbelar

] " estd constituida por
cinco tipos neuro-
nales:  las  células
granulares, las estre-
Itadas, las de canasta,
las de Golgi y las de
Purkinje. Estas se
acomodan e¢n  una
capa granular exter-

Hees o na, una capa dc
Hreaant Purkinje y una capa
granular interna.
(Modificado de Ghez

¥ Tach, 2000)

1.2, Participacion del pll en la apoptosis y otros procesos celulares.

Se ha propuesto que existen algunos eventos celulares donde ‘el pH intracelular-juega un papel
"fundamental, ya sca' modulando o incluso disparando dichos procesos celulares, Tal es cl caso de la

carcinogénesis y'de particular importancia para este trabajo, la apoptosis (Shrode e al., 1997). En el

Introduccion 7
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caso del cancer, se¢ sabe que con frecuencias se genera una ambiente acidico en torno a los tumores
solidos, y que a pesar de esto el pH intracelular de estas células tiende a ser alcalino (Stubbs er al..
1995). Se ha demostrado que ln alcalinizacién citosélica inducida de manera artificial, lleva a la
transformacion de celulas nonualcs, pos:blemenle como resultado del cambio en el pH interno (Perona

y Scrrano, 1988) La nlcallmzamén que ocurre duranle la transformacién neoplusncu, as{ como en la

B prohferacnén y dnfercncnacn n, se ha asocnado con. uno de los pnncnpales mecamsmos de re;,ulucnon de

pH mtracelular, cl mtercamblador Na+/H (Shrode et al 1997) En lo quc respecla a la muerte celular

prol,ramada, se sube que los tralumlenlos mductores de apoptosns en dlferenles IlpOS celularcs producen

una acidificacion mtracelular y que a]gunos de los agentes que pro!egen dc esta muenc, mhnben este

cambio en el pH mtemo (Shrode et aI 1997), lo que podria apoya la pamcnpacnén del pH en la muerte

celular progranmda

' L.3. Generalidades del pH.

da-10 mblécﬁlt‘gs"‘de,l-‘lzlo a 25° C se encuentra ionizada formando H;0"

Normalmente tna de

‘ -mcrememando eNtra cxén total de
proloncs procedcnles de estas fuentes se cxpresa como el . le de la solucnén, y cquxvale a cl logaritmo
negauvo de la concentracién en molcs/l del ién hxdromo (pH = - log [H"1) (Nelson y Cox, 2000).

La disociacién de un acido en un medio acuoso, puede ser expresada como una reaccion reversible

donde el dcido se disocia en su base conjugada mas un protén de la siguiente manera:

Introduccion 8
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HA 4—__—’ H

Si consideramos que los compuestos que se comportan como dcidos débiles en soluciones

acuosas donando protones sélo se ionizan parcialmente (los acidos denominados fuertes como el

sulfurico, clorhidrico y nitrico se 1on|zan complelamenle), tenemos emonces que cl equnllbrlo de la ‘

una proporcxén mayor del dcido disociado que en la so;gcgdxl al pH origina

Es asf como el pH determina el estado de ionizacion de cualquier solato en una solucién acuosa - -

y es precisamente por esta razén que la estructura, y porlo tanto’la funcién de las’macromoléculas
biolégicas, depende directamente de la concentracién de H*. Un cjemplo claro de esto, es la fuerte

dependencia de pH de la actividad catalitica de las enzimas (Fig. 5), que contienen, entre otros, grupos

—————————— ———  — _— — — _ — _— — —— —  —
Introduccion 9
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amino y carboxilo (con sus respectivos pK,) potencialmente ionizables, cuyo estado dependera

directamente del pH del medio circundante. Las intcracciones idnicas que puedan o no darse

dependiendo del estado idnico de las enzimas, influyen cn la estabilidad de las mismas y, en dltima

instancia, permitirdn que puedan reconocer y unirse a su substrato. Es por esto que las células tienen

que mantener un pH citosélico constante, alrededor de 7.4, que permita mantener a sus biomoléculas en

un estado i6nico 6ptimo (Nelson y Cox, 2000).

Fig 5. Dependencla de pH de Ia actividad
enzimitica, pH 6ptimo para la actividad catalitica
de Pepsina, Tripsina y Fosfatasa alcalina. La
actividad de las 3 enzimas decae de manera abrupta
hacia ambos lados del pH éptimo, evidenciando
que pequedios cambios en el pH intracelular pueden
modificar de manera significativa reacciones
catalizadas por enzimas. (Modificado de Nelson y
Cox, 2000).

100
Pepsina

<
E Tripsina
R N~
R 50
%
a
-~
] . Fosfatasa |
= ajcalina

0 1 1 1 I 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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1.3.1. Mecanismos de regulacion del pl intracelular

1.3.1.1. Amortiguadores Bioldgicos

Dada la importancia que tiene para las células mantener un pH citosélico constante, existe una

seric de mecanismos dirigidos a controlar-csta_condicion, incluidos los ‘amortiguadores o buffers

biolégicos.

Como se’ revisd antcnormeme, en . olucion - acuosa : de . un:dcido *débil - se  forman

principalmente dos espccnes las molcculas que no. estan di ciadas, que son potencialmente donadoras’

en el plasma sanguineo, éste reacciona con el agua del plasma fommndo H;CO;_ Este dcido c'arbénic‘o

es un acido débil y por lo tanto funciona como amortiguador (Fig. 6) (Nelson y Cox, 2000),

Introduccion 11
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B - Fig 6. Sistema dc buffer de
H' + HCO:! bicarbonato. El CO; pascoso
presente  en  los  alvéolos
Reacclind pulmonares se disuelve en ¢l
plasma sanguinco (reaccion 1),
donde reacciona con ¢l agua
Fase acuosa. H2CO, formando H,CO; (reaccién 2) y
(sangre en los capllares) Reaccion2 este al disociarse funciona como
buffer manteniendo el plasma a
H20 N> Hzo pH 74 (reaccion 3).
L X (Modificado de Nelson y Cox,
COx(d) 2000).

] " Reaccton]

Fase gaseosa (alvedlos
pulmonares}

1.3.1.2, Transportadores y bombas .

