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INTRODUCCION
1. Apoptosis

1.1 Generalidades

La apoptosis es un tipo de muerte celular que ocurre de forma ordenada y que
requiere de energia y de sintesis de ARN y proteinas (Oppenheim, 1990). Este tipo de
muerte se caracteriza por una serie de cambios morfolégicos como encogimiento celular,
condensacién y fragmentacion nuclear, compactacion de organelos citoplasmaticos,
alteraciones en la membrana plasmatica y formacién de fragmentos celulares o cuerpos
apoptoticos que se autodegradan o son fagocitados por células vecinas (Gorman et al.,
1995; Thornberry y Lazebnik, 1998). Estas alteraciones impiden el vaciamiento del
contenido celular (Chimini, 2002) y la consecuente reaccion inflamatoria tisular (Lockshin
et al., 2000).

En paralelo, ocurren algunos eventos bioquimicos como la activacion de proteasas
de cisteina o caspasas, la fragmentacion internucleosomal del ADN en fragmentos
regulares, la translocacién de fosfatidilserina a la capa externa de la membrana y la
activacién de diversas proteinas encargadas de conducir el proceso apoptético (Martin y
Green, 1995; Golstein, 1997; Cohen, 1997; Nardi et al., 1997; Moran et al., 1999).

A diferencia de la apoptosis, la muerte necrética es un proceso de degeneracion
celular pasiva, con lisis generalizada de los componentes intracelulares, ruptura de las
membranas internas y plasmaticas y el vaciamiento del contenido citoplasmico y de los
organelos al espacio extracelular, con el consecuente proceso inflamatorio del tejido
afectado (Fig. 1).

La muerte apoptética se puede iniciar por dos vias (Fig. 2): la ruta extrinseca y la
ruta intrinseca. La primera esta mediada por activacion de receptores extracelulares que
resulta en la formacién del complejo de senalizacion inductor de muerte (DISC),
posteriormente se recluta la caspasa-8 que se autoactiva y ésta a su vez activa a la
caspasa-3 que degrada a una gran variedad de sustratos subcelulares (Fig. 2).

La ruta intrinseca o mitocondrial se inicia con la salida de citocromo ¢ de la
mitocondria al citoplasma, que forma el apoptosoma al asociarse con Apaf-1 y la
procaspasa-9 y, que en presencia de ATP activa la caspasa-9, la cual a su vez activa a la
caspasa-3 (Fig. 2).



APOPTOSIS NECROSIS

Fig. 1. Diferencias morfoldgicas entre la muerte celular apoptoética y la muerte
necrotica. En la muerte apoptética, ocurren cambios en el nlcleo, en los organelos y en
las membranas que llevan a la formaciéon de los cuerpos apoptéticos. En la muerte

necrotica hay lesion y vaciamiento del contenido celular.
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Fig. 2. Rutas de muerte apoptética. Ruta extrinseca: el ligando (Fas) se une a su
receptor (FADD), se recluta y se activa la caspasa 8, la cual activa directamente a la
caspasa 3. Ruta intrinseca: se libera el citocromo ¢ de la mitocondria, se une Apaf-1y
caspasa 9 formando el apoptosoma, que en presencia de ATP activa la caspasa 9 y
subsecuentemente la caspasa-3. FADD, proteina con dominio de muerte asociada a Fas;
UV, luz ultravioleta; (Modificado de Salvesen y Duckett, 2002).

1.2. Caspasas

Las caspasas forman parte de la maquinaria bioquimica que participa tanto en la
parte iniciadora como en la ejecutora de la muerte apoptética. Hasta ahora se han
identificado 14 caspasas en mamiferos, de las cuales las caspasas 2, 3, 6,8, 9, 10 se
han relacionado a la apoptosis. Las caspasas se expresan como proenzimas (30-50 KDa)
que contienen tres dominios: un dominio amino terminal (predominio), una subunidad
grande (~20 KDa) y una pequefa (~10KDa), ambas cataliticas (Fig. 3). De acuerdo a su
participacién en la cascada proteolitica, las caspasas involucradas en la apoptosis se
clasifican en dos grupos: caspasas iniciadoras (como las caspasa-8 y -9) y caspasas
efectoras (como las caspasas-3 y -7). Las caspasas iniciadoras contienen un prodominio
amino-terminal mayor a 90 residuos de aminoacidos mientras que el prodominio de las
caspasas efectora es de 20-30 residuos de aminoécidos (Shi et al., 2004).

La activacién involucra el procesamiento proteolitico entre los dominios con sitios
de corte especificos de aspartato, seguido de la asociacién de las subunidades pequefa y

grande para formar un heterodimero. Dos heterodimeros se asocian para formar un



tetrdmero funcional que tiene dos sitios cataliticos que parecen funcionar
independientemente (Thornberry et al., 1992; Walker, 1994).

La activacién de las caspasas puede ocurrir por la accién proteolitica de la misma
caspasa o de una diferente, debido a que comparten la secuencia que incluye al residuo
de aspartico
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Fig. 3 Clasificacion y estructura general de las caspasas. A. Algunas de las
principales caspasas conocidas y su funcion, asi como la similitud entre ellas de acuerdo
a su secuencia. B. Modelo de a hélices y hoja 3 plegada de una caspasa activa. C.
Estructura de una procaspasa con las tres subunidades o dominios, el prodominio o
dominio de muerte, el dominio pequefo y el dominio largo. Las zonas con puntos negros
indican los residuos de cisteina, que es el sitio catalitico de las caspasas. (Thornberry et
al., 1998).

