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Eu al!{nllo.~ cit.• los rafO.\' a=ules c¡ue llO''' de \'(•: c!ll ve: durall/1! lo.\· últimos cuatro mio.\·, 
e11cm11ré alguna 1·e: ánimos para :wperar/o.\·, en este poc.>111a. f.~\· por e,\'la ra:ón c¡ue qui.\t' 
com¡u11·1ir/o con c¡uienc¡uieru quc.• lea c'.\'la tesi.\ .. , 

Si •.. 

Si logras co11ser11t1r i11tact11 t11flr11lt!za 
c1u111tlo f(lt/os l'aci/1111 y t11c/11111111 e11terezu; 

si a pesar de esas tluclas 111t1111ie11es tus creencias 
siu r¡ue te tlehilite11 extr111ias sugere11cia.i;; 

si puedes esperar, e il11111111e a lafi1tiga 
yjit!I 11 la •'ertlcul, reacio 11lfl111e11tira, 
el odio de los otros te deja i11tlifere111e, 

si11 creerte por ello ""'J' s11hin o 11111y va/ie11te ••• 

Si s11e11as, si11 por ello reutlirte ante el e11s11e1io; 
si piensas, 111as tle 111 pe1U'fllltie1110 sigues t/11e1io,· 
si lri1111fi1s o tlesastres "" 111e11g11a1t tus ttrtlores 

J' por igual los tratas co1110 tlos Í111postores; 
si soporta.r oír la i 1ertla1l defon1111d11 

.I' c1111l tra111pa tle 11ecios por 11111/l'atlos 11s11tla 
o 111irar hecllo tri:.11s tle tu 11itl11 el ideal 

y con gastados IÍtiles reco111e11zar ig1111I ••• 

Si tot/11111 1•ictori11 co11quistatl11 
te atre1•es 11 arriesgar en 111111 a11tlazj11gatl11, 

y 111i11 pertlie11rlo, si11 quejas ni tristeza, 
con 1111e1•os bríos rei11iciar puedes tu e111presa,· 
si e11tregmlo 11 la luclta co11 11ervio y cora;:tltz, 

t11íu tles/11//ecitlo persistes e11 la acció11 
y e.l:traes energías, ca11satlo J' 11acila11te, 

tle heroica vo/1111/atl que te ortle11a: ,-Adela11te! ••• 

Si hasta el pueblo te acercas si11 perder tu 1•ir1t11I 
J' con rt!J'l!s 11/ter11as si11 ca111hiar tle actitutl,· 
si 110 logran turbarte 11i a111igo 11i e11e111igo, 

pero e11 justa metlitla p11etle11 co11t11r co11tigo; 
si alca11zas a llenar el 111i1111to sere110 

con sesenta seg1111dos tle esfuerzo s11pre1110, 
lo que e.'íiste e11 el 1111111do e11 tus 111a11os te11tlrás. 

¡Y además hijo 111io, 1111 /10111hre 11i serás. 

Rudynrd Kipling. 

't 
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Podc.•r \•ivir w1 par de horas en 1111 mundo y alejar mu!slros pensamienlos ele las 
exÍJ.:<!llcia.\· ele/ presente inmedialo, es 1111 prfrilegio que dehen en\'icliar aquellos c¡ue se 
''llCW!Jllnm preso.1 en sll.\' ccírceh•s coq1vrales 

Lin \'utnng 

Ley tic llnn·nrtl: 

/Jajo las condiciones mcis rigurosamente controladas de presión, 1empera111ra; humedad, 
pi/, y o/ras \'ariables, el organismo siempre se comporwrá como le dé la [:tinu .. 

Ley Frci\'uld sobre los "refritos" en in\'cstignción: 

Solo 1111 /ulllo puede reproducir el trabajo de otro 101110. 

[ 

·Arthur Block en 
Ley de Murphy paro médicos 

Arthur Block en 
Ley de Murphy para médicos 
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l. INTHOlllJCCIÓN. 

J. l. 11/uerte Celular Programmlu J' Apoptosis. 

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

un individuo completamente formado. Para ello es necesario que ocurra un proceso complejo de 

proliferación y de diferenciación celular:: Resulta interesanté que asociado n estos-procesos se requiera 

la eliminación una gran cantidad ~e ~é1L1a~'~1i ~i~~t~~p~ri~d~~ críÍi~o~d~I de~~rr()llo y.'durante el 

estado adulto. Así, contrario n lo que ,se pridría p~nsar, In muerte celular ~s r~J~\.'1u~te 
0

tanto en la 
- .··· . . . , -· -- -·. . . -· ~""' . . . -, . 

de lus células con anormalidades (Fig. 1) (Baehrecke, 2002). Por ejemplo, tantó'~i'sist~fri~' nérvioso 
, -.:.•,;· ,.. -,, ....... , 

como el inmune se originan por una sobreproducción de células seguida por l~;~1i~i¡'r1~(:~¿kj~ las que 

fallan en el establecimiento de conexiones sinápticas funcionales; én el cai~d~l'~;¡~~l~;ó;;J<]ae resultan 

peligrosamente autorreactivas cómo ocurre en el sistema inmune (Va~x ~¡ (11,' f999;·J~c~b~on yWeil, 
-"!. .,>.·: • ,f;'o' ~-- ;¡'". 

1997; Meier y Finch, WOO).' Por otro lado, durante In vida adulta de 10'~ v;;rt~b'rháó~;·'~¡ ;~~t~-nin1iento 
·- ~ · · · ~:x~·f_---'f:=-'~,- - .- · 

de un organisrÍio en: estado óptimo; requiere que alrededor de 10 obo'millorie{de céÍulas mueran 
. - - . - . ,'; -· _., '"· .- . ·,',"• ·--~ " - :-.,." -· - ."'-.'. .': . --·. :._· 't; .• .. - ,, 

nonnalmente por din sólo pnra compensar el número de célul~s ~~~v~s q~e·~~ ();igiriri~' rd;mÍtosis. 
·., ""· :~ : 

Esta destrucción masiv~ de células no sólo es normal, sino que ~s ese'n~lal par~ ~(cié's~r;Óllo iiórmal de · 
_. .· .. -- .. ' . -·· ·., '· ·-. -,· _- _:.·,••,,_·-.-···'.' ·;';. :.,,_.· 

los individuos como lo demuestran uriá serie . de estudios genétÍcós en Íl~mátód·~~:; ¡~~ectos 
. . ": i-' _· - ~: - {' ', . ' 

y 

vertebrados. Estos estudios sugieren además que alteraciones en la -· regulación. fi~a 'de _estd' :proc:eso; 

están asociadas a desórdenes como el cáncer (Soengas, 200 l; Vaux, 1988); nuiÓinmÚnidad (Krammer; 

2000; Stassi, 2002), neurodcgeneración (Yunn y Yanker, 2000) y síndromes mielodisplásicos. 

h11rod11cciá11 1 
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Fig l. Procesos t¡uc inH•lucran 1:1 11111l'rtl' cdular prognumula. La muerte celular programada está involucr•1da en 
procesos como n. formación de cstruc1ura", b. cli111i11ació11 de estructuras, c. control del nt.'nncro <.Je células y d. eliminación 
de células anonnules y/o que tienen d:iilndo su nrn1cri<1l gcnCtico. (Modificado de Bachrcckc, 2002). 

Todas las variantes de esta muerte fisiológica parecen responder n la activación de un programa 

genético de eliminación controlada o "suicidio celular" por lo que este tipo de muerte se ha 

denominado muerte celular programada (Lockshin y Williams, .1965). La muerte programada presenta 

algunas variantes, pero en todos los casos diferentes de In muerte ncc.rótica o "accidental" que ocurre 

en respuesta a algún tipo de estímulo· o traum~ que ci:mduce al libcramicnto del conte11ido intrncelulnr 

induciendo, generalmente, un proceso inílanmtorio (Fig. 2). 

/111roduccicín 

TESIS CON 
r.i~ 1 ,LA Df~ URIGEN 
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A Fig. 2. Jliícrcnclus mor~ 

fológicas entre necrosis y 
n1mpfosis. En In apoplosis 
(J\) se mtmlicne la 
in1cgridmJ de la 111c111bnma 
ci1opJ¡1smílticu y 110 se 
obscrvn hinchmnicnlo de las 
estructuras subcelulares 
como ocurre en la necrosis 
(D). /\ pesar de esto, en Ja 
t1poptosis, son uprcciablcs 
alteraciones que 
cvc111ual111cntc llevan il la 
formación ele los cuerpos 
npoptóticos, que finalmente 
son fagocitados. 
(Modificada de Kcrr y 
llarrnon, 1991) 

Uno de los tipos de 

muerte celular progra-

mada más común y de particular interés para este trabajo, es la apoptosis que se puede definir por una 

serie de caractcrlsticas bioquímicas genéticas y morfológicas particulares. Estás íiltimus incluyen el 

encogimiento celular, la condensación de In cromatina, la compactación de organclos ciloplnsmúticos, 

la reducción del volumen celular y finalmente In formación de estructuras llamadas cuerpos npoptólicos 

que cventuahncnte son fagocitados por células vecinas. Todas estas característi~ns morfológicas han 

sido utilizadas como marcadore.s apoptóticos (Gorman el "'· 1995).· Dentro de: las c~ractcrlsticas 
bioquímicas de In apoptosis se cncuentrán la. fragmentación · internudeosomal. del DNA, la 

cxlcrnalización de la fosfatidilserina y la activación de familias de proteína~ enc,;rgndas 'de regular y 

c!Cctunr el proceso apoptótico. Esta serie de c\•entos a nivel morfológico y bioquímico resultan de la 

expresión y activación o inhibición de una gran cantidad de moléculas pro y aminpoptóticas. Algunas 

lntroducci<in 

rgsrs co~r 
·-~J.JA DiE GfüGEN ---
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de las moléculas que juegan un papel critico en este proceso son las proteasas de la familia d" las 

caspasas (Gorman el al, 1995). 

Las caspasas son protcasas que tienen una cisteina el su sitio activo y que cortan substratos "n 

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

estructuras subcelulares. La especificidad de cada una de las diferentes caspasas está dada por los 

cuatro residuos siguientes (dirección amino-terminal) al sitio de corte (Hengart~er, 20.00). 

Todas las caspazns, 14 hasta el momento, se exprésan éo~10 zimógeno~'o · P,rocaspasas 

un prodominio, una sub~nid~d ~rif~~~·~;~\;_~6Joa yu~a activos de 30 - 50 kDa que contienen 

subunidad pequeña de -10 kDa (ThÓrnberry y Lazebnik; 1998). En°gen~ral, se~~eptll ~ü~ la llctivacióll . 

de estas enzimas requiere de un corte proteolítico en los sitios dé rl'á~rü¿ü't~ciÓ-~:',~i~¿¿¡f¡¿g~ (~~pa;i~tos{ 
entre· los tres don;inios. Posterior;iiente, se·. forrria un hcie;cidini~ró;a6ii~i·~~~ ÍonsÍ~ de 

:,;: 

subunidades 

n1ccnnisn1os 

procaspasa por ot~a caspasa activa.(l·iengartner;·2000);;'EI seguricio'e'~tá\i~édiridci'por receptores de.· 
' . . ' . ., . '· - '. ' . •. . 

muerte, que en rcspue~ta ¡¡ una.señal se agregan formari~'c; d6mple}os 111~11lbranllÍe~ qud;reclut;n 
,~; .. 

nÍoléculas de una procaspasa ini~iadora inactiva; generalmente Íll caspása~S. La prciximid~d de e~tas 

~rocaspasas induce :unautoprocesamiento y la fo~macióncle cas~asas iniciadoras acti\•ns (Fig.· 3bf · 
,· .: . .· .· ' ,_. -

(Salvesen y Dixit, 1999). Finalmente, un tercer mecanismo, descrito hasta ahora sólo para la caspasa-9, 

requiere la asociación de la procaspasaa cit~cromo c,ATPy una molécula concici~a comoA~~f-1 para 

activarse (Rodríguez y La7.ebnik, 1999; Stennicke el al, 1999) (Fig. Je) 

huroducción 4 
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Figuru J. J\tccnnismos de ucth·nción 
de cuspmrns. n. Las caspasas se 
sintetizan como zimógcnos inactivos 
que al ser proteolisados liberan el 
fragmento p 1 O y p:?O y forman un 
hcterodfmcro ncti\10. b. En el 
mecanismo de proximidad las caspasas 
se agregan y se aclivan al 
autoproces¡irse por la ¡¡ctividrid basnl del 
zimógcno c. La caspasa-9 se activa ni 
unir.se a la unidad reguladora Ap;1f-l, al 
cofoctor ci1ocromo e y a ATP po1ra 
activar a la caspasa. (f\1oc.JincmJa de 
1 kngar111cr, 2000) 

J. J. J. Muerte ce/11/l/r e11 el 

desarrollo del Sistemll Nervioso 

Durante el desarrollo del 

Sistema Nervioso ocurren algu­

nos eventos que permiten el establecimiento correcto de conexiones necesarias .:pá:r~i"':.~1 ·buen 

funcionamiemo del sistema en cuestión. Entre estos eventos destacan In prolifcraciÓn;ln' llligr~ciÓn, ln · 

diferenciación, la formación y establecimiento de contactos y, particularme11te, .lamu~rte :~:~lular. que 

ocurre de manera. m~~ivri;.eo~110 es el caso de la eliminación de -50 % de las motoneurona~ que se 

generaron durante el desarrollo de la médula esp.inal (Oppenheim, 1991 ). Esta muerte celular parece ser 

principalmente de naturaleza npoptótica y, debido al papel que juega en la morfogénesis y 

sinaptogénesis del sistema nervioso, está finamente regulada en tiempo y espacio (Kuida et lll, 1996). 