Durame la evolucxén, las celulns hnn desarrollado algunos mecumsmos altemos a los snslemas

- La acuvxdad de estos sistemas de transportadores eslé regulada por el pH mcrementzindose al

acidificarse ¢l citosol. El primero de estos mecanismos es el intercambiador Na® / H*, que acopla la

T ——
Introduccion 12
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entrada de sodio con la salida de protones. Estos intercambiadores son inhibidos por amilorida y mas
eficientemente por sus derivados N-5-disustituidos (Sdnchez-Armass ¢/ al, 1994),

Existe un segundo tipo de transportadores que también wtilizan el gradiente de sodio, en este
caso para mclcr un i6n bicarbonato (HCOjy') y sacar un i6n cloruro (CI°) junto con un protén (H*). Este

mtercambnador se denomina Cl / llCO; y es mas eﬁcleme dcbndo a que saca un prolén y neutraliza

o 'olro por cadu SOle que entra a la celula. en conlrasle con el primero que solo saca un H por cada Na*

e quc mgrcsa en la célula, Por ‘esta razén esel prmcnpal mecanismo' de regulacién’de’ pH

: c\lrusu'm de protones (Boy! lc 1. al 1997 Ra_;ottc et al., 1992) Exnsten reportes de que enel snslema

L nervxoso la expresxén de estas bombas Juega un papel xmponantc en Ia regulacnon del pH mlmcelular

“en células gliales (Volk er al., 1998; Pappas y Ransom, 1993); mientras que su dislribucién en las

Introduccion 13
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vesiculas sinapticas de neuronas de hipocampo de rata (Zhou er «al., 2000), de cortcza de borrego
(Goncalves er al., 1998) y de corteza de rata (Benzi er al., 1996) permiten la generacion de un gradiente
clectroquimico, que aporta la energia necesaria para el llenado de estas vesiculas.

1.4. Homeaostasis idnica y pH

Finalmente, es 1mponame mencmnar que el equlhbno 16mco de la célula es lamblcn un faclor

“importante para mantener el pll mlracelular Con respeclo a esto, existen reportes donde.tanto la

- modulacién !‘armacologlca de canale y lransporladores nmémcos, como la deplcclén de cnertos jones

mb|os en el pH citosélico y en el volumen celular en

en el medio de ‘culllvo,‘pueden inducir pe.
a (Ringel et el., 2000) o cn sinaptosomas de cerebro de rata

lén e! al., 1994)

1.5, Potasio y 'lll.u’(."r‘le

Adxcxonalmenlc a la parllcxpaClén del. pH en los procesos de muerlc. hay que mencxonnr que

‘tambncn se han xmphcudo en esic proccso a las uhemclones del volumen celulur y las modmcamones

;cn la concentracnon intracelular de potasno (Poppe er al, 2001, Yuer al 1997 Bormer or al 1997 o

Hughcs etal., 1997) Con respecto este ulumo, una sene de studlos mdlcan que duranle la apoptosns

)en lineas celulares de lmfomas (Borlncr et al 1997) yen ‘neturonas comcalcs de ratén (Yu er al, 1997)
'los niveles basales de K* intracelular disminuyen a través de una salida de K*, que si se evita previene

la muerte celular.

e ———————  ———— —— — ——— —— ___——— 1}
Itroduccion 14
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2. ANTECEDENTES

2.1. Modelos de muerte en neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC).

Las neuronas granularcs de cercbelo de rata (NGC) de 7-8 dias de nacidas, mantenidas en cultivo

con concenlracnones n]las de K+ (KCI 25 mM; K25), se diferencian adquiriendo muchas de las

!‘olégxcas bloqu(mlcas y eleclro[‘snoléglcas de las neuronas maduras (Lashcr et al.,

. ~caracterlsl|pas ll’l

1987) ! Eslas celulas degeneran y mueren de manera apoptética &l ser cambnadas de

. esu. medxo despolanzante (K25) a uno con la concentracion fisiolégica de potasno (KCl 5 mM; KS), de '

g forma smnlar a lo observado durante el desarrollo del sistema nervioso” cuando las neuronas rcqmeren

; i de cmrad'ls smapucas como seiial tréfica para sobrevivir (D'Mello, 1993)

Por otro lado, ¢l alcaloide bacteriano estaurosporina, un mhlbldor no especﬂ'co de prote{na-

'cmasus, se ha sido utilizado ampliamente como un inductor de apopto s ari
-+ (Wang er al., 2000; Thomas y Mayle, 2000; Krohn et al., 1998; Mc Carlhy el a/ ;
1995). En las CGN se ha demostrado que la estaurosporina 30-500} nM de

caracteristicas apoptéticas. - Es ' importante - mencionar que 'aunque amba'

estaurosporina, mducen apoplos:s los mecanismos moleculares m\'olucrados parecen ser dxferemes‘ la:

disminucion de polasno mvolucra un cambio en los niveles de calcno mlracelular y una ucumulacnon de

especies reactivas de oxigeno como dos de los pnmeros cventos bservadosdurame la apoptosns

(Prehn et al., 1997; Kruman et al., 1998; Mordn er aI 1999 Valencm y Mora . 2001) mlentras que la:

accxén de la- estaurosporma es mdependlente de’ calcno y acuva ‘un grupo dlstmto de ‘caspasas

(Cnballero-Bemtez y Morzin, 2003)

———— ———— e —————————————————§
Anrecedentes 15
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2.2. pH y Apoptosis.