/11trod11cció11 5 
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Tanto la muerte como otros eventos asociados al desarrollo, tales como difCrcnciación4 

111igración y sinaptogénesis, está regulada por sei\alcs tróficas (Üppenhcim, 1991; 13alazs et al, J 998). 

Las seilales tróficas no son sólo aportadas por los factores neurotróficos clásicos, sino ta111bién por la 

actividad eléctrica de las células vecinas y las influencias prcsinápticas 111ediadas por 

neurotransmisores liberados por las terminales aferentes (de la Rosa y de Pablo, 2000). En el caso 

particular de las neuronas granulares del 'cerebelo se ha propuesto que las aferencias presinápticas 

excitadoras provenientes de las. flb~as _ 111~.s-~~sas' represent~n u'na sefial, ·_trófica que pro111ueve su 

diferenciación y sobrevivencia en ét~p~s crltÍc~s deI desarrollii .del cer~belo. 
~/·~.·: • . r·. ;:'.'., <. _.;•e '• '"<:~, .. ::.· 

/.1.2. El cerebelo como·modelo'~~~~;;;;;li~j~j•if:,,LrÍjj;lul:r; .. 
- ~~;: :; 'e'.":, • ~~'..~~-::::~;:;_:~,:,_. \~) ";· •".• ,'·"! ·, 

.. '•"•) ... : .. ,:-_~·: '",'.~ \º-.'..\_:~!_:, ·":,:"":: . 
• : -~ ,' ', . . - • « .... .,_ . ' -

'.,,;.,:c·; ·)"', ', .. :t ¡ :,~'.· f-:~~:-.;'~:··· 

Las células granulares/que represeiiian,aprox}n111dní_neríte eI:80 % de las neuronas del cerebelo, 

Constituyen la corteza cCrebeJar jUrl~~::~i.~)~r~I¡~~~~~1~~~R'~~(;~1~a;:-_~n --~~OaSta, de· Gcilgi ye O~ Pti'rkinje. 

::.:,.:.::~,: ,:::~~:;;;¡,,~~l~i~:E~lf ·:?~:;:,;~· .:.::::·:;f Z:.:; 
hacen del cerebelo un excele;i1~ :r~,~~;f~-r~~¡ estu~i~ del desarrollo del sistema nertioso y 

particularmente de la ~uerte;iio~r~~~~~'ck:~fgf)~g~:~~~brdy, J 988) . ·._· ... · , 

Es debido a esto ·c¡u~ unii.:dei'!.º5-)f!ºd,~I?s 'experimentales más empleados para estudiar los 

mecanismos de 1a n1ui:~~, ?r'ri~~ª~~ct~ '5i;~'.11~s ~-i11;i~6s <li neur~nas granulares de e:e;eb~i~ csa1~sz et 
:·.''_ 

al., 1988; Morán et al., 1988:1992,I 999). Para 'que las n~uronas granulares sobrevivan en culiivo por 

más de 5 dlas deben mantenerse despolarizadas crónicamente con conccntra~io~e~ ~!~~~ de pjt~~io (ÍS 

mM KCI, lo que se supone mimetiza In despolarización inducida por las fibras glutamatérgicas 

presinápticas in l'Íl'O, 
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Por otra parle, se ha demostrado que la privación ele potasio cxtracelular en cultivos de neuronas 

grunulares que se han mantenido clcspolarizudas por más de 5 días in vitro, induce un proceso de 

muerte neuronal (D'Mcllo el al., 1993; Morán et al., 1999; Valencia el al., 2001; Schulz el al., 1996) 

semejante a lo que pasa in vil'O (Monti et al., 2001) cuando se establecen la competencia entre !ns 

conexiones de las fibras musgosas con las neuronas granulares. Por esta ruzón este modelo de muerte 

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

durante el desarrollo. 

1.2, Participaci1l11 del pll en la ap11ptosis y otros procesos celulares. 

Fig 4. A rrcglo 
histológico de In 
corlczn del cerebelo. 
La corteza ccrcbclar 
esh\ constituida por 
cinco tipos neuro­
nales: las células 
granulares, las estre­
lladas, las de canasta, 
las de Golgi y las de 
Purkinjc. Estas se 
acomodan en una 
capa granular exter­
na, una capa de 
Purkinjc y una capa 
granular interna. 
(Modilicndo de Ghez 
y Tnch, 2000) 

Se ha propuesto que existen algunos eventos celulares donde el pH intracelular juega un papel 

fundamental, yn sen modulando o induso disparando dichos procesos celulares. Tnl es el caso de la 

carcinogénesis y de particular impoi1ancia para este trabajo, la npoptosis (Shrodc et al., 1997). En el 
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caso del cáncer, se sabe que con frecuencias se genera una ambiente o.cidico en tomo a Jos tumores 

sólidos, y que a pesar de esto el pl-1 intracelular de estas células tiende a ser alcalino (Stubbs et al .• 

1995). Se ha demostrado que In alcalinización citosólica inducida de manera nrlificial, lleva n la 

transformación de células nonnales, posiblemente como resultado del cambio en el pH interno (Perona 

y Serrano, 1988). La alcaliniza~ión, que .. ocurre· durante la transformación neoplásica, ns! como en In 
. ·. '·. ·:, ,~·-. . ... - - . - . . 

proliferación y ·diferenciación, se ha asociado con uno de los principales me.canismos de regulación de 

pl-1 intracelular, el intercambiador Na+IH\ (Shrode et al .• 1997). En lo que ,respecta a la muerte celular 
'. ' 

programada, se sabe que los traiamie.ntos inductores de apoptosis en diferentes tipos celulares producen 

una acidificación intracelular y q~e algunos de los agentes que prot~gen de e~ta muert~. inhiben este 

cambio en el pH interno (Shrode, et al., 1997). lo que podría apoya la participaCión del pH en la muerte 

celular programada. 

1.3. Ge1ll!ralid111lt!s"tiel pH. 
. .. ;·,::., . 

Normalmente ~na ·~J dad~ 107 moléculas de H20 a'25• C se encuerii;a ionizad~ formnJ1do H30~ 
(ión ~idronio, usud1~~~& ;de.n6~;inad~ ·H~~ p~(};Ó~)·; .• '.m/ (ióJ1\idr~xi:~ ). · Eiprodudto' de~~stas dos 

· . / · :·.' ·.;~:'.<·-,::/:~: -~~'.. ~· /- ·.".":.;.'~· :_ ;-~~'.;~.~::.> .. ~-;:·:\ ,:~·-.<:: r:~·-. ". \;,': .-':.·:~\';; .. ·:, ~ ·._<',:· . ;_: , .• ' .',.L;,'.;·."·~·:_,:;_;'}-~' .. :.; :~?~;· • ·. + 
especies es siempre cons~ante y, se con.~ce com() producto 1ómc~ del agua. Esta ca11!,1dad m1cml de H , 

procedente. d~·· ia iciriiz~~]~~ ~~ '{~s rri~'1c!~~¡~;i:ig'J~J~. :~~ p~,e~~:~odiflcar al di~~I~~; ~~idos o bases, 

. incrementand~ 6 r~dÜci~~~o''i'i~~nce~;~~~¡¡J'ci~ ;t6tJ~J~: resp~í:iivamente; ~a,~óri{~ntr:ción total de 
, ·_ . - . ~ "' - " : ' ; - .. ,_ -, .. -_ . ' . . - . ' 

protones procedentes de estas fuen.tes se expresa como el pH de la solución, y equivale a el logaritmo 

~egativo de la concentración en moles/I del ión hidronio (pH = - log [H+]) (Nelson y Cox, 2000). 

La disociación de un ácido en un medio acuoso, puede ser expresada como una reacción reversible 

donde el ácido se disocia en su base conjugada más un protón de la siguiente manera: 
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Si consideramos que los compuestos que se comportan como ticidos débiles en soluciones 

acuosas donando protones sólo se ionizan parcialmente (los ácidos denominados fuertes como el 

sulfúrico, clorhídrico y nítrico se ionizan completamente), tenemos entonces que el equilibrio de Ja 

reacción anterior se rige por unn·constani~de equilibrio <~·~>_,que reflejá Já tenclenciii''dec.~d.a/á•cido a 

liberar su protón (Nelson y Cox, 2000). Esta K,q; ene leas~ d,e las reacciones dé fonizació~-éle ácidos 

en solución, se denomina constante de clisódrie:ióri' y ;;~tá ;;;p~e;~nt;~~ ~ci~ el ·;¡~boJci'k~qií~ s~'puedé . 
' ::~. '.·,. ..._ :·~· :·:: .-·:;~·,-:\~ ,-.'~ ., -·-,~~: .. ·-", .~ "-···:,:; \-.;_:,:-·"-.'---'O 

expresar como pK •. y.equi\•al~aeJ.JÓgaritm61legativode ~.(pK •• =·~Ío~ ~.):.oei,oanterior ~ederiva 

:::.:~:~.::,::·X,7l.1;íf áKtit~~i~1!~~iY~~¡;7~~Yi~f ;tr: 
•' L _..; < -::'',,··~:.:- ;• .-, ::_~::::·.,, •\:'. .• )';' • <~~.'->.": :~·.;_~ '';,~'.~~:·~r ': • ', :· • ;,__:-> ;'_ > 

adicionar gradúálmcnie'una solllción·de algú1l·hidróxido,' 1~~ '¡~nesOI-r,anaélidi:is'se é6ínbf~~~án con 
' - . - . . ;" .. , ·. ::;":: ~-" ·:·-.<.:-~ ... -•. ·: "~. ; --' ' '.. , .";;;; .... , .'-· ·: .·:·;. 

+· '." ~ :· - <' .: • :.· ·' ••• • , '·-.:' ,~;. :,~·~- '~"/:." .-·-~.:"::·, ... .:-· ':•-~7'"-¡:;;::~~---· ·-·' .-
Jos H libres en lu solución forinando HiO hasta ree.stábleéer elprodúéto iónico del agtia ~que río es ... . ·--.·--. __ . .... . . . ·'··~~;'~ .. ::~-=-:~- ··:..· .. , \·~~:.~-~A-'+·-· . - . 

otra cosa qÚc hi .constante de disociación que rige Ja reacción de' i~ni~~ióno'del ~agu~-'alteradci 
< ' • •• , • • .. < ·: •• ~ '.. '- - - • ' • - ., '., \-.\... ' ~ • .. -- .. 

momentáneamente por la adición de iones hidróxido. Alser .. ~~cJ~i;r~~Ó~:/'.'e~i~~,,~r~idn~~llbr~s. el 
.. - . - . . f; :.· 

ácido tenderá a disociarse más a fin de mantener el equilibriodlctaddpofÍú'A(N~Isbn'fto~,2oóo). · 

~~::~~.::·:::: ,:·::::::;:::,:::'.:,:::~~:1~1i.it~~~l~Jf ~~}'1'°'~ 
Es as! como el pH determina el estado de ionización de cÜa14a~ér~oiüió:~XiiJ~;¡;l~~iÓ~ ii~uosa 

. '.., ·,.:·.\·~,.,-~·· . .-.:.,:<t,~~,.·,.;;'.~·i.~·:· ';.· ~·-'·:--· ::J:r- -.''-_ ... 

y es precisamente por esta razón que Ja estructura, y por lo tanto la función de '1as' mllcromoléculas 

biológicas, depende directamente de Ja concentración de H+. Un ejemplo claro de esto, es la fuerte 

dependencia de pH de Ja actividad catalítica de las enzimas (Fig. 5), que contienen, entre otros, grupos 
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amino y carboxilo (con sus respectivos pK,) potencialmente ionizables, cuyo estado dependerá 

directamente del pl-1 del medio circundante. Las interacciones iónicas que puedan o no darse 

dependiendo del estado iónico de las enzimas, influyen en la estabilidad de las mismas y, en última 

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

que mantener un pi-! citosólico constante, alrededor de 7.4, que permita mantener a sus biomoléculas en 

un estado iónico óptimo (Nelson y Cox, 2000). 