Como sc menciond, uno de los eventos asociados a la muerte apoptotica es un cambio en ¢l pH
citosélico. Esto ha sido estudiado en diferentes tipos celulares y con distintos estimulos de muerte. Si
bien este fendmeno es algo mas bien generalizado en los modelos de muerte estudiados, no queda muy

) claro el sngml‘ cado que este evento tiene en el p oceso general de muerlc apopléuca Es’ decnr, no se ha

" acidificacion  intracelu
ambiente acidico.

activacién 6plimos

bien la ausencia

muerte (Fujita et al.,

Emsten tamblén algunos ' trabajos en el sttema Nervioso en ‘los que se atribuye una

partlcxpamén importante del pH intracelular en el proceso apoptdtico. En el caso de un episodio de

T —
Antecedentes 16
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isquemia, como consecuencia de una reduccion en el flujo sanguinco cercbral, ocurre una acidificacion

intracelular transitoria temprana, que eventualmente lleva a una pérdida neuronal tanto por necrosis

como por apoptosis (Ding et al., 2000). Esto mismo se observa en un sistema in vitro cuando se

somelen rebanadas de hipocampo a un ambiente acido (Ding er al., 2000). Vincent y colaboradorcs

acxdxﬁcacnon observada en la apoptosis de estas celulas (Vmcem et al., 1999)

Antecedentes

al modular nl transporlador Na*/H*, lo que provoca alleracxones en el pH mlracelular que. rcduccn la .
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3, HIPOTESIS

Si el pH: mtracclular parucnpa en la mucﬂe apopléuca de las NGC mducxda por KS y

estaurosporina, enlonces allerar el pH cuoséhco eni esms neuronas, ya sea medlame la exposncxon de'las

_ células a dnferemes le 0 bien el tr'\tamlemo con fzirmacos .que alteran el; equ1|lbno lémco de las

lratadas con }\5 o cslaurosporma. :

Hipdiesis 18
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4, OBJETIVOS

' Delermmar si existen alleracnones en cl pH mlracelular de las NGC durame ln muerte apoptollca

_mducxdn por K5 y cslaurosporlna 500 nM

. Estadiar cl efeclo del pH e\lracelular en'la vlubmdnd de ]as'NGC‘yL":'éﬁ 'Ia'a'c'c’ikén' del K5 y

- cslnurosponna sobre cstns celula

: Evuluar el efcclo dc inhibid sobrevivencia de las

NGC, en prc_:}st}:ncm»y ause! '

Conocer si el pH ext ovsiéil‘kcc'"’) de las
NGC.

Estudiar si el pH y os: lnhlbld 3 es,dc los transponadores ambmco afectan la: ncuvacxén de la

caspasa-3 como partc el mt.camsmo que modlf ica. la muerte celular mducxdu por KS ¥

estaurosporina en eslas células

Objetivos 19
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Reactivos y Materiales

El suero fetal bovino y la penicilina / estreptomicina se obtuvieron de GIBCO (Grand Island,
NY). El sustrato de caspasa-3 fue de Peptide Intl. (Louisvill, KY). El Hoechst 33258 y ¢l BCECF [2',7"-
bis-(”carbo‘(yelhyl)-i-(and 6)-carboxyﬂuorescein] fueron de Molecular Probes (Eugcne OR) La Poly-

L-lisina (pcso molccular > 300 000), lnpsma, DNAsa, MTT. [3- (45dlmelhyllhluzol-2-yl)-2 5-

’ 4,,,mM de glutamma, 25 mM de l\Cl mi de pemcnlma y 50 pg/ml
'(sembrudas en estas cajas fucron incubadas a'37° Cen um atmésfera saturada de vapor de aguu, con
una prcs:on parcial de CO; del 5% (95% aire). Para evitar la proliferacion de células no neuronales, 20

horas después de sembrar, se aiadié citosina arabinosa 10 uM. Los cultivos de NGC asi obtenidos

e —
Materiales y métodos
20
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contienen aproximadamente 95% de neuronas. Las células fucron mantenidas por 7-8 dias in vitro

(DIV).

5.3 Tratamiento de los cultivos

Todos los cultivos fucron tratados a lo 7-8 dias in vitro (DIV). Se utilizaron 2 estimulos

mduclorcs de muerte apopléuca, cl }\Cl 5mM (KS) (D'Meilo et ul 1993 Armslrong et al., 1997 Ni

1997 ) y. la eslauro porma 5 00 nM [C1Y) (Jncobson ef al., 1996 l\rohn et-al 98) Se probaron

Furosemida NEM y ngua o'en DMSO En los

- EIPA Bumelamda, NPI’B Tamomfen fueron dxsultos

- c\penmenlos dxseﬂados para“ cambiar el pl extracelular se m‘iadwron dlrectameme al medxo de culuvo

soluciones dg Na}OHY “HCI. | as celu]as conlro] se lmlaron con la‘misma canudad de vehiculo

' (aguao DMSO)

; ue] nzul ‘de formaznn formado con DMSO al ]00 % lo quc fue cuunufcado espcctroscéplcameme
» cXcilundo a una longitud de ondn de 560 nm. Como se ha demostrado (Bnlézs et al., 1990; Mordn et al.,
1999) en este modelo existe una muy buena correlacion entre la capacidad de transformar el MTT y la

proporcién de ncuronas que aparecen intactas en microscopia de contraste de fases.

Mareriales y métodos

21
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5.4.2 Tincion con Diacetato de Fluoresceina (FDA)

La sobrevivencia neuronal también fue medida incubando los cultivos de NGC con 5 pM del
fluoréforo permeable Diacetato de Fluoresceina (FDA), que una vez dentro de las células es procesado
por lipasas en las células melabohcameme acuvas, torndndose fluoresceme al excitarse a una longitud °

de onda de aprommadnmenle 5"0 nm. Se obtuvneron f'otograf'ns en un mlCl'OSCOplO mverudo de

‘ (0 l %) duranle 10 min; lavadas con PBS : dos veces y montadas cn ponaob_;ctos con una gota de PBS-" o

: ghcerol (30 70) Lus Volograf'as fueron obtemdus en un mxcroscopxo nvi mdo‘de plﬂuorescencm, )

iuuhzando un obJeuvo de ﬂuorescencm 40X de mmersxén en aceite y un filtro leon UV ”A

e ——— —— —— —___— —

Materiales y métodos
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5.6 Mediciones intracelulares de pH

Recientemente han sido sintetizados indicadores fluorescentes que se unen a algunos iones y
que son excitados o emiten a longitudes de onda ligeramente diferentes dependiendo de si estin o no
unidos al ién en cuestién, Algunos de estos indicadores son especificos para iones H* y por lo tanto son
utiles para medir el‘ pl-{ ‘inl‘récclular e incluyen compuestos como el 2’ 7'-bis-(2-carbOX)'clllyI)-S-(alid~

’6)-carboxyﬂuorcscein' (BCECF), Ia piranina y el [S' (and 6)- carbO\y~lO-dlmclhylammo-B l1ydr0\y~

‘splro [7H -benzo [c] anthenc 7, '(3H) lsobenzofuran] 3'- one (carbo\l SNARF-1), Los dos prlmer ‘5,

'se excna a d| crenles longnudcs de onda dcpcndlendo de su cslado idnico, y emnen a una ola

mlemras que en‘el ultimo, ambas especies iénicas se excitan a la misma longitud de onda y cada una de 3

éstas emite a diferentes A (Fig. 7).