100 

"' ¡; 

1 
~ ·¡ 50 

~ 
'1 
~ 

2 3 4 

!111rod11cció11 

5 6 7 8 9 10 

Fig 5. Dependencia de pH de la actividad 
enzinu\tka. pH óptimo para la actividad catalftica 
de Pepsina, Tripsina y Fosfatasa alcalina. La 
actividad de las 3 enzimas decae de manera abrupta 
hacia ambos lados del pH óptimo, evidenciando 
que pcquei\os cambios en el pH intracelular pueden 
modificar de manera significativa reacciones 
catalizadas por enzimas. (Modificado de Nelson y 
Cox, 2000). 
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1.3.I. J1,/eca11is111os de reg11l11ció11 del pll i11tr11cel11lar 

1.3.1.1. Amortiguadores Biológicos 

Dada Ja importancia que tiene para las células mantener un pH citosólico constante, existe una 

serie de mecanismos dirigidos a controlar· esta. condición, incluidos . Jos amortiguadores o buffers 

Como 

' : ' . '. 

' . - -· 

se revisó anteriormente; <cn .J~á. s~J~ción a~uosá' de'; un· tÍcido débil se, fom1an 

biológicos. 

principalmente dos especies: las moléculas que no están disociadas; que son poten~ialn'iente domidoras . .; . ,,., ,. ·.,, ··,;· ,,.·· .. ·-- " _; - . 

de· protones (ácidos), y las moléculas quc.~~··ehé~ent~a1; diso~iad~~ y q~e puedens~r'~ventuahn~nte 
. " .. ~ :~ <. '~~:~-:". :·;~_:~·-·':~ .. ~.:.-~: .. -<\- ·::>> ::-:-~-. _·,-.;< .. <:::·"~_·.: ---~~.-_:_~:.(:' .: :·:<'. .:. 

protonadas (sus bases conjugadas);:.Estamezcla··•de••l{nácido,débif:(,n'su base conj\1gnda:se\!ónoce 

::::::::=.::::d:~~:::~~~r~ª~i~~t~~f ~M«~,~~~:~1~~:::: 
á~ido en cuestión (q~~ es ~ébil) no ~stá tC.tahÍ~~ni~ ionizado Y.•tiene'umi !'reser\.a',' de~ H. en las 

-.· . : . - .;.' . '~·'.·' ~- -; > '~~---:--·'-'. --·---~·-::: ".'.·,~li:·· --~"/?:;~:.\·.~5:-·::;-.;:·~,~~~~::-<~;~f~(~;--!,,é:~c,;t'.¿.-_-~\~~~ :-~t5·; .. ;~~;~~<<, J~;~-, .... 
moléculas no disociadas que pueden.ser liberados'pnra neutralizailosC~l-[que se~nañn~idosal.sistema 

y . fomiar H20. ·De igual·· niarie~a. las >in.oJéculas· que·. ~i. 

c~pturar los protones qu~ se ndl¿fone~a In ¡olución 

en el plasma sanguíneo, éste reacciona con el agua del plasma fom1ando HiC03, Este ácido carbónico 

es un ácido débil y por lo tanto funciona como amortiguador (Fig. 6) (Nelson y Cox, 2000). 
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Fase acuosa. 
(sangre en los capilares) 

H • +lf CO~u.un> 

H.0 ~C~ H:;·• 
C02 (d) 

ReacdOnl 
·-----------·-----------++----------! 

Fase gaseosa (alveólos 
pulmonares) 

1.3.1.2. Tra11sporlatlores y bombas_, 

Fig 6. Slslcma de buffer de 
bienrbonuto. El C02 gaseoso 
presente en los alvéolos 
pulmonares se disuelve en el 
plasma sangufnco (reacción 1 ), 
donde reacciona con el agua 
fonnando H2C03 (reacción 2) y 
este al disociarse funciona como 
buffer manteniendo el plasma a 
pH 7.4 (reacción 3). 
(Modificado de Nelson y Cox, 
2000). 

. . . . . ' - ' . 

Duraní6 la evoluci~il, las.células h.~n desarroH~do alguno~. mecanismos.altemosa Iossistemas {}e/' 
de buffers que les pc~ii~~ enfrenÍnr cambios en elpHde n1agnitud~yales q~~ IÓs sis!~m~.cl~ >)/ 
an1ortiguadores no pueden regul~r. ·• 1:ª mayorla.de Ias células poseel1!en •• su'mernbrana plasmática·· . 

. transportadores •. q.ue.uiiu0~~~l:~~¡~~t+~tfü~~~~ •. dil:~;~~!~0t~I~';fri~.~~1:~i~~~t~~~~~!:.ttcf ~o .. d: •.•. · 

protones que se fornian norinalmenti!'por el metahc:>Jismo o qué entrari a Iii ~elul~,~~~},d~ ~ ·c¡u.7 el medio 

cxtracc1U1ar tieride a s~/ci~:·.áCi·~-~-- c1~:t~~~~:~~~-~):Y~~-.:. ·:~}:<·:: ·~:~;k~'·. ,\~r:~· '"·:~~-; :::t;.~~-i~~ -·~~,:~;:.:~:::~~,~>?.E~;:-:·,,-'~, 
' ' . ' _,-·- ... - ·, -· .. · - . ·:. - •·,"- ·,:---- _., ' 

La actividad de estos sistemas de transportadores está regulada por el pH, 'increme~tándose al 

acidificarse el citosol. El primero de estos mecanismos es el intercambiador Na+/ H', que acopla la 
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entrada de sodio con Ja salida de protones. Estos intercambiadores son inhibidos por amilorida y más 

eficientemente por sus derivados N-5-disustitufdos (Sánchez-Armass et al, J 994). 

Existe un segundo tipo de transportadores que también utilizan el gradiente de sodio, en este 

caso para meter un ión bicarbonato (HC03") y sacar un ión cloruro (Cl") junto con un protón (I~·¡. Este 

intercambiador se denomina cr I l-IC03" y es más eficiente debido. a que saca _un protón y neutraliza 

airo por cada sodio que entra a la célula, en co1;traste con 'el pri~1~ro que sólo_ saca un W por cada Na• 

qúe ingresa en la célula. Por esta_ razó~ es; 61'~;incipaJ'n-íic~~i~J1b:~~-+uladÓnde 0 pH Íntr~celular 
cuando existe HC03" disponible, que es ge;;~r~l~~e~t-~ el. ~~~/~~t:~::~;~~~P~~~di~~s ~~* i~~¡'¡,¡~~s por 

estilbcnos sustituidos, como el SffS y~J ni'os (S-~íi6];~i-Xr;i,!~;5~¡:~¡;¡994jy::; .·l-' : ]!::: [~ '> 
Adicionalmente . a esfos .. transpo~ado(cis, 'exis~~-.,_tnmbién J~ ~ iJtirciÍÍi1biri~or ;cr/Í~C03" 

+ . -, :: ."<· . ". ; ·i ,)_--,: /.,·_;,, --,~,-./.: ;:·'.-/ .• ,.~ ; .. : ' ·~'.~- ;· :·:· _>::'.<~.·: :;~_'.}:~',;/:·;~:~-~ . -'.'~-'.. '3 

independiente de Na que juega también .un papelimportante en la regulación delpHJntracelular. Al 
:· _; ---· , -; - ·C··· .··:':.·:· .. :;_:~.:: .; Si~L,.~~~j_;f;:J.:'.~~-~.';{ .... ;.c~· :;.: .. : ,,r.:~~, -;-'.,{+~:.;.'·:~-~: · .. ~~;;;~~-:;~~-.~~·-__ ·.· .. ._ -.. · · 

igual que Jos transportadores dependientesde sodio;· este' interciunbiádoí-)ambién 'es régulado por pH, 

pero funciona sacanci6' i6~esl~cb;if a'iitdr'd~:;~·~~i~ai'é~Í~'.el~Jí~~~~¡~jJ/&~~~~~~J:~¡;¡;~~J ·se. torna 

demasiado al_calino (Albe~s et,~!· ~062)'. 1 <,·:;' ;;e . ;:'~t\,~'.:' ·:,: ,f : <. ~;,,· ~:. 

11•~,mZC:~~~;~~~~~~~~~r!J~~á~~~tlf.~~Z~~~~~'.:Z:,: 
. ost,eociastos,las~éi'ulas_. del epitclio'u~inari~y •• Ib~ma~iófogos,: expresM estás .• bombas_._inciuso __ en la 

·· ::::::-::~r~,'~i~~~1~~[~,,z~1~~~i~~í~~: 
cerrados, fransportd de· ___ ~rlutofy/i¡~~lación_• deipH. citosólicCl·_·. (Shrode•·;;,a/.;;._1?97) _·mediante la 

c~trusión de.pr~;ones'<~~):l~:1 ~/fí~;i;~aioi~~: e/~~.: '1~92/¿~~;~~·:;r;t~~¿ d~· q~: e~
1

~1 si~tema 
nervioso Ja expresión de estas bombas juega un papel importante en Ja regulación del pH intracelular 

en células gliales (Volk el al., J 998; Pappas y Ransom, 1993); mientras que su distribución en las 
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vesículas sinápticas de neuronas de hipocampo de rata (Zhou el al., 2000), de corteza de borrego 

(Goncalves el al., 1998) y de corteza de ruta (Bcnzi el al., 1996) permiten la generación de un gradiente 

electroquímico, que aporta la energía necesaria para el llenado de estas vesículas. 

1.4. Jlomeos/(/sis ió11ict1 J' pll 

Finalmente, es importante mencion_ar _que el equilibrio iónico de la célula es también un factor 

importante para mantener el pH. intrace_l_u_lar:_·ccin respecto a esto, existen reportes donde tanto la 

modulación farmacológica dé cal1al~s y\~_~llspo~tadores aniónicos, como la depleciÓn de ciertos iones 

en el medio de cultivo, pueden it1clucir_'p~~;'}d'·6ambios en el pH citosólico y en el volumen celular en 

distintos modelos como las célula~ d~' gli¿ma (Ringel el el., 2000) o en sinaptosomas de cerebro de rata 

(Sánchez-Armass el al.; 1994; M.artínez-Zaguilán el al., 1994), 

' . 

Adicionalmente. a la participación dei. pH en los proc~sos _de 'muerte, hay que mencionar que 
. . . .. 

también se han implicado en este proceso a las' a!terllciones del volumen celular y las modificaciones 

en la concentración intracelular de potasio (füppe el :l.,2~(J.l; YueÍ ai., 1991;' Boriner el al. 1997; 

H~ghes el al., 1 997). Con respecto este últhno, unfs~Í"i~ de e~tudiÜs illdican qu~ durante la apoptosis 

. en l111eas celulares de !infamas (Bortner el al., 1997) y en neuronas corticales de ratón (Yu el al, 1997) 

los niveles basales de K+ intracelular disminuyen a través de una salida de K\ que si se evita previene 

la muerte celular. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Jlfodelos de muerte e1111e11rom1s grm111/ares de cerebelo 1/e rata (NGC). 

Las neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC) de 7-8 días de nacidas, mantenidas en cultivo 

con concentraciones 'altas de · K+ (KCI 25 mM; K25), se diferencian adquiriendo muchas de las 

características morf?ló'giCas, bioquími.cas y electrofisiológicas de las neuronas maduras (Lashcr et al., 

1.972; Levi et' ni.~ 1987).' Estas células degeneran y mueren de manera apoptótica al ser cambiadas de 

estc'medi,o d~~pol~riznnte (K25) a uno con la concentración fisiológica de potasio (KCJ's mM; K5), de 
. .: .'.. ' 

forma similar a Jo observado durante el desarrollo del sistema nervioso cuando !ns. neuronas requieren 

de entradas sinápticas como señal trófica para sobrevivir (D'Mello, 1993 ). 