Carboxy SNARF-1 Fig 7.. Estructurn y

sensibilidad al cambio de
pH de Carboxi SNARF-1 y
BCECF. Dependencia de
pll en la intensidad de
fluorescencia  emitida a
diferentes  lon-gitudes de
onda, excitando a 488 nm,
para carboxy SNARF-1 A.
0 o0 M0 T T Y. Dependencia de pH en Ia
Longitud de Onda (nm) Lengitud de onda (nm) idad de fluo
(Emisisn) (Excltaciin) emitida 335 nm para
BCECF B. Férmulas
maleculares  del  carboxy
SNARF-! y BCECF
respectivamente C y D.
(Tomado de www.molecu-
larprobes.com)

lntensidad de flgorescencia
Intensidad de fuerescenciy

Los cambios en
el pH intracelular [pl-li] de NGC fueron registrados utilizando el fluoréforo sensible a pH de la
- siguiente manera: las NGC sembradas sobre cubreobjetos durante 7-8 DIV se incubaro_n con 5 uM de
BCECF durante 30 min en ¢l medio de cultivo. Posteriormente, los cubreobjetos fueron colocados en

una cémara y perfundidos a una velocidad de aproximadamete Iml/min con un medio Krebs-HEPES

Materiales y métados
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con los tratamientos inductores de muerte (KCl 5 mM o estaurosporina 500 nM). Las mediciones dc
[pH,] se llevaron a cabo excitando a 501 nm y 480 nm conectando por medio de fibra éptica, la salida
de un espectrofluorémetro SLM 8000 (SLM AmincofBowman, Rochester, NY) a un microscopio

invertido con un filiro Nnkon B-2A, para fijar la lon(,nlud de onda de emlslon a 520 nm */.10nm.

Utilizando un objeuvo de ﬂuorescencn Nikon 40x dc mmcrsu’m en acene y una cﬂmara ampllf'cadora :

procesado por cuspasa-B ( 25pM) ncoplado a meulcuomarma'(Ac-DE D-AMC

caspasa-3 fue seguxdu por 10 min después de ]a adlc:én del suslralo y el h

la misma solucién standard en la que se homogenizaron las células, pero con una concentracién 10
veces menor de inhibidores de proteasas. Los resultados estan expresados como el cambio en

intensidad de fNuorescencia /hora/pg de proteina.

Materiales y métodos
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5.8 Western Blots

Las proteinas totales presentes en los homogenados de cultivos de NGC fueron separadas a
través de una clectroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE por
sus siglas cn inglés) y posteriormente transferidas a una membrana de PVDF (Polyvinylidene fluoride).

La membrana se bloqueé 1 h con leche descremada al 5% y se mcubé ad°C duramc toda la noche con

:"-un anticuerpo policlonal de concjo anti-caspasa-3 p20 (Santa Cruz Blotecllnology, Inc cal sc- -7148,

",dnlucmn 1:30) quc reconoce ¢l precursor (32 KDa) y los fragmentos ucu Fmalmcme las’ membranas

o se mcubaron con un anticuerpo secundario acoplado a fosfalasa alcalina onlra lgG de conejo (BIO-

¥ VRAD Luboralones, Cat. 172-1016, Dilucién 1: 15 000) durante una hora a lempcralura ambiente. La

: delccclon de esta protefnn se llevd a cabo uuhzando un suslrato quxmlolumlmsccme para fosfatasa

. _nlcalmu (CDP-Star, BioLabs, Inc., Cat, 7001).

b ————— ————— - ————————— ———— —  ——— ___ _ — —__________________ _____J§
Materiales y métodos
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6. RESULTADOS

La muerte celular inducida por St 500 nM (St) o por ¢l cambio de medio de cultivo conteniendo
" KCI 25 mM (K25) por otro similar conteniendo KCl SmM (K5) fue comprobada cuantificando la
transformacnén de MTT en culuvos de neuronas granulares de cerebelo (NGC) de rata de 7-8 dias in

) wlro (DIV) después de 24 h del tratamlenlo con los eslimulos mencmnados. Bajo estas condlcnones y

“ dc acuerdo a lo descrito en olros traba_]os, encomramos una reduc ién s:gmﬁcanva en la transfommcxon

de MTT del 44.7 */. 12.9% para K5 y del 41 */ 11, ]% para St cn rclacxén a las celulas comrol (f'g 8).

100 =
Fig 8. Efecto dc los KCl SmM
(KS) y estaurosporina 500 nM
80 (St) en la transformacién de
MTT de cultivos de ncuronas
granulares de cerebelo de rata
Los cultivos de NGC fueron
60 cvaluados 24h  después del
ir i Los resultados se
expresan como porcentajes del
40 control [25 mM de KCI(C)).
20 4
0

Transformacién de MTT (% del control)

La figura 9 muestra las mediciones de pH intracelular (pH;), evaluado como la relacién de
fluorescencia a 501 y 450 nm emitida por el BCECF, en NGC tratadas con los distintos estimulos de
muerte. Cuando las NGC se prefundieron con un medio K25 y posteriormente se trataron con medio

K5 sc observé una alcalinizacion practicamente inmediata con respecto a la medicién basal en K25 Ia

Resulrados
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que se mantuvo conslate hasta regresar a las células a un medio K25. De acuerdo a las curvas de
calibracién efectuadas previamente bajo estas mismas condiciones, un cambio de 0.25 en la relacion
501/450 cdﬁiviﬂe a una meodificacién de ~ 0.2 unidades de pH, equivalente a la alcalinizacion inducida
por KS. (ﬁg. 9a) "

qull_rarid a lo observado con K5, cuando las NGC se prefundicron con St no se detecté ninguin

e 'c.amblo en:la fluorescencia emitida por el BCECF durante el tiempo en el que se efectuaron los .