Por otro lado, el alcaloide bacteriano estnurosporina, un inhibldor no específico .de proteína~ 

cinnsas, se ha sido utilizado ampliamente como un inductor de apoptosis en varios" tipos n~uronales 
--c., ·,-_ ::-.. ~-.: -. ;_:-"' - : 1 -

(Wang et al., 2000; Thomas y Mayle, 2000; Krohn et al., 1998; Me C~rthy et al./1997; KÓh · ét al., 
.. _. ··,.. ''. ;· 

1995). En las CON se ha demostrado que la estaurosporina 30-500 nM induce':muert¡: celularcon 
.-' --< ~--· '" ·.-· ·, ' 

características apoptóticas. Es importante mencionar que aunque ambas'. co~diciones, .. · K5 y 

estaurosporina, inducen apoptosis los mecanismos moleculares involu~rados"pare~e·n,ser diferentes; In 

disminución de potasio involucra un cambio en los niveles de calcio, intrac~lular; y u'na acumulación de 

especies reactivas de oxígeno como dos de los primeros eventos .obse~~clCls durante l~ npoptosis 
·--·_.·:.,;·.:::.-" --·.·._, 

(Prehn et al., 1997; Kruman et al., 1998; Morán et al; 1999; Valencia y Morán; 2001), mientras que la 

acción de In estaurosporina es independiente de ~alcio y activa un grupo distinto .de casposas 

(Cnballero-Benítez y Morán, 2003) 
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2.2. pi/ y Apoptosis. 

Como se mencionó, uno de los eventos asociados a la muene apoptótica es un cambio en el pH 

citosólico. Esto ha sido estudiado en diferentes tipos celulares y con distintos estímulos de muerte. Si 

bien este fenómeno es algo más bien generalizado en los modelos de muene estudiados, no queda muy 

claro el significado. que este. evento. tiene en el proceso general de muerte apoptótica. Es. decir, no se ha 

determinado ~i las ~Itira~i~h~s'.'deI pHjUegán algÚn ~apc!I: iniciando, modulando· o promoviendo la 

cascad!I biocforii\i'li!I ~d .i~~ht6fap.optóticos'.' ci [J¡;in ~r~ÓÍ() re~resen;a un. epi fenómeno· resultante de 

Otra; circ.~n~timci~sdg,~~~~,·~a~yeht~~I d~~fe~l~riJnhr~~Í{c~·ct~iante la apoptosis'. 

ActuaÍme~te ~xi~;~ J~ ~~~érh iínj:iri~!l~t{~~ ;~i~enéias que apoyan la idea de que los cambios 

en el pH intriti:eluÍar~li~n~nu~~:'P:~ici~~~i¿n:~'riticn'~ara el desarrollo de In muene apoptótica (Li y 
' . . ·' ;.I-; • ·~ ':'.\ -, :.". _: - . :' .» k :~· /¡: -· . :; -: .'. 

E~stman, J 995; Í'érez:sain e?~1:; i 995; '. !'úrJJng el et!., I 997; Matsuyama et al., 2000; Liu eta/., 2000;. 

Barricie et ~1.; 2o~I y }Ú;¡~:~.'i,.; 2'5oi)~'· ¿: la gran mayoría de estos estudios se ha detectado una 
- . . .' :-·,·:;,-.~.;;·.:-·.'~~;e:-·':~:\.:·_·:.·",-).'::~·.:~·;;·_- .. :~. ' . ._,_ -·· ·-

acidificación intracelulan:nrespuesÍ~ a los estímulos empleados, lo que ha permitido sugerir'que el 
., ,_,-, 

ambiente acfdico p~dria.·~ern1fi1r.() fÓcilitar:la activación de caspasas o .DNAsas,iicuycis pH. de 
- '' . - - ._. '. ~ ·- :-- .;·:-_•,';.'. ·:--. '.-'- ' . - ,.·. - . -.-. :'. ·-~-'.•,: . ' · .. " -'t ;';_ -. 

activación óptimos se' cné;;é1ít~~n en el rango de pH de 6.3-6.8, y que son respÓÍlsabÍ~s de cambios 
-, ·.- .......... , -. ... .. . . . ...... z;;.;-:,'":;;:·:::; --;· 

morfológicos (Furlon~'~t al., I 997 f Mnt~~);ama et al.; 2000) y de Iafragme'rithció'~jií¡¿~~i:I~osomal 

: .. :::~::::~;~~fu~7.~~:~i:·~.::!:ltr:;~?{~;.~~~gii#J?~~,:'.1=:; 
de cambios. signifi~~ti:~:s·~~ :1·,;~H d~r¿~;e. ias éiÓ~~s.~r!;ic~¡,d~I'.p;ó6~~~ ~:: ;~~~ftf(F~Jita et al., 

.. -,, .:·.'' ·¡ ., > • -·:;:.-, ,-'·:·. -·'",; • '"<. ;; ·,:' ~·: '. __ ,,,. '/:•. ,. '.';."'."i' ;.> 
¿: .. --

1999). 

Existen también algunos trabajos en el Sistema Nervioso en los que se atribuye una 

participación importante del pH intracelular en el proceso apoptótico. En el caso de un episodio de 

A11tecede111es 16 
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isquemia, como consecuencia de una reducción en el flujo sanguíneo cerebral, ocurre una acidificación 

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

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

someten rebanadas de hipocampo a un ambiente ácido (Ding el al., 2000). Víncent y colaboradores 

( 1991) describieron, que al inducir apoptosis con óxido nítrico (NO), ocurre una acidificación durante 
- - - . . .. ' ,. --·.,.--.--· .. ,, "-" 

Jos primeros 30 min después de ia adición dél NO, seguida de una alcalinización ~ostenida cÍÜrim;e las 

. siguientes 6 hora~.; Cúando estas células se n1anÍiel1en e11 ~~·ri,~dio'~Í~~¡¡Jo' d~r~hi~ los ¡,;im~~cís 30 
>):··. '. ·<'{.~ l,/:.;;}:;·;.·'-- ><!-·,;_-·.'>: ~--~·\?~ 

min de trata111ie~to con ON se reduce Ja muerte neuronal. \UiHizand? el mis111~ Ínodelo, se ha_ 

pr~~ues~o cÍ~~ la a~ti~ación de receptores meta~~~jópi~~~.d~gl¿ta~~¡~,~~gt~i~~,~~:;,~~~~rte n~uronal --·' ., .. ,,· '' ., . -.. - - . ',.'" ,. ' 

',' + + . <:...:~~.- ·""i'..:·: . .-..~:.. ;":·'··:·._.:·-,·~>.··~;~:·::-;-':~·~ 
al modular ni transportador Na /1-1 , Jo que provoca ·alternc1ones en el pH mtracelular que. reducen la 

- .. - . '' 

acidificación observada en la apoptosis de estas células (Vinc~nt et ai., 1999). 
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3. HIPÓTESIS 

Si el pl-1 intracelular participa en la muerte apoptótica ·de Jás NGC induCida por KS_ y 
. . 

estaurosporina, entonces alterar el pH citosólico e_n estas n~uronas, ya seá mediante la expo.sición de las 

células a diferentes pl-C.o bien el trfi~mie~iio ~on fá~macos que alteran ~I eq~ilibrio ;ónico de las 
,. ••• • "< ,,- ' ' •• •• _. ' ' :·_, '·" 

células o el funcionamiento de~ los• traiisport~do~cis r6J~cioriado~ con el pH intracelular, tendrá 

consecuencias directas sobre; la· so~rc~lvencia de las NGC mantenidas-en condiciones nomrnles y 

tratadas con KS o cstaurosporina. 
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4. OB.JETIVOS 

• Determinar si existen alteraciones en el pH intracelular. de las NGC durimte In muerte apoptótica 

inducida por KS y estaurosporina 500 nM. . . 

• Estudiar el efecto del pH extrácel~lar en lá viabilidad d~ 
0

las NGC y eri la acción del KS y 

'·?' :·:: 
, ( ', \: ':;:~ ··~· 

• Evaluar el efecto de inhibidore¿de ~~nni.és y.\r;¡ns~·6rtado~~~ anÍÓniéos e~ In s~br~vivcncÍn ele las 

NGC, en presenci~ y a~~;ncl~ ~~\i~s ~~tí~Í~l~s·¡ie ~~t:~he)~i~.~~fª~;~~p·~~0·~: . :, ¡ .· . 

e Conocer si el pl·I · extriÍ~eh.ilar y: l~s fJ1hibiclo~¿5'cle0thinspo~~dores altera~ ~I pH · cÍtosólico de las 
' :.' :' ·:-.. _·,",_'~.;. :.;;·~".'..)\,: .. ::-.:_;-.~·.-:: ~:,.~. ::/-:t~'-" .·;·. ' - . !:·~.:e;-:.':.:-:•';.~:,. ~J . .--·',."'-··<',. . .-",·:" . -_:· 

NGC. . -. . >'<• :••l.. : ·:· : ;,; > .:"' ·' . '.:' 

• Estudiar si el pHy lo~ inhi~;d~~;/cl.i los'trá~spirtado~es ániónicos ar~:tan ·,~ n~tlvación de la 
:\· ·-·: .. ·-;-'' . 

caspasn-3 como parte del mecanismo é¡ue ·modifica la muerte cel.ulár inducida por KS y 

estaurosporina en estas células. 
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S. MATERIALES Y MÉTODOS 

5. J Re(lcfil'Os y Jlf(l/eriales 

El suero fetal bovino y la penicilina / estreptomicina se obtuvieron de GIBCO (Grand Island, 

NY). El sustrato de caspasa-3 fue de Pcptide lntl. (Louisvill, KY). El lloechsl 33258 y el BCECF (2',7'-

bis-(2carboxyethyl)·5-(and 6)-carboxyfluorescein] fueron de Molecular Probes (Eugene, OR). La Poly­

L-Iisina (peso mole~ular > 300,000), tripsina, DNAsa, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide], diacetalo de tluoresceina (FDA) y citosina arabinosafu~ron .de ,Sigma. 

(SI. Louis, MO); Los fárriiacos 4/Diiso¡hio~yanatostilbene-2,2'-dis~lfonic acid cD'rbs¡)4-a~et~i~id~-
4º-isothiocyanato-stilhene-2,2'-disulfonic .·, acid · (SITS), · 5-(N~Ethyl-N-isop~opyl)alÍ~iÍ6ride '{I:JPA), 3-, 

1.>-' ,:~·:: .. ·,_;·. ' 

(Aminosulfonyl) - 5 - (butylamino) - f- phenoxybenzoic acid (Bumelanide); ;5 ':.'..,Nitro :.:. 2 ~ (3-
, .. • ""' .. - _,. __ , ·--- ;::~-,· }-'.; .. _;··,;-

benzoic acid (Furoseinide), N~~~i1)•hÍ1alemid~ (NEM) y Tamoxifén f~erol! tall~~ién de Sigma' (St Louis, 

MO). . ,• ~:;-. ,e ~,/;, " 

'.~ ,, ... ·: . ·.··· 

5.2_ Ct1/tivosdeNe11ráii~fbr~i,:l/1ar;~ t!e'Ce~~belode_r~ta'.(NGCJ 

DNA=8~:·::~[Q,~~~~~~~~~~~:'~2~:,:::,: ::,:::,•~ri::·,: 
plástico, con o sin cubreobjet6~~· preSi~é~lii'.c~biertas ~on'póli-L-lisina (Sµg/ml). El medió de .~ultivo 
contiene medio. basál Eaglé sÚplementádo e~~ 1 o~''cvtv) ~é súero fetal bovin~ i~a~iivrirl,O, pd~cflor, 2 

· mM de glutamina, 25 mM de KCI, 50 U/mi de penicilina.y 50 µg/ml dé estreptóínicina. Las células 

sembradas en estas cajas fUeron incubadas a 3 7° C en una atmósfera saturada de vapor de agua, con 

una presión parcial de C02 del 5% (95% aire). Para evitar la proliferación de células no neuronales, 20 

horas después de sembrar, se m1adió citosina arabinosa 1 O µM. Los cultivos de NGC así obtenidos 

.\fatcriales y métodos 
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contienen aproximadamente 95°/o de neuronas. Las células fueron mantenidas por 7-8 días in \'itro 

(DIV). 

5.3 Trat11111ie11/o de los c11/tfros 

Todos los cultivos fueron tratados a lo 7-8 días in 1•ilro (DIV). Se utilizaron 2 estimules 

inductores .de muerte apoptótíca, el KCI 5 mM (KS) (D'Mello et ni., 1993; Armstrong et al., 1997; Ni 

et al.;· J 997; .) y la estaurosporiria. s,ÓO nM (St) (Jncobson et al.,• 1996; Krohn Ct ni,' 1998):. Se probaron . . ...... ···~ .. . . ... ,· .,, 

. fürmac~s y condici~~es. diye~.~as prira ev,nluar ~u efectÓ so~re la ,muCrte:Ln Í;ansfe~er,1i:Ín de)as, CGN a . 

medio KS se efe~tu¿ retii~nd~
0

podii~;Iet¿··~, ~ri1ne/r11edi~ ;¡~~;ituyelld6i~ pt:ú~ ~e~i% ~re~co sin 

suero conteniendo ¿~M~~ ~;:, ri'.·37~ e;' L~ esiauro's)l6rina ;e disÓlviÓ en DMsÜ: El oios, SITS, 
··"-' 

EIPA Bun1etanida; NÍ>PB; Fur~~~riiida NEM y Tamoxifen, fueron disultos en a~ua o en DMSO. En los ,, .. >: ·j<- ~ 

experimentos di~eñados prira :cfrimbirir ~l pH extracelular se m1adieron directainente al medio de cultivo 

soluciones de N~~H· ~· H2I. ~~~n~)as células c~ntrol se trataron coi1 la 111isn1a caÍltidad de vehículo 

(ngua o DMS.O). 

5.4 C11a11tijicació11 de /11 vii1bilidml ce/11/ar 
. ' :" - -'.:;< ~ .~·-.·~-;' 

5.4.J Trt111sfomiació11 de: JlfTT 

La ~·i~bi:Íidad c~,Í~1i~.fu~ ,estim~da pÓr e transformación de MTT de la sig~iente manera: se 

m1adió MlT (Ó.S ri1gii1lifa' Ios·é:'uiti~os Í:~lul~res y después de is Íuin d~ inctibación a•37º C se extrajo 
; ,,, ... .·. .· ' .· ' ' 

~I azul de formazán formado con DMSO al 100 % lo que fue cuantificado espectroscópicamente 

excitando a unn longitud de onda de 560 nm. Como se ha demostrado (Bnlazs et al., 1990; Morán et al., 

1999) en este modelo existe una muy buena correlación entre la capacidad de transformar el MIT y la 

proporción de neuronas que aparecen intactas en microscopía de contraste de fases. 

J\fa/eria/es y métodos 
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5.4.2 Ti11citi11 co11 Diacetato tle F/11orescei11a (FDA) 

La sobrevivencia neuronal también fue medida incubando los cultivos de NGC con 5 ~1M del 

fluoróforo permeable Diacetato de Fluoresceina (FDA), que una vez dentro de las células es procesado 

por lipasas en las células metabólicamente activas, tornándose fluorescente al excitarse a una longitud 

de onda de aproximadamente. 520 nm. Se obtuvieron fotografías en un micros.copio Inv~nido de 

epifluorescencia utilizanciC>;un••nhro ·Nik~n B-2A y un .objetivo.de flu°:j~sc:~hCia~iiJ~;;~ik°:f~ /pani 

detectar a las células positivas' a FOA; Para la cuantificación dé' Ja villbilid~d d71 <:'ú1iivo•se é.~cogieron 

tres campos· ale~;()~i~~~fü;,;kJr\x~,~~iment6 ~a;~ •c:a~Jc~~~ici¿~Y·:;e :~~~ÍÓ ~Í· ~·¿,~~ro:·.·.dc ·.:éiulas 
<·'Y· '··. ,•.; : e·'. ·',·. --.~-. ~:··,_;.. ~· 

totales (imágenes ~n ~·C>;1t~~te\!~ fn~~s) \} l~~ i:.Í1~1n~ ~~ta~ÓÚca~;enté a¿tivris (bosi~iv~~ a. FDA). Los 

resultados ;~ ~x~~es~~\:~n'i? ~fi~~clio;'~~j~;:p'd~c;i;t~es de células• nietabólÍcamente activas· con 

respe~to a las total~~ <li~~e~ ·~xpe;¡¡¡{~i\í()~'irid~·~~~'dici~i~s. 
'-. .-, ' . ;;,":_¡e~··'..('·' - 'J;:~¡< ··,·:(.' ::'";:.-· '· '.'."'~;~.='- ~,· ·' -< 

-·- '·"'"'--'·- ;-,:;,:.~:_:· '1-'~j::- ;;-;,.- "e,. )·,:·~.: 

' ,;_', ;·:· :~-=· .. :/ '.' -~<:,~-- ·}>'·-
s.5iva111aci611 de la i:oiltiti;,;a~iJ,, ~,;i~üa/. 

• La conden~·ació;~;ri~c·l~~'.'~jfjfs,NGC, fue evaluada tiñendo con el colorante fluorescente 

Hoc~hst. Los~~l;i~~s ~~;uJ~r~~:~~;~~~~cÍ~~ e~ cubreobjetos, con las diferentes condiciones. Íl~ilizadas, 
" · :·,. -.-- .--..:~>-~1:.;;c·r· · ,. ·· ··,;·.:v. · . · . 

. . '. " ,_.;: . - '.' ·: . ~- ·. ". . ... - - . . ' ' ·: .: 
fueron fijados' con'p-fornialdehidci :(4 %) durante 20 min, lavadas con PBS,)ncubadas con Hoechst 

"'" . "~ "'\;.~:_,., .- ·' ' - . ·' , ' .- . ·, . 

(0.1 %) duratÍÍe 1 O 'mi1{ lavadas. con ,PBS ·dos veces y montadas en ponaobjetos con una gota'Cle. PBS-.. · - -. ·,, · ·-·::-;~,··;,<,=- · · -- · .:-:: __ >:_:- :--r~ .. ;-··.-:f, .'.~ · ·· ··- " 

glicerol (30:70). Las Totcigrafias fueron obtenidas en un microscopio inverüc!& ·. de:epifluorescencia, 

'uÍilizando un objetivo de fluorescencia 40X de inmersión en aceite y un filtrci Nlkon UV-2A. 

Alateriales y método.\' 
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5.6 /lletlicioues iutrace/ulares tle pi/ 

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 están o no 

unidos al ión en cuestión. Algunos de estos indicadores son especílicos para iones 1-1' y por lo tanto son 

útiles para medir el pi-! intracelular e incluyen compuestos como el 2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-

6)-carboxyfluoresc~in (BCECF), la piranina y el [5'(and 6')-carboxy-1 O-dimcthylamino-3-hydroxy­

spiro · [7 H-b~llz~ -[~] xa.ntlicinc-7, 1 '(3/i)-isobenzofuran]-3'- one (carboxi-SNARF-1 ). Los dos primeros 
. . . 

se .. excitan a dlterentes 'longitudes de onda dcpendie~do de su estado iónico, y emiten 'a uria·sola, 

·m;e!ltras q~~ en el Óltimo, ambas especies iónicas se excitan a Ja misma longitud de onda y c~~ciuna de. 

·éstas emite a diferentes A. (Fig. 7). 

A 

e 

Carboxy SNARF-1 

LOl'l&ltud de Onila (nm) 

(Enúslan) 

n 

D 

L9ft.c;itud dronda(nnt) 

(ExcltuMín) 

...;.. " J... 
.-

' 

~! 

. 

Flg 7. Estructuru y 
senslbllldod al cambio de 
pll de Corboxl SNARF-1 y 
llCECF. Dependencia de 
pll en lo intensidad de 
fluorescencia emitida a 
diferentes lon-gitudes de 
onda, excitando a 488 nm, 
para carboxy SNARF-1 A. 
y. Dependencia de pH en la 
intensidad de fluorescencia 
emitida 335 nm para 
BCECF 11. Fónnulas 
moleculares del carboxy 
SNARF-1 y BCECF 
respectivamente C y D . 
(Tomado de www.molecu­
larprobes.com) 

Los cambios en 

el pH intracelular [pl-li] de NGC fueron registrados utilizando el fluoróforo sensible a pH de la 

siguiente manera: las NGC sembradas sobre cubreobjetos durante 7-8 DIV se incubaron con 5 µM de 

BCECF durante 30 min en el medio de cullivo. Posteriormente, los cubreobjetos fueron colocados en 

una cámara y perfundidos a una velocidad de aproximadamele 1 ml/min con un medio Krebs-HEPES 

Jilateria/ej· y métodos 
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con los tratamientos inductores de muerte (KCI 5 mM o cstaurosporina 500 nM). Las mediciones de 

[pH,] se llevaron a cabo excitando a 501 11111 y 480 nm conectando por medio de libra óptica, la salida 

de un espectrofluorómetro SLM 8000 (SLM Aminco-Bowman, Rochester, NY) a un microscopio 

invertido con un filtro Nikon B-2A, para fijar la longitud de onda de emisión a 520 nm+/.!Omn. 

Utilizando un objetivo de fluorescencia Nikon 40x de inmersión en aceite y una cámara ampliÍicadora 

(c-2400-87), se digitalizaron campos conteniendo célula~'c~'rg~da~'c~~ ~I riúCJróf~ro. Las longi~ud~s de 
- ; : . -· , .... ·· . '•. ~-. ,_ .. ; . :·~ . ' .. -: . ,. ~ ' 

onda de emisión.ª que trabajó el espect'foflu~rÓn1~t~o/'1~,'disÍ.í~iiz~ció'kdc l~s imágenes y la 
,' .•.·.. ~ 

·'·.~ ¡, 

Í:letm1inaclón de las areas donde las rnec:ÍÍciones se' llc~áron icabo; fÜeroii controladas con el software 
_-_,. . .. :; ''"\ . .:. ;... ···: "¡\ ·,>·-;·,, 

lmage-1 / FL (Univer~~I in1~ging coiP'.<west C!1esier~ PA): E~te ~istemn p~rmite mediciones continuas 

del cociente d~ a~b~~)biigii~~~~~~ ~~~ri~i~i~~i1~%l~krd~iin~d~n;~~te' 2 s. 
/>~-- :,::~·:;~"; ':"; ~\'< >~\é_, . .:·.~-- ~--~,:~·. ·)·',::;. ;·,_,:¡ .... ; • ,., ; .>;·:,_· ">·.:.::·: 
'/~: . \., tL" .;;;~~-·-~_,-. {:·;; .. ;.t~ >···'· <\:; ·;·/· ·· ·:_:_·; 

;s.,.·.,:;;;~~;lftkJ~frt~ir.~rf ¡)~~¿~~;•,,j~.ioo,,,Bs, ''m'''";~,~'"'" 
·buffer de lect~~ip~o:·~,~·:~!'~~~; ;'ci % (p/v) saca;o~a; 0.1 ·.~ (p/v) CHAPS; · 10 mM DTI; J· mM 

EDTA; lmM PMSF; Un\MNaF;·2 ¡lgtml aprotininíi; 1 µg/ml pcpsi~tfrr~; y 5'µgtml le~peptina]. La 
-,,·-~· -

ncth·idad de 'ª c~spasa;3 íue medida mediante una téci1ica. fl~;,rogéniCa ci-Íicirnbcey~ ,;¡ 994) en un 
' . ' .· .... -- .. ,, . , .... ,.·.' . 

espectrofluorómetro (SLM Aminco:Bowman, Rochester, NY) usando uri s~st~W'pr~fer~nternente 

:=: :.·~:::. '.,':~;~::::~:,: ~::=,:.~:::0;~~f f ;~~!J;E~:ic;: 
la misma solución standard en la que se homogenizaron las células, pero con una concentración 1 O 

veces menor de inhibidores de protensas. Los resultados están expresados como el cambio en 

intensidad de fluorescencia /hora/µg de proteína . 

.\laterialcs y métodos 
24 



Uniw!rsidacl Nacional Autónomu di: MJxico 1 Facultad de Ciencias 

5.8 Westem /Jlots 

Las proteínas totales presentes en los homogenados de cultivos de NGC fueron separadas a 

través de una electroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE por 

sus siglas en inglés) y posteriormente transferidas a una membrana de PVDI' (Polyvinylidene fluoride). 

La membrana se bloqueó 1 h con leche descremada al 5% y se incubó a 4° C durante toda la noche con 

un anticuerpo policlonal de conejo anti-caspasa-3 p20 (Santa Cruz Biotech~o_logy, Inc., cat. sc-7148, 

_dilución 1 :30) que reconoce el precursor (32 KDa) y los fragment~s a~tivbs. Ffn~hnente las membranas 

se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a fosratd~{~l~~Ú~~/'~o;~ira lg~ de conejo (BIO-
·~, ., . 

RAD Lnborntories, Cnt. 172-1016, Dilución 1:15 000) durant~:~.~ahora a temperatura ambiente. La 

detección de esta proteína se llevó n cabo utilizmido-,un sustr11to quimioluminiscente para fosfatnsa 

alcalina (CDP-Star, BioLabs, lnc., Cal. 7001). 

i\lateriales y métodos 
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6. RESULTADOS 

La muerte celular inducida por St 500 nM (St) o por el cambio de medio de cultivo conteniendo 

KCI 25 mM (K25) por otro similar conteniendo KCI 5mM (K5) fue comprobada cuantificando la 

transformación de MTT en cultivos de neuronas granulares de cerebelo (NGC) de rata de 7-8 días in 

vitro (DIV) después de 24 h del tratamiento con los estímulos mencionados. Bajo estas condiciones y 

.. ·de acuerdo a lo descrito en otros trabajos, enc~ntr~~()s unn,;e,duc~ión ~ignificailva en I~ transfom1nción 

de MTT del 44. 7 •¡_ 12.9% para K5 y del 41 •1.11.1 'l'o par~ St en r~lación a las .células eon;rol (lig 8). 
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Flg 8. Efecto de los KCI SmM 
(KS) y cstaurosporlnn 500 nM 
(SI) en In trnnsíormnción de 
l\1TT de culti\'os de neuronas 
granulares de cerebelo de rnta 
Los cultivos de NGC fueron 
evaluados 24h después del 
tratamiento. Los resultados se 
expresan como porcentajes del 
conirol (25 mM de KCI (C)]. 