’régislrbs i(ﬁgh 9b). En ‘todqs los casos, al final de la medicién, las células respondieron de form'a

'1_ adccuada a linaicvarga'de NH(Cl (fig. 9b), sugiricndo que la falta de efecto de la St no se debié a una

“falla’ técnica.”

Fig 9. Efecto de K5 y St en

el pH intracelular de NGC.

Los cultivos de NGC de 7-8

DIV previamente cargados

por 30 min con el fluoréforo

sensible a pH BCECF,

fueron perfundidos con un

medio Krebs-Hepes con 25

mM de KClI (K25) vy

lizada: en un

P espectrofluorémetro a 450

nm y 501 nm. La

fluorescencia se detectd en

15-20 neuronas individuales

a 529 nm. Cuando el

cociente de estas longitudes

de onda sc estabilizé (~5

min), las cdlulas fueron

prefundidas con &, un medio

con 5 mM de KCI (KS)o b,

Un medio con St 500 nM por

un tiempo de 20-30 min. Al

final del andlisis se utilizé

NHC! para inducir una

0 alcalinizacién y una

- ] M acidificacién  intracelulares,

o 5 10 5 x s como control de [a
Tiempo (minutos) sensibilidad de! sistema,

K25 STS

coctante 380501

oy .

Reswltados
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Con el fin de conocer si una modificacion del pH; afectaria la viabilidad de las NGC sometidas

a los dos estimulos de muerte se estudio el cfecto de drogas que directa o indirectamente podrian

modificar el pH; asi como otros iones que podrian estar implicados en este proceso de muerte. La tabla

1" indica las distintas drogas estudiadas y los mecanismos reportados en distintas preparaciones La

‘drogas empleadas incluyen Bumetanida, Furosemida, Tanm\lfen, NPPB .SITS, DIDS y NEM;

o fammcos moduladores de la actividad de canales y transporladorcs amémcos que podrian cambiar el

e pHi de lns células,

Abreviatura

Nombre

Mecanismo

Bumetanida

3-(Aminosulfonyl) —5-(butylamino) -4—
phenoxybenzoic acid

Inhibidor del cotransportador Na™-K*-2
CrykK*/Cr

Furosemida

5-(Aminosulfonyl)-4-chloro-2-([2-furanyl-
methytlamino) benzoic acid

Inhibidor no especifico del
cotransportador Na“-K*-2Cl" y del
transporte aniénico

Tamoxifen

Tamoxifen

Bloqueador de canales de cloro

NPPB 5 — Nitro — 2 - (3-phenylpropylamino) Bloqueador de canales de cloro
benzoic acid
SITS J-acetamido-4'-isothiocyanato-stilbene- Inhibidor del cotransportador Na*-HCOj5"
2.2-disulfonic acid y del intercambiador CIVHCOj3" y canales
de cloro.
DIDS 4.4'-Diisothiocyanatostilbene-2,2'- Inhibidor del intercambiador CI7HCOj",
disulfonic acid del cotransportador Na'-HCOj3" y de
canales de cloro.
EIPA 5-(N-Ethyl-N-isopropyDamiloride Inhibidor del intercambiador Na*/i*
NEM N-Ethylmalemide Potenciador_del cotransportador K™/ CI°

Tabla 1. Moduladores de la actividad de canales y transportadores anidnicas utilizados en ¢l tratamiento de los cultivos de

NGC de rata.
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Se probaron distintas concentraciones de las drogas en la viabilidad, medida como
transformacion de MTT, en NGC tratadas con K5 y St. En el caso del tratamicnto con KS$, sélo la
bumetanida 13.33 uM y la furosemida (40-200 puM) redujeron significativamente la muerte de NGC

(fig. 10a) de ambos estimulos. Por otro lado, DIDS 500 pM, bumetanida (13.33 uM) y SITS (1 mM)

,redu_]eron la muerte inducida por St (fig 10b). El resto de los farmacos utilizados no mostrd proleccxdn

algunu. nguna de. las concemraclones utilizadas de DIDS tuvo algun efecto sngmﬁcauvo en los

-
=3
S

58 g8 8

»n
-3

o

Trandlormacidn da MTT (%4dd cortral)

—ursinz onss

: Fig. 10 Efccto de Inhibidores de cunales y transportadores aniénicos en la muerte celular de Neuronas Granulares

de cerebelo de rata (NGC). La muerte fuc inducida por a) KC1 5§ mM (K5) y b) St 500 nM (St) { = ]. Las concentraciones
utilizadas para cada fdrmaco son: { ]1; NPPB 2 uM, Bumetanida 13.33 uM, Furosemida 40 pM, DIDS y SITS 500 pM. [ ]2;
NPPB 20pM, Bumetanida 100 uM, Furosemida 200 pM, DIDS y SITS | mM. [ ]3; NPPB 200 uM, Bumetanida y
Furosemida 1 mM, DIDS y SITS 1.5 mM., La cuantificacion se llevé a cabo a las 24 h de haber tratado a las células con el
estimulo apoptdtico. mismo tiempo que estuvieron presentes las drogas.

Resultados 29
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Lo mismo ocurri6 para el EIPA en la muerte inducida por cualquiera de los dos estimulos. En
presencia de K5, el SITS, la furosemida y, particularmente, ¢] NPPB tuvieron cfectos toxicos
pricticamente a todas las concentraciones utilizadas. Cuando estas drogas se probaron en cultivos

tratados con'St, ninguna concentracién de furosemida tuvo efecto alguno y el NPPB, al igual que con

las neuronas en prcsencxa de K5, resulté ser tomco a las concemracxones empleadas Paru ambos casos'

proporcxon a las neuronas totale Los datos obt idoé'coh esta técnica fueron similares a los. bbtenidos -

; por el ensayo de MT’I‘ obser\ ndose una sobrcvwencxa a las 24 h'de 54.3 % para KS y de 46 5% pé’fz_: s

L Sl Tamblén fue corroborndo ‘el “efecto” protector del’ DIDS sobre la muerte mducndn por: St'r sin’

. embargo (umbxcn se_encontré: un. efecto protector del DIDS en NGC tramdas con: KS' Por olro lado,'»

enconlramos que la bumetamda 13 33 uM no tvo efecto en las NGC tratados tanto con I\Scomo St