La figura 9 muestra las mediciones de pH intracelular (pH;), evaluado como la relación de 

fluorescencia a 501 y 450 nm emitida por el BCECF, en NGC tratadas con los distintos estímulos de 

muerte. Cuando las NGC se prefundieron con un medio K25 y posteriormente se trataron con medio 

K5 se observó una alcalinización prácticamente inmediata con respecto a la medición basal en K25 la 

Resuluulos 
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que se mantuvo constate hasta regresar a las células a un medio K25. De acuerdo a las curvas de 

calibración efectuadas previamente bajo estas mismas condiciones, un cambio de 0.25 en la relación 

501/450 equivale a una modificación de - 0.2 unidades de pH, equivalente a la alcalinización inducida 

por K5. (lig. 9a) 

. Contrarió a lo observado con KS, cuando las NGC se prefundicron con St no se detectó ningún 

cambio' en: la fl~orescencia emitida por el BCECF durante el tiempo en el que se efectuaron los 

.registros (lig 9b). En todos los casos, al final de la medición, las células respondieron de forma 

adecuada a una carga de NH4CI (lig. 9b), sugiriendo que la falta de efecto de la St no se debió a una 

falla .técnica. 
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Flg 9. Erecto de KS y SI en 
el pH intrucelulnr lle NGC. 
Los cultivos de NGC de 7-8 
DIV previamente cargados 
por 30 min con el íluoróforo 
sensible a pH BCECF, 
fueron pcrfundidos con un 
medio Krcbs·Hepes con 25 
mM de KCI (K25) y 
analizadas en un 
espectroíluorómetro a 450 
nm y 501 nm. La 
íluoresccncia se detectó en 
15·20 neuronas individuales 
a 529 nm. Cuando el 
cociente de estas longitudes 
de onda se estabilizó (-5 
min), las células fueron 
prefundidas con n. un medio 
con 5 mM de KCI (K5J o b • 
Un medio con St 500 nM por 
un tiempo de 20-30 min. Al 
final del análisis se utilizó 
NH,CI para inducir una 
alcalinización y una 
acidificación intracelulares, 
como control de la 
sensibilidad del sistema. 
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Con el fin de conocer si una modificación del plf¡ afectaría la viabilidad de las NGC sometidas 

a los dos estímulos de muerte se estudió el efecto de drogas que directa o indirectamente podrían 

modificar el pH; asi como otros iones que podrían 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, Tamoxifen, NPPB, SITS, DIOS y NEM; 

fámrncos moduladores de la actividad de canales y transportadores aniónicos que podrían cambiar el 

pH; de las células. 

Abreviatura Nombre Mccanisn10 
Bumetanida 3-(Aminosulfonyl)-5-(butylamino) -4- lnhibidor del cotransportador Na·-K -2 

ohenoxvbenzoic acid cr v K• / cr 
Furoscmida 5-(Aminosulfonyl)-4-chloro-2-([2-furanyl- lnhibidor no especifico del 

methyl]amino) benzoic acid cotransportador Na• -K• -2Cr y del 
transoorte aniónico 

Tamoxifen Tamoxifcn Bloaueador de canales de cloro 
NPPB 5 - Nitro - 2 - (3-phcnylpropylamino) Bloqueador de canales de cloro 

bcnzoic acid 
SITS 4-acetamido-4'-isothiocyanato-stilbene- lnhibidor del cotransportador Na -HCo3• 

2.2'-disulfonic acid y del intercambiador Cl'/HC03. y canales 
de cloro. 

DIOS 4.4'-Diisothiocyanatostilbcnc-2,2'- lnhibidor del intcrcambiador Cl'/HC03·, 
disulfonic acid del cotransportador Na+ -HC03 ·y de 

canales de cloro. 
EIPA 5-(N-Ethvl-N-isonroovi)amiloridc lnhibidor del intercambiador Na•11-1• 
NE!>vl N-Etlwlmalcmidc Potenciador del cotransoortador K• / cr 

Tabla l. Moduloidores de la actividad de canales y transportadores aniónicos utilizados en el tratamiento de los cultivos de 
NGC de rala. 

Resu/uu/os 
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Se probaron distintas concentraciones de las drogas en la viabilidad, medida como 

transformación de MTf, en NGC tratadas con K5 y St. En el caso del tratamiento con K5, sólo la 

bumetanida 13.33 µM y la furosemida (40-200 µM) redujeron significativamente la muerte de NGC 

(lig. JOa) de ambos estímulos. Por otro lado, DIOS 500 µM, bumetanida (13.33 µM) y SITS (1 mM) 

redujeron la muerte inducida por St (lig 1 Ob). El resto de los fármacos utilizados no mostró protección 

alguna. Ninguna de las concentraciones utilizadas de DIOS tuvo algún efecto significativo en los 

cultivos celulares tratados con K5. 
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Fig. 10 Efecto de Jnhibldores de cnnules )' trnnsportudorcs nniónlcos en la muerte celular de Neuronas Granulares 
de cerebelo de rnln (NGC). La muene fue inducida por a) KCI 5 mM (K5) y b) St 500 nM (St) [ - J. Las concen1raciones 
ulillzadas para cada fármaco son: [] I; NPPB 2 µM, Bumelanida 13.33 µM, Furosemida 40 µM, OIDS y SITS 500 ¡1M. [ ]2; 
NPPB 20µM, Bume1anidn 100 µM, Furosemida 200 ¡1M, OIDS y SITS 1 mM. [ ]3; NPPB 200 µM, Bumctanida y 
f'urosemidn J mM, DIOS y srrs J.5 mM. La cuantificación se llevó a cabo a las 24 h de haber trnlado a las células con el 
es1hnulo apoplólico. mismo tiempo que es1uvieron presentes las drogas. 
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Lo mismo ocurrió para el EIPA en la muerte inducida por cualquiera de los dos estímulos. En 

presencia de KS, el SITS, la fürosemida y, particularmente, el NPPB tuvieron efectos tóxicos 

prácticamente a todas las concentraciones utilizadas. Cuando estas drogas se probaron en cultivos 

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

las neuronas en presencia de KS, resultó ser tóxico a las concentraciones empleadas. Para ambos casos 

(KS y St) el NEM y el .Tamoxifén resultaron tan dañinos a lás concentraciones probadas, que la 
;,;'/•;,":';~¿/.~',;o :1·¡ <'r·_'::, 

transformaéión de M1T fÜe nula en. todos los casos. ·· · · ,.. · · :'.:···. ::·. ·• ·· 
·i','t" ,:<~·.:; · .. "'.,}~ ·:{-'.{~ -,-¿, 

Aunque normalmente se. acepta que latransfo~iación ~e,~1T' corrcfa'c•i~.~tniÜy ~ien con. el 

estado del cultivo .evaluado según su morfolo~la, e_n ~i~.r~~;;~g~/~~~Sasi~ ~e~Fds~::~B~¡~zs et al., 

1990; Morán et ai:, 1999), . se sabe que algu~as c~~diclCJile~ 
0

pÜ~d~fi'l~fluir, e~ Í~ ~¿tl~idad nÍitocondrial 

o en el estado metábólico en general .de las céÍulas;:;ro~;~~~~~dci ¿iíll:·1~·riyor transformación de M~ por 
~'' iJ. .. ; J-~,f_,;:\ . ~_,._ - :.~'.- ·. 

parte de neuronas poco viábles, prodticie'ndo un ~rtifi¿ici:q'uepodria co1i1plicar la interpretación de los 
e,~'.:',')~_:;','.'.'~;-~'.. ::~~ 

datos. Pcir esta razón se evaluó l~ viabilidad ci~ las NÓC eón uiia-tinéión con Diacetato de Fluoresceína 

(FDA), _mediante la cual .se pueden C:ont~~\Ias '.céihI~s vivas (positivas a FDA) y expresÍlrlas en 

proporción a las néilro~as to;alé;:'i.ilsci~i~~·.6bÍ~~¡dos con ~sta técnica fueron similares a lo~ obte~idos . ' .. '. _ ... -"~-'--;-:·· _,_,, - .·. -- . . . . 

por el ensayo de MTT obsen•áridoseun~'s~brcJivencia a las 24 h de 54.3 o/o para KS y de 46.S % para 
,·,~. ~ ..... 

St. También . fue corrobÓ~n,do ·~¡ efecto protbor del DIOS sobre In muerte indué::idá po! St; sin 

embargo, también se enconiró ~n efecto p'rotector del DIDS en NGC tratadas con Ks:.Por otro lado, 
. _.'. ·. ~';< ;_,,_::: 

~ncontramos que ¡~ bu'ITlet~ida J3.3:i µM no tuvo efecto en las NGC tratados tanto con KS,~omo St 

(fig l Jy 12). 

Resultados 
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Fig 11. Imágenes de microscopia e.Je Ouorcsccnci:t de cultirns de NGC teñidas con FDA. La tinción se realizó a las .:!-l h d 
haber sido tratadas con K5 o St 500 nM en presencia o ausencia (C) de DIDS 500 µM y Bumctanida 13.33 µ~l. 
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* 

K25 K5 SI K5 SI 

Dumetanlda !J.ll fil\! DIOS 500 µ111 

Fig 12. Porcentaje lle 
células ''i\'RS (positi\'ns a 
FDA) con respecto n 
células tolalcs (células 
totales contullus en 
contraste lle ruses), lle 
cultivos lle NGC tratados 
con DIDS S0011M y 
Bumctanilln 13.33 1•M en 
presencia lle KS o St. Las 
células fueron contadas en 
tres campos por experimento 
escogidos alcntoriamente, y 
los datos son la media de tres 
cxperimen1os indcpcndienles 
:: DS. • p < 0.05 contra K5 y 
St solos. 

De manera paralela a estos experimentos evaluamos la condensación de la cromatina y la 

fragmentación nuclear bajo estas mismas condiciones. Como se mencionó antes este es un parámetro 
' ,· ' ·, 

característico de la apoptosis y, aunque ha sido utilizado muy a menudo como sinó.nímo de apoptosis, 

no hay que perder de vista que podr!an existir.eventos celulares no.relrició"riadcis,con;lamuerle'ceiular, 

donde hay normalmente condensación de cromatina, por JO q~~ ~~·~~í'Í~~~~;~ue ~~ién d~~~~it~s, eventos 

apoptóticos donde no exista condensación nuclear y vic~~e~~¡¡; ~;.f~~clll~·(óri,; ~;tri; 'ía'fiJJia 13 muestra 

que el DIOS disminuyó In condensación y fragmentación nuélea; i~ducida por ~S·y SÍ (figl3). 

Re.n1/tados 
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Fig 13. Efecto de DIOS 500 ¡t~I en la condensación nuclear de Neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC). Las célula 
fueron tratadas con K5 o St 500 nM (St) y teñidas con Hoechst. La tinción se realizó a las 2~ h de haberse dado el estimul 
apoptótico 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 podrían alterar el 

pl-1; en la muerte apoptótica de NGC, por lo que estudiamos In viabilidad de NGC tratadas con K5 o St 

en medios con diferentes pi-!. Los t.p!-1 reportados en este trabajo se calcularon de manera indirecta 

con base en una curva de titulación con NaOH del medio de cultivo (fig 14). Para esto, la temperatura 

del medio se mantuvo constante a 37 ° C durante las mediciones, que se efectuaron después de ajustar 

~¡ pi-! inicial ~ 7.4, burbujeando C02/aire (5 I 95%) directo en el medio. Debido a la imposibilidad 

'técniea_de medir-~! pi-! del medio de cultivo dentro de la incubadora donde se mantienen las células en 

este trabajo las condiciones que involucran cambios en el pi-! extracelular se reportan como t.pH en 

relación ni eontrol-.qué se calculó de 7.41. 