(fig 11y 12).
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Fig 11. Imigenes de microscopia de fluorescencia de cultivos de NGC tedidas con FDA. La tincion se realizo alas 24 hd
haber sido tratadas con K5 0 St 500 nM en presencia o ausencia (C) de DIDS 500 uM y Bumetanida 13.33 pM.
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Bumetanida 13.33 pA1 DIDS 500 pM

De manera paralela a estos experimentos evaluamos la condensacién de la cromatina -y la
fragmentacion nuclear bajo estas mismas condiciones. Como se mencloné antes este es un parametro :

caracteristico de la apoptosis y, aunque ha sido utilizado muy a menudo como smémmo de apoptosns, [

..no hay que perder de vista que podrfun existir.eventos cclulares no relacionados con'la muerte celulnr,

“ donde hay normalmente condensacion de crommma, porl que se entiende que estén descritos’ eventos

apoplétlcos donde no exista condensacion nuclear y vi

i queel DlDS dlsmmuyé la condensacxén y fragmenlac 6n nuclcar mducxda por K5y St (f'g 13)
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Fig 13. Efccto de DIDS 500 u)M en la condensacion nuclear de Neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC). Las célula
fueron tratadas con K5 o St 500 nM (St) v teitidas con Hoechst. La tincion se realizo a las 24 h de haberse dado el estimul
apoptético y el DIDS estuvo todo el tiempo presente.
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Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar el efecto de condiciones que podrian alterar el
pH; en la muerte apoptética de NGC, por lo que estudiamos la viabilidad de NGC tratadas con K5 o St
en medios con diferentes pH. Los ApH reportados en este trabajo se calcularon de manera indirecta
con base en una curva de ;itulacién con NaOH del medio de cultivo (fig 14). Para esto, la temperatura
del medib se mzu‘uuvo' coﬁslume a37.° C durante las medicidnes, que se efectuaron después de ajustar

el p” mncml a 7 4‘ burbujeando COz/mre (57 95%) dlreclo en el medio. Debxdo ala 1mposnbxhdad }

ecnl a de medn‘ el p[l del medlo de cultivo dentro de la incubadora donde se mantienen las células en

sle trabu_]o ]us condlcmnes que involucran cambios en el pH extracelular se reportan como ApH en

";‘rclacxon al control que se calculé de 7.41.

) Fig 14. Curva dc titulacién
8.0 de medio de cultivo. El pH de

i un volumen conocido de

75 medio a 37° C fue ajustado a

791 S 74 : /. 7.4 burbujeando directamente

COx/aire, y en ese momento sc

784 72 anadieron nlicuotas de NaOH

70 - hasta obtener la concentracion

77 + o 220 4 6 680 . indicada para cada lectura de

: Tomsn gnin} pH. Inserto. La  curva

%_ completa fue realizada en ~10
7.6 9 min, en los cuales el cambio

en el pH del medio por
desprendimiento de CO; es de

75 1 alrededor de 0.10 unidades de
pH. En el orden de magnitud
7.4 4 del pH utilizado, este cambio

es despreciable.

] 2 3 ) 6 9 1M1 12 14
[NaOH] mMol/ 1
Resultados 34

TESIE (ION
FALLA D UrlGEN




s
Universidad Nacional Awténoma de Moxico / Faculiad de Ciencias a7

Para ajustar ¢l pH del medio de cultivo se anadieron diferentes volimenes de NaOH o HCI

hasta obtener un pH -0.2, -0.38 6 -0.35 unidades por arriba del control (pH 7.41). En el caso de medios

dcidos se afadié HCI hasta tener un pH con 0.07, 0.12 y 0.3 unidades por debajo del control (pH 7.41).

Tranebm 3¢10n ds HTT (Bads! comtrol)

Tran brma £¢n & MTT(%of corntral)

0
ApH —

007

o)

100 MTT(%

K§

b
.
-

dpH

K5 St

Ny 6. Huice dd pH e trandenmadin de
MITpax NGC.a. Eecto de medice a diferente pH
(PHextracelalar). * p<00S5 cantra C.b. E¥ecto de la
acidificacin b, y alealivdzacion ¢, del medio de
cultivo, en HGE traadss com KC1 Smhl (KS)y
Estamocporia 00 nh{ {St). * p<0DS cam KS y
St sales.
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En la figura 15a se muestra que una acidificacion extracelular es potencialmente mas daiiina que
la alcalinizacion. Todas las concentraciones de HC] disminuyeron significativamente la transformacién
de MTT. La alcalinizacién del medio de cultivo 0.07 y 0.12 unidades de pH por encima del control (pH
7.41) no tuvo ningin efecto sngmf‘cauvo en'la transformaclén de MTT y sélo una a]calmlzacnén de de

0.3 umdades de pH resulté nocwa para las cclulas

: parcmlmeme la condensacnén de la cromatma mducnda por K5 y St (ﬁg 17)

e — — ——— —  —————— — _—— — ———— ——— _—————
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Fig 16. Efecto de In cidn extracelutar en la viabilidad celular evaluada como tincidon con FDA. a.
Porcentaje de células vivas (positivas a FDA) con respecto a células totales (contadas en imagen de contraste de fases) en
cultivus de NGC en un medio de cultive 0.12 unidades de pli mas biisico en presencia de KS o St. Las células fueron
contadas en tres campos escogidos aleatoriamente por experimento, y los datos son li media de tres experimentos
independientes £ DS, * p < 0.05 contria K5 ¥ St solos. b, Imagenes de microscopta de fluorescencia, de cultivos de NGC
tepidas con FDA a las 24 h de haber inducido apoptosis con KCI 5 mM (K5) o St 500 nM (St) ¢n un medio control (C) o
0.12 unidades de pll mds basico (alealinizacion).
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St

K25

izacion

Alcalin

Fig 17. Efecto de una alealinizacion del medio de cultivo en Ia condensacién nuclear de Neuronas granulares de
cerebelo de rauta (NGC) tratadas con KCI SmM (KS5) y St 500 nM (St). Las células fueron tefiidas con ¢l colorante
fluorescente Hoechst. La tincién se realizo a las 24 h de después del estimulo de apoptético, y la alcalinizacién se mantuvo
todo ¢l tiempo.

Fmﬂlmentc medimos ba_jo estas mismas COI‘IdlClOﬂCS la acllvacxén de caspasa-3 una caspasa

cfectora que pamcxpa frccucnlememc en procesos npoptéucos. Por un. lado, analxzamos la

. fragmcnmmon dc la proc1spﬂ5'1-3 medmme ensnyos tipo Westem blot pam ducrmmar de manera

. mdlrcch si ocurre una’ acuvncnén de la cnspasn. Los resulmdos obtemdos mucslran por un lado que
tanto ¢l K5 como la St inducen la generacion del fragmento activo de la caspasa-3 (~ 20 kDa) y que el
wtﬁlamicn(o con bumetanida 13.333 uM lo reduce marcadamente, mientras que con DIDS 500 pM el
fragmento desaparece completamente en ambas condiciones (fig '18 a). Estos resultados se confirmaron
al medir la actividad de esta caspasa, utilizando un sustrato sintético (Ac-DEVD-AMC procesado

preferentemente por la caspasa-3. La actividad de esta proteasa fue muy baja en K25 y se incrementd

Resultados

38

TESIS CON
FALLA DK &IGEN




Ade Fluorescencia/pg de

proteina‘h

§;_ $
il Universidad Nacional Auténoma de México / Facultad de Ciencias

marcadamente bajo las condiciones de K5 y St. Esta actividad de la caspasa-3 disminuyé

significativamente al en homogenados de células tratadas con DIDS 500 uM y en menor medida con

Bumetanida 13.33 pM (fig 18 b).

St K25 K5 St
Bumetanida 13.33 pM DIDS 500 uM
0.4 -
0.3 -
0.2
0.1 4
0.0 [ e | —
K25 K5 St K25 K5 St
Bumetanida 0I0S
13.33 yM 500 uM

Fig 18. Evaluaci6n de la fragmentacién y actividad de la caspasa-3. a. Western blot mostrando el fragmento activo (~ p
20) de la caspasa-3 en homogenados de cultivos de NGC tratados con Bumetanida 13,33 pM o DIDS 500 uM en presencia
o ausencia de los estimulos apoptéticos K5 y St 500 nM por 8 h. b. Actividad de casj 3 medida como enla
fluorescencia producto del rompimiento del sustrato preferentemente procesado por caspasa-3, Ac-DEVD-AMC, en
neuronas tratadas como en a. (Datos obtenidos de un experimento representativo)
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De manera adicional, medimos la actividad de la caspasa-3 a diferentes pH en homogenados de
células tratadas con KS 6 K25 por 8 h (K35, 8 h), condiciones con una actividad muy alta y muy baja,
respectivamente. La figura 19 ‘muestra que la caspasa-3 activa funciona de manera muy similar en un
rango de pH de 7.1 a 7.7, sin embargo en pH fuera de este rango hubo una tendencia a disminuir la

actividad, La procaspasa inactiva (K25) no modifica su actividad a los pH medidos.

18 +
. <25
f 16 4 EI KS
o]
£ 14
g —
,6_ 12 o : v{
[+ 1] v :'
~ . :
= 10 4 8
= i
=
S8
w0
3
g €7 ,
4 :
S 4- b
[ A
<1 2 4 . ?
) = —

pH 6.8 pH 74 pPH 7.4 pH 7.7

Fig 19. Actividad de caspasa-3 medida como aumento en la fluorescencia producto del rompimiento del sustrato
preferentemente procesado por caspasa-3, Ac-DEVD-AMC. Las mediciones fueron realizadas en soluciones con los pH
indicados. Los homogenados se obtuvieron de NGC tratadas con KCi SmM 8 h (K5) y cultivos controles (K25) (Los

datos corresponden a un experimento representativo).
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7. DISCUSION

Uno de los principales mecanismos reguladores de pH en muchos tipos celulares es el
transportador CI" / HCOj;™ que funciona sacando iones cloro (junto con protones) y metiendo iones

bicarbonato (que neutralizan protones dentro de la ce’lula) en situaciones donde el citosol se vuelve

muy acido. Se sabc lumblén que este transporlndor se mhlbe de DlDSf Por otro. :

dnrle pnondad al andlisis morf‘oléglco, mcluyendo la tmclén con FDA sobre la transformacnén de

MTT. En cl caso particular de la falta de efecto del DIDS sobre Ia reduccion de MMT inducida por K5
no parece relacionarse con un problema técnico pues el DIDS si incrementd la transformacion de MTT

en células tratadas con estaurosporina, por lo que es posible que el efecto observado se deba a una

 ————— —— —— ———— ———————— —— —— ]
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accién directamente relacionada con los mecanismos iniciados por el K5 en la muerte celular y no a un
artificio producido por el farmaco utilizado.

Una de las primeras consecuencias del tratamiento de las NGC con K5 fue una alcalinizacién
intracelular. Estos resultados coinciden con los estudios de Fujita er al., (1999) quienes encontraron una
alcalinizacién del citosol de células endoteliales y cardiomiocitos asociada a la muerte indlicida pbr ;

estaurosporina. En ese estudio tanto la alcahmzncxén como la muerte se prevmo con DIDS .por lo que -

proponen que el aumento en el pH mlracelular, parecc estar medmdo por la emrada dc IICO;’a ]B‘:' .

célula ullhzando el lrunsportndor Cl / HC03 s y no por bombas de protones o eI mtercamblador Na® / e

fl—l*' dado que sus - mhlbldores no modlﬂcaron la alcalmlzucxén observadu ni el Proceso de muerte. -

k(!‘u‘ma er al., I999) Otros estudlos, sm embargo, lmn demostrado que el DIDS es 'incapaz de mcdlﬁcar:

,el pH, tanto en condiciones basales como.en presencia‘de cstfmulos apoptéticos  com