:J: 
c. 

e.o 

,~¡1 / . / 
,.~/ 

7.9 

7.8 

7.7 

7.6 

7.5 

7.4 

Resultados 

020406080 ;/ 
o 2 3 5 6 8 9 11 12 14 

[NaOH] mMol/ 

TF.Sis. r.0~1 
F'.ALLl-\ ¡}¡i; u tüGE~l 

Flg 14. Cur"a de titulación 
de medio de cultl\'O. El pH de 
un volumen conocido de 
medio a 371) C fUc ajustado n 
7 .4 burbujeando directamente 
COl/aire. y en ese momento se 
al1adieron nlfcuotas de NaOH 
hasta ob1ener la concentración 
indicada para cada lectura de 
pH. Inserto. La curva 
completa fue rcali1.ada en -1 O 
min. en los cuales el cambio 
en el pll del medio por 
desprendimiento de CO: es de 
alrededor de 0.1 O unidades de 
pH. En el orden de magnitud 
del pH utilizado. este cambio 
es despreciable. 
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Para ajustar el pl-1 del medio de cultivo se añadieron diferentes volúmenes de NaOH o HCI 

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

ácidos se añadió HCI hasta tener un pH con 0.07, 0.12 y 0.3 unidades por debajo del control (pH 7.41 ). 
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En la figura J 5a se muestra que una acidificación cxtracelular es potencialmente más dañina que 

la alcalinización. Todas las concentraciones de J-ICI disminuyeron significativamente la transformación 

de MTT. La alcalinización del medio de cultivo 0.07 y 0.12 unidades de pl-1 por encima del control (pl-1 

7.41) no tuvo ningún efecto significativo en la transformación de MTT y sólo una alcalinización de de 

0.3 unidades de pl-1 resultó nociva para las células. 

Tambiéll'se ~nalizó-el cfe~to del pl-1 extracelular en la viabilidad de las NGC Íratadas con K5 y 
. · .. ~ ~ :,./· .. ,. •. ·" _i:.· '·: _ .. ,. - . ··;:' ,. . , <._' '·" ·•• ,_ - '. • , "· . ·: ' ,_ 

St y se obsér:.·6 q~e ~~idificar ~l medio_ de cultivo 0;2 unidad~s cÍe pH, potenda la éÚsminución de la 

v;nbilidad d~ N~~ incluci-~a t~nt~ con K5 como ~~n St (figl 5 b). Por el-~ontrario; alcalinizar el medio 

d6 ~ultivo 0.07 ~nid~d~s de pl-1- r~duc~' de man~ra imp~rtante'ia muerte i~d~~ida.'pbratnb~s estímul~s 
(fig 15_ c), mi~~{ras que una alcalinización_ de O. 12 u1Gdad~s de pH,é la '~rotecció~ ~s estaclÍsticamente 

significativa y casi completa, particul~rmente para el_ -K5 -(fig ;l Sc).i Eií~s r~~~l~~do~;i~ ~onfirmarón 
' ; 1;/ ~ 

comp1e1ame-n1e utilizando· 1a · ;iriCión coñ rol\~ i!l a1¿~1iñi~~~~ó~_cÍé1· 111~clio' ~~r ó.'12\i11i{~<les- de ~1-1 

incrementó la sobrev'iveni:ia d~ lasNGC d~'44.1 %-~~8.6% par~;~11<s; n'-iiellt_r~q~e p~ra la St la 
,.,,.. ;-t- '~! . - - :- - . .. ' . . :-o.-~'· 

viabilidad aum~ntó d~ un 40.9 % a ull 6S.6 % (fig-16);:.:;''- -~--- --· < '.~., ~; '!"; -T ·-
-__ ,.. ~ .' ,_..:, '· . ,., 

Con respe~to 'a la condensación nuclear, encontramos qúe laalcalinizació~- exfracelular redújo 

parcialmente la _condensación de la eromatina Inducida po~ K5 y St (fig 17). 

Resultados 
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Fig 1<1. Ekcto tic 111 ukalinlzacicln e\trnecl11h1r en Ja ,·iahilitfad celular en1Ju:ida como tincicJn con FDA. u. 
Porcl..'ntajl..' di..' cdulas vivas (positiv;is a FIJA) con n.:spl..'c[o ¡¡ célt1lils totaks (cor11ad;ts en im;:ig,cn de contraste de. foses) en 
culti' u'i Je NGC en un 1111.."dio de culli\ o 0.12 unidades de pi 1 más bú:-.ico en presencia de K5 o St. Lo.is cClulas fueron 
contad;:1s en tres cnmpos l..'scogidos alc;1toriamentc por c.xpcrimcnto, y los dmos son la media de tres cxpcrirncntos 
i11d1.:pe11dicntcs ..!._ DS. • p < 0.05 contra KS y St solos. l.J. Imágenes de microscopía de íluorcsccncia, de cultivos de NGC 
lt'füdas con FDA a l:1s 2.1 h de haber inducido ;1poptosis con KCI 5 mM (K.5) o St 500 nM (St) en un medio control (C) o 
0.12 unidadc:s de: pi 1 m•ls básico (alcalinización). 
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K25 K5 St 

Fig 17. Efecto tilo una nlcalinh~ucitln del medio de culth·o en In co1uJcnsuclón nuclear de Neuronas grnnularcs de 
cerebelo de rutn (NGC) trntadns con KCI Smi\I (J<.5) )' St 500 nJ\1 (St). Las células fueron tenidas con el colorante 
fluorescente lloechst. La linción se realizó a las 24 h de dcspu~s del cstfmulo de npoptótico, y la alcalinización se mantuvo 
todo el tiempo. 

Finnlmente, medimos bujo .estas mismas condiciones In activación de cnspasa-3, unn caspasa 

efectora que participa frecu.entementc .. en procesos npoptóticos. Por un Indo, analizamos la 

fragmentación de la procaspasa-3 mediante ensayos tipo ·western blot parn determinar de manera 
\ . ·. ·. . . -

indirecta si ocurre una activación de la caspasn. Los resultados obtenidos muestran por un Indo que 

tanto el KS como la St inducen In generación del fragmento activo de la caspasa-3 (- 20 kDa) y que el 

tratamiento con bumetnnida 13.333 µM lo reduce marcadamente, mientras que con DJDS 500 µM el 

fragmento desaparece completamente en ambas condiciones (lig 18 a). Estos resultados se conlinnaron 

al medir la actividad de esta cnspasa, utilizando un sustrato sintético (Ac-DEVD-AMC procesado 

preferentemente por la caspasn-3. La actividad de esta pretensa fue muy baja en K25 y se incrementó 

Resultados 
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marcadamente bajo las condiciones de K5 y St. Esta ac1ividad de la caspasa-3 disminuyó 

significativamente al en homogenados de células 1rmudas con DIDS 500 ¡1M y en menor medida con 

Bumetanida 13.33 µM (fig 18 b). 

- 20kDa 

K25 K5 St K25 K5 St K2S K5 St 

Bumellanlda 13.33 pM DIOS 500 pM 

0.4 

0.3 
..:; .. 
.El 
~ 0.2 
o .... 
~ 

0.1 

o.o 
K25 K5 St K25 K5 St 

Bumellanida 
13.33 pM 

K25 K5 St 

DIOS 
500pM 

Fig 18. E\•nluncJón de In írugmentncJón y ncth·Jdnd de In cnspasn-3. u. Western blot mostrando el fragmento activo (- p 
20) de la caspasa-3 en homogenados de cultivos de NGC tratados con Bumctanida 13.33 µM o DIOS 500 µM en presencia 
o ausencia de los estímulos npoptóticos K5 y St 500 nM por 8 h. b. Actividad de cnspasa-3 medida como aumento en la 
fluorescencia producto del rompimiento del sustrato preferentemente procesado por caspasa-3, Ac-DEVD-AMC1 en 
neuronas tratadas como en H. (Datos obtenidos de un experimento representativo) 
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De manera adicional, medimos la actividad de la caspasa-3 a diferentes pi-! en homogcnados de 

células tratadas con K5 ó K25 por 8 h (K5, 8 h), condiciones con una acti\'idad muy alta y muy baja, 

respectivumente. La figura 19 muestra que la caspasa-3 activa funciona de manera muy similar en un 

rango de pl-1 de 7.1 a 7.7, sin embargo en pH fuera de este rango hubo una tendencia a disminuir la 

actividad. La procaspasa inacti\'a (K25) no modifica su actividad a los pi-! medidos. 
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Fig 19. Acth·idutl de cnspnsn-3 medida como aumento en In fluorescencia producto del rompimiento del sustrato 
preferentemente procesado por cnspasn-J, Ac-UE\'D-AMC. Las mediciones fueron realizadas en soluciones con Jos pH 
indicados. Los homogcnados se oblu\'ieron de NGC mumlas con KCI SmM 8 h (KS) y cultivos controles (K:?S) (Los 
datos corresponden a un cxperimcn10 rcprcsc111a1ivo). 
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7. DISCUSIÓN 

Uno de los principales mecanismos reguladores de pH en muchos tipos celulares es el 

transportador cr / HC03" que funciona sacando iones cloro (junto con protones) y metiendo iones 

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

muy ácido. Se sabe también que este transportador se inhibe de manera efecti\'a por DIOS'.. Por otro 
·. '.:;' '":· ' :- ' ' ~ - f -. ' 

lado, parece existir una relación entre el proceso dé'muertéupcipíóti~Íl y el pH i~tra;;clulár'en'.diversos 
~' '" ; .. '. •. 

modelos de e~tudio, sin. que e~ista un consenso s~bre·í~;~~t~~~1eiaC1.;1 ·6~~Íii/ci{~ú ~<I~ n;~.;rt~ 
' .. ·:-. ~ 

celular obserVada .. ASi,· · básados en estas evidenciaS, _en· el .·-pr~~CrltC' _·trabajo -.~\·a1li8InOs··e1 : ~f~~tri···del 

DIOS y otros fármacos, relacionados di;ecia ~I~directa1~1ente con el pH;,en la ni~erte ~poptóticn 
, • , •• - ... :.. '. ::.-: , • ~ ' ; ' - • e 

neuronal.: Uno de los resultados más interesantes del presente· trabajo fue que el DIOS protegió de 

manera significativa contritia m~erte
0

indJ~icif~~f KS. -Este efecto protector se reflejó en la ,;iabilidad. 

medida como tinciÓn COJl FDA:l,ISr como.~n Ja' preservación de la morfología neuronal. 

En relación a l~s f.;~¡¡í;ados.:fuc~~Íon~dos anteriormente, es interesante indicar que el efecto 
. . ·- :~ . '~ - . ·:,.,; -· - . -

protector cie(DIÓS no''ru~\aü-~~{cJ~nte cuando se evaluó como transformación de MIT.En este 
- -_-_ . ,,.,>---·.·;:":·:e~·.:''~----·.:_, ___ --;¡_~~:-,-.--·.··;·· . -.-- · ... 

s~ntido, In cuantifl~a~ión ~~ la i~iin~~~~1aciÓ~ de MIT puede alterarse por diversas causas. que no 

rell.;jan nec~snrimnente Jayiabilldad
0

~el~lar' y que van desde diversos estados metnbÓlic.os.deias 
, ' ' - ; ' >" ' '• .•e· ,,,,~·.~'.·,; •. :.,;-:, • ' • > •• ;·: ·, 

células· hasta circunstnncia~córii~ i~t¿rf~;~~éia5 e~ Ja cunntificaciÓn ;espectroscópic~ d~l/;.zu(de 

formnzán debidas a Jás cara~t~~l~ifc~;d;l~:w~r~~~~~ ·~m~Í~~d~s. Es.por e~t~Í:~~~ ~'~~id~~idÚ~os 
darle prioridad ni análisis morfológico, incluyendo la tinción con FDA, sobre In transformación de 

MIT. En el caso particular de la falta de efecto del DIOS sobre In reducción de MMT inducida por KS 

no parece relacionarse con un problema técnico pues el DIOS si incrementó la transformación de MIT 

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

Di.fCllSÍÓll 

41 



Ut1i\•ersidad Nacirma/ Au1ónoma de Aféxica / Fac11llad úe Ciencias 

acción directamente relacionada con Jos mecanismos iniciados por el K5 en Ja muerte celular y no a un 

artificio producido por el fármaco utilizado. 

Una de las primeras consecuencias del tratamiento de las NGC con KS fue una alcalinización 

intracelulár. Estos resultados coinciden con los estudios de Fujita et al., (1999) quienes encontraron una 

alcalinización del citosol de células endoteliales y cardiomiocitos asociada a la muerte inducida por 

estaurosporina. En ese estudio tanto la alcalinización como la muerte se previno con DIOS por lo que 

proponen que el aumento en _el. pH intracelular; parece estar mediado por la entr~da de 1-ICO/a la 

célula utilizando el transportador cr / HC03", - y no por bombas de protones o el intercrunbiad~r_N~+ / 
. . ,. . ' : . :. · .... .,· .. 