- esto, sabe que ocurren cambnos en el pHl nlrededor de 7h post -induccién de la muerte (Furlong et al
1997). También se ha descrito en neuronas una respuesta bifasica compucsta por una acidificacion a
tiempos cortos seguida de una alcalinizacién prolongada (Vincent er al., 1999), lo que pudiera estar

mediado por un mecanismo similar al aqui propuesto.
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Por otro lado, esto podria ser congruente con el modelo propucsio en el sentido de que la
actividad de las bombas de protones tipo V estd regulada entre otras cosas por cinasas (Boyle ef al.,
1997; Rajotte ef al., 1992), de manera que la St —un inhibidor de amplio espectro de cinasas- podria
afectar la actividad dg bombas de protones que revirtieran la alcalinizacién inicial observada en la

muerte inducida. por- K5, De ser, este el caso,’ tanto la ruta ‘de muerte inducida.con St, como el

mcycanism‘o de pp@tecciéh de] DIDS, s¢ antojarfan iﬁdepi;ndi’enlés_ de pH. -~

debersc a Ia pOSlbllldud de que el SITS esté actuando més_directamente:sobre el intercambiador Na'/

s llCO; como se ha reportad

Como se'menciond anteriormente, en la:mayoria de los trabajos que asocian “cambios en el pH|

1995% Furlong etal., ]997 Matsuyamu et al,;;’2000; Liu et al., 2000 Bamere et al., 2001

et al 2001) Esta condlclén podna promover u optimizar la acuvacxén de proleasus —pamcularmeme

:fcaspasas- y/o endonucleasas, nmbas eslrechameme relacionadas con lu apoplosxs. Tomando en cuenta

csto, gcudl podria ser el papel de la alcuhmzacxén intracelular observnda en 1 el caso’de la’ estlmulac:én =
con K5 en nuestro modelo? Una de las:p

alealinizacién ocurra sélo. de manera ,ransxtorx

relacionado con la reguluclén negatlva dc los snslemas que'mnnucnen la homeosmsns de pH,, cuya
actividad esta modulada entre otras cosas por el mismo pH. Esta disminucién hlpoténca en la actividad
de estos mecanismos podria ser causante de una acidificacién posterior que eventualmente permitiria

la activacién de caspasas y endonucleasas que terminarian ejecutando la muerte celular. Con respecto a

——— —— —— —  ——— — —___ ___— _— __—_—__ —__ — _— — _— ______—_ ———__ — __________
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esta especulacion, podemos decir que obtuvimos resultados concernientes a la dependencia de pli de la
actividad de caspasa-3, donde observamos una tendencia de csta protcasa a aumentar su actividad a un
pH relativamente 4dcido (7.1) lo que coincide con lo reportado por Furlong er al. (1997) y Matsuyama
et al.‘ (2000). Paralelamente a esto también observamos que el DIDS inhibié casi por comipleto tanto la

“actividad como la fragmenlac:én de la caspasa -3, inducidas por K5 y st Lo que suglerc que la accion

del DIDS ocurre en una etapa prevm al inicio de la” acuvacu’m dc Ias aspa: s, lo que se be ocurre

B mgm(’canva

farmacos pro ab]emente est relacionado ¢ . ibidora del cotransponador Na -K*-zCl'

-Cl por lo que podrfan mﬂulr en Ia homeostasxs de polasno intracelular. Esta observacion estd de
: ucuerdo con lo sugerido por distintos grupos en una serie de modelos en el sentido que la concentracién
intracelular de potasio y su liberacién estin implicados en la regulacién de protecasas, DNAsas y,

consccuentemente, en la muerte apoptdtica.

 — — ———— — _—— _____— —— — — _— — ________~— — — _—_ ____ — — _— — — — ___—________ __ _____
Discusiin
44




g
i
.

%

4 &
Universidad Nacional Autonoma de México / Faculiad de Ciencias Aaders

A
i

Es pertinente mencionar que el hecho de que algunos firmacos o condiciones probadas en este
trabajo tengan algin efecto diferencial en la muerte inducida para cada uno de los 2 estimulos
utilizados, confirma el hecho de que diferentes inductores de muerie emplean diferentes vias, al menos
en una fase inicial. Es posible que estas vias puedan convergir en algtin punto de la cascada bioquimica
de muerte, como podrian ser las caspasas'efectoras. incluida la caspasa-3. Estas consideracioncs nos

sugieren pensar que es probable que la parl:cnpacnon del pH; en la muerte apoptética no sea un e\'cmo :

de cardcter um\'crsnl smo que 'Juegue un papel 1mporlame en alguna de las posnbles futas que las
células, o algunas de ellas, snl,an para monr. Fmalmente hay que emender que cualqulem que sea la .
pamcxpacxén del le este serfa solo una de’ las mulllples plezas del complejo cn[,runa_]e que inicia,

regula o manuene el proceso de la muerte apoplétlca.

e —— — ——— ——— — ]}
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8. CONCLUSIONES

A\l

v

A4

\ 14

‘f

El DIDS protege del daio morfolégico de las NGC inducido por K5 y reduce
considerablemente la condensacion nuclear y la  fragmentacion y actividad de la caspasa-3
inducidas por K5 )

El DIDS protege a las NGC de la muerte, la condensacién nuclear, la fragmcnmcién yla
acu\'ldad de la caspasa-3 mducxda por eslaurosporma. cvaluada con lodos los paramctros dc
viabilidad. : ‘ i L
La - bumetanida protegié a las NGC ‘de la muierte’ mducxda por K5 v ‘St Vmednda como

transformacion de MTT. La proteccion fue menos evldenle enla morfologfa celu

La bumetanida inhibié parcial, pero significativamente tamo la,fragmen_l c1¢n como la actividad -
de la caspasa-3 inducida por K5 y eslaurosporma. " :

£l KCI 5 mM induce una alcalinizacién mlracelular inmediata ;en :NGC;: que; se manllene

durante el estimulo, mientras que. la estaurosporma no nduce :ningun; cambio en el»pH i

intracelular neuronal, al menos durante los prlmeros 30 m

morfolégico. . :
La muerte apoptdtica parecc mvolucmr cambios en el pHi que pud:eran afectar. la acuwdad dcw ;

las caspasas. El grado de pamcnpaclléh de este’ faclor parece depender deI tnpo cclulnr y dCI t|po‘

de estimulo empleado
Otros factores parccen conlrxbulr alai in ucclén de ln muerte apopl(mca de las NGC como los :

flujos idnicos, pamcularmcnle de potasmf :

Conclusiones
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