1-1' dado que sus inhibidores no modifiC:arhn- la alc.alinización obs.ervada ni el proce~o .de :.m~e-rte 

(Fujita et C1l., 1999). Otros estudios, sin embargo, ha~ de~óstrado que d DIOS ~~ inc_ara~cie 1n:~dificar 
el pH; tanto en condiciones basales como en ~~~se~~¡~ d~ est!~ml~s apopióüdos ci~o I~ S; ~ el K5 

(Himi et C1l. 2002). Por ello, sería· iriteresiínt~~év~luar .si el'DIDS modi~~a ~I p~: baj~·nuestras, 
Condl.c1ºones exper1ºn1c11tale· s. ·-····· . . ·· ,J}': A:.:. - · :; ' .. /: ,- ,-, ,:::;: · .-, · :( ;"'· · .. '··· -::;,:." --~ - ·;r: . . "'.. -·:.; .. ;~-. -~··-.· .. ~ 

;o-~.· :: : ; . : · ' ;,.,o~- -, . 

En el caso de la estaurosporina el DIOS protegió riiarcadrun'ente a las NGC en Íodas las pruebas 
'.:.: ·, ·."'.·-<· -- ;;·.:_j \:" .. ;·~/··I:'. ·~<·: /.\<-.';_;:..;,--:·;-'.::.~_c.{,' ' .. L;·,T->/~:_>/ .. ~'.~.--~<~ '_:,_·,..·º: ,.:,:·,i >. :·':·.:·.>·> , ·. 

de sobrevivencia efectuadas. Tambiéne;ncontrnmÜs, 1deacuerdo llHimi,et al(2002), pero'co~trarIÓ a lo 

::·::.:,,:·j::::~.';:7:,J.t'lf~;;.i~¡,~¡~ii-l¡~¡i;,~;i:: 
embargo, de que exista·algú-ncambio lmp~~tante-~iiel pl-1 chosólico,(tiempci~más'largos··fqué la 

protección del DIOS· esté
0

tnm~ié~ rel~cion:da~:n ;~';~¡'~ic·;;;:~'.-cl~,¿~fal~l~';;;~;·i~.: 2~~~::Í!lciÓn•a 
esto, sabe que ocurren cambios en el pH; alrededor de,7 h post-inducclÓ~ de la m-ue~e (Furlong et al., 

1997). También se ha descrito en neuronas una respuesta bifásica compuesta por una acidificación a 

tiempos cortos seguida de una alcalinización prolongada (Vincent et al,, 1999), lo que pudiera estar 

mediado por un mecanismo similar al aquí propuesto, 

Discusión 
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Por otro lado, esto podría ser congruente con el modelo propuesto en el sentido de que la 

actividad de las bombas de protones tipo V está regulada entre otras cosas por cinasas (Boyle et al., 

1997; Rajolle et al., 1992), de manera que la St -un inhibidor de amplio espectro de cinasas- podría 

afectar la actividad de bombas de protones que revirtieran la alcalinización inicial observada en la 

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

mecanismo de' protección del D~os; se antojarían independientes de pH. 

Cuando utilizamos siis/~~ éiimpÚesÍo con ~ro~ied;d~s f~~ll1á~ológiciÍs similares al DIOS, no 
, ' . . . '"' ."" - . '.•' ~. ' . . '. ._.... · ...• · ':. : - " . 

. observamos protección al~una do~{~ri é{ Í<5 y ió1~ una prote~cióll ))arCial ~a ~concen'fra~io~1es. muy 
T;: ·.~ ~ '.>·.;;' ) ·"( '_''.;) 

éle.vadas en el 'cas() de la· estaÚrosporina:·rarte de estas diferen~ia(córi Ja·acciÓ~ d~Í DIOS podría 

deberse a la posibilid~~ d~\¡~e :~l· ~íf~ e·~té a~t~~~~o';,;:is 'd¡r~~t:~lll"~llt~·~~~r~~ ~l ·i~\~rc~~bi~dor Na+/ 

HC03"con.1oseh~.ierC!r!~<l6:.•.·;c';. '" .;·· ;g•:+i;J·'·'..~'..,·· .... "' ;;¡ ·•· :i . 
' . ',:,· -:{~'.:,;. . . - ·}:"' ·,,\.~,·""' 

Como se me~cionÓ llnt~riormente.'c~ ia·n1riyor!a cie'16s Í~~bajo~ queasocian~ambios ell el pH1 

con la mue~e apo~tÓtica se ha obse~·~~~ }·Ú~a·;~i~l~c~f¡~¡f ~~to~i1ic~ (Li y.Ea5tman, 1995; Péréz-S~la 
. ~'~ ~;: ;_,y~>·_:-

Í!I al., 1995; Furlong et al., 1997; Matsuyáma éi ái;;•2000; Liu et al., 2000; Barriere et al., 2001 y Jeong 
. - - .. ,. -, , ... ··- ,. '. ' 

el al., 2001). Esta condición podría promove~:u op.iillli~~rla'activación de proteásas -pariidu1rir~ente 
caspasas- y/o endonucleasas, ambas estr~~hri1riente';ela¿'i~naclris·con la apoptosis. Toma~do,~rikuenta 

<i ····. ' ·' - ,. . .· i" ' • ••• , ··<· ....... , 

esto, ¿cuál podría ser el papel de la alcaliniznéÍÓrí Í~tra~elular observada e~ el caso de 1~ esúri;~la~ión 
·~ ~ . ., -

con K5 en nuestro modelo? Una de lás -~~()~ibl~s ;firu~'n7c:;u1:0:f11tet~·sc:o.ªme0. 's'tu:np.f"e;gs~ ut .• í~nm;;~u.'.;1,0·~.:.sq.:u.~e·~.:.r.·P!;o•~d~rjízáa') est~. alcalinización ocurra sólo de n{anera t~a~~iiC!ii{~ ' ·. . . . estar 

relacionado con la regulación negativa de los siste~as.que mantienen. la .homeosi~sis de pH¡, cuya 

actividad está modulada entre otras cosas por el mismo pl-1. Esta disminución hipotética en la actividad 

de estos mecanismos podría ser causante de una acidificación posterior que eventualmente permitirla 

la activación de caspasas y endonucleasas que terminarían ejecutando la muerte celular. Con respecto a 

Disc11sió11 
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estn especulación, podemos decir que obtuvimos resultados concernientes a la dependencia de pH de la 

actividad de caspasa-3, donde observamos una tendencia de esta proteasa a aumentar su actividad a un 

pi-! relativamente ácido (7.1) lo que coincide con lo reportado por Furlong et al. (1997) y Matsuyama 

et cil. (2000). Paralelamente a esto también observamos que el DIOS inhibió casi por completo tanto la 

actividad como la fragmentación de In caspasa-3, inducidas por K5 y St.' Lo que sugiere que la acción 

del DIDS ocurre en una etapa previa al inicio de. la activación de la~ Ó~sp~~as; lo que se. sabe ocurre 

· dentro. de. tas prin1eras 4 1ldet proceso a¡)optótico cMciián ét a1./1:~~;)/ :::{E~" ~~taéión:: a': to,, anterior, 
, , , · -- . ~ • • .. -: :-·· .• ·· , ; ·. :. .· . ·.;·.,_,:·e-. -- :~ .:f :·- -~,/;:>:-~ ·,.·: _,.;·_-:.:,.:1;:~ ... -:'/-~<: -~.-~::i:;f'r h·t~{'..;_~~:~;::_:-.'_ :\;'.r.~ :,.~··5-~~·- :~.~;:. :;.:.· .. ~ ,:._'. 

una de _las cond1c1one~ que resultóefect1vt enlaprotecc1~n de lam~~rte md~cida por lasNGCfue la 

al~ntinizació~ d~t:m~dlo~x!Ía~~;~~ir::~Jnq~'é::ci~~J~;;~~~~i1~lJó~~~:~c~~~ia~'<l~;'.~itY~~n~i~iÓn: en et 

.• pH1 , es po~ible C!úe':~stj·'~i~~~füi¿hi&~~~cli~~;u~t~; ~~;'5;;r ~~- y;~¿~ :'~~-r~~.¡~~~~ J\;~6c!inq'~en tos 

.··::::~:~;:..~:~~J~~~J~~:;~t~:~~[ft,.~·::::,:~:::: 
~.- ,~-:·· , - . ._,.. e·;.· ... '"'.-,.. ;;·.~;·, ;.~..; 

-·:::t:~:::1:;,;J0:t~~~~¡~~f t;:·'f~~f i~tr~:\~~~~1~~}fü~S~~1·!}t~~~~~ujª~!~~·i:~:¿:e~::s;~ 
prcitcnsas )•DNÁsas ;~;~Cf~ila~~i"e:i,~::~i;'"~¡,~~t~~i~T-.;:'.j. ;~' • {-:-'.~;. -.:e • ) 

•Una de ln~-~~~~i~i~~~s~~~~'~ii~s,¡~¡·~~á~~~+'~j~lé~i§ ~ci'nt;~-;~ 'mue~e np~ptÓtic~ inducida por 

K5 y St fu~ el tratan1ieni~·~co~;·~~~i~tii~id.á-~.';c~ jTienC)r ~~?º;. furosemÍdn> Esto se reflejo de manera 

·significativa en In a~iivid~d·~ ;;ii~;ite~t;li~~ ~eiai:llS~~~a:'.l.'EÍ ·~re~;~ protector observado para ambos 

fármacos pr~habl~~~1\;é ~~¡~:¡~;;~~id~~~fc~d'.~~:~c~iÓ~.;i~~ibi~ora d~I cotransportador Nn+-K+-2cr y. 

K+-cr por lo que podrían influir en la homeostasis de potasio intracelular. Esta observación está de 

acuerdo con lo sugerido por distintos grupos en una serie de modelos en el sentido que In concentración 

intracelular de potasio y su liberación están implicados en la regulación de proteasas, DNAsas y, 

consecuentemente, en la muerte apoptótica. 

Discusidn 
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Es pertinente mencionar que el hecho de que algunos fármacos o condiciones probadas en este 

trabajo tengan algún efecto diferencial en Ja muerte inducida para cada uno de Jos 2 estfmulos 

utilizados, confinna el hecho de que diferentes inductores de muerte emplean diferentes vías, al menos 

en una fase inicial. Es posible que estas vías puedan convergir en algún punto de la cascada bioquímica 

de muerte, como podrían ser las caspasas efectoras, incluida la caspasa-3. Estas consideraciones nos 

sugieren pensar que es probable que la participación del pH¡ en la muerte apoptótica no sea un evento 

de carácter universal, sin.o que juegue un papel importante en alguna de las posibles• rutas que las 

céluias, o algunas de ellas, sigan para morir. Finalmente, hay que entender que cualquiera que sea la 

participación del pH, éste sería sólo una de las múltiples piezas del complejo en.gr~naje que inicia, 

regula o mantiené el proceso de la muerte apoptótica. 
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8. CONCLUSIONES 

;.. El DIDS protege del dailo morfológico de las NGC inducido por K5 y reduce 

considerablemente Ja condensación nuclear y Ja fragmentación y actividad de la caspasa-3 

inducidas por K5 

;.. El DJDS protege a las NGC de Ja muerte, la condensación nuclear, Ja fragmentación y Ja 

actividad de Ja caspasa-3 inducida por cstaurosporina, evaluada con todos Jos parámetros de 

viabilidad. 

;.. La bumetanida protegió a las NGC de Ja muerte inducida por ·K5 y St, medid~ como 

transformación de MTT. La protección fue me~os evidente en Ja niorfología celular;·, 

> La bumetanida inhibió parcial, pero significativamente tanto la fragnÍér;taciÓ~ ~omd Ía a~tividnd 
de Ja caspasa-3 inducida por K5 y estaurosporina. 

. :_•.:': 
. : ; ~-;, .. ' 

·)~''. :._~·~'·.;, . ·':.--·~,-

;.. El KCI 5 mM induce una alcalinización intracelular inmedinlá ,en 'Naci•c¡·t;~·s~ manti.ene 

durante el estímulo, mientras que Ja estaurosporimÍ . né!Jind{rce · ~in~Jn ··~'~1;1blo :~n el pH 
···:- ~ ·:·_)::¡-_ -,.:·~.: .~.": \~·~: 

intracelular neuronal, al menos durante los primero~:JO 111i.n< ,:·:.: . ·,, _ 

> Una alcalinización del medio extracelulnr pr~tége a las NGC de In rn~ért'é inclucidn por KS y St, 

evaluada por transformación de MTT, incÓrporacÍón ' de FDA' y' :uedi~nt~\ ~~· análisis 
. 1;< 

morfológico. '""" .,-.. , 

> La muerte apoptótica parece involucnir. camb
0

i~sen' el p~l1 que pudieran 'Úect~~ I~ actividad de 

las caspasas. El grado de participación d~·~ste f~ctor parece depender del,;lpo c'clular y del tipo - ·-· ... . . . .. - . 
de estímulo empleado. 

> Otros factores parecen cont~ibuir a !Íi'inducción de Ja muerte apoptódcade J'.ls NGC como Jos 

flujos iónicos, particularmente de potasio. 
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