En el caso de las caspasas iniciadoras, como la caspasa-8, se sugiere que ocurre
una autoactivacion debido a que las procaspasas tienen una actividad catalitica basal muy
baja. La actividad basal es suficiente para activarlas cuando éstas se aproximan por
accién de ciertas proteinas adaptadoras (Salvesen et al, 1999). Otfras caspasas
iniciadoras, como la caspasa-9, pueden activarse por la formacién de complejos que
promueven su activacion (Hengartner, 2000) (Fig. 4). Las proteinas efectoras se activan
por un procesamiento directo de las caspasas iniciadoras y acttan en diferentes sustratos
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como la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), laminas de la envoltura nuclear y U1-70 KDa

(ribonucleoproteina nuclear pequena), entre otros.

1.3. Otros factores y proteinas involucrados en el control de la apoptosis.

Las proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2 constituyen un grupo de
proteinas asociadas a la mitocondria e involucradas en la apoptosis. Estas moléculas
pueden tener una participacion proapoptotica, como en el caso de Bax, Bid y Bak o
antiapoptotica como el Bel-2 y Bel-x (Hu et al., 1998; Li et al., 1999; Nuydens et al., 2000;
Hengartner, 2000).
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Fig. 4. Activacion de caspasas. a) Activacion por la fragmentacion proteolitica efectuada
por otra proteasa. Este mecanismo es el mads comun para la activacién de caspasas
efectoras por otra caspasa. b) Activacion por proximidad, el reclutamiento de varias
moléculas de procaspasa-8 en gran proximidad resulta en su activacion. ¢) Formacién de

apoptosoma (Hengartner, 2000).
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Existen otras moléculas antiapoptéticas como es el caso de las proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP). Esta familia de proteinas comprende una gran variedad
de moléculas con un alto grado de conservacién en su estructura primaria. Se han
descrito proteinas en virus (CIIAP, OplAP, CplAP, AclAP, ASFIAP), en mamiferos (XIAP,
clAP1, clAP2, NAIP, BRUCE, Survivina, plAP), en insectos (DIAP1, DIAP2), en
nematodos (CelAP1, CelAP2) y en levaduras (SplAP, AclAP), las cuales parecen estar
involucradas en la inhibicion de la apoptosis (Deveraux et al., 1999; Hengartner, 2000;
Lockshin et al., 2000).

Por su parte, la actividad antiapoptética de las IAPs es inhibida por una familia de
proteinas que contienen un motivo tetrapéptido que une IAP (IBM, IAP-binding motif) (Shi,
2002a; Nachmias et al., 2004; Shi, 2004). Un miembro de dicha familia es Smac/DIABLO
(Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000). Smac se sintetiza en el citoplasma y se transporta
al espacio intermembranal de la mitocondria (Nachmias et a., 2004; Shi, 2004). Cuando
se presenta un estimulo apoptético, se libera al citoplasma e interactia con IAPs multiples
eliminando la inhibicion de caspasas iniciadoras y efectoras mediada por IAPs (Chai et al.,
2000; Nachmias et al., 2004; Shi, 2004).

Mecanismos moleculares de la muerte apoptoética

Una de las sefales fundamentales para el desarrollo de la muerte apoptética es el
calcio intracelular. Se propone que cuando los niveles de calcio intracelular rebasan o
caen por debajo de un umbral, se activa el programa de muerte apoptética (Chua et al.,
2000; Kruman et al., 1999; Overbeeke et al., 1999; Petersén et al., 2000; Sakaguchi et al.,
1998). Los cambios en el pH intracelular también pueden desencadenar la muerte
apoptética. En particular, las neuronas son muy sensibles a los cambios en el pH (Ding et
al., 2000; Overbeeke et al., 1999).

En los ultimos afos se ha relacionado una condicion prooxidante con la muerte
celular necroética o apoptética en distintos estados fisiologicos o patolégicos (Kroemer et
al., 1998; Fiskum et al., 1999; Samali et al., 1999; Nicholls et al., 2000; Valencia y Moran,
2001, 2004). Mas recientemente, se ha propuesto incluso que el estrés oxidativo participa
como una sefial que regula y controla el proceso de muerte apoptética.

2. Especies de oxigeno reactivas
2.1 Generalidades

Las especies de oxigeno reactivas (EOR) son especies mas reactivas que el
oxigeno en su estado basal de energia (Halliwell, 1992). Las EOR incluyen radicales
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libres, los cuales se definen como una especie molecular o atbmica capaz de tener uno o
mas electrones desapareados en su ultimo orbital molecular (Halliwell, 1989). Dentro de
éstos se encuentra el aniéon superdxido (O7), el radical hidroxiperil acido (HOy), el
hidroxilo (OH), carbonato (CO;"), peroxilo (ROy), y el radical alcoxilo (RO’). Algunas EOR
no son radicales libres como el peréxido de hidrogeno (H>O,), el HOCI, los hidroperoxidos
de acidos grasos, los aldehidos reactivos, el oxigeno en singulete, entre otros (Halliwell,
2002).

Las EOR pueden causar danos al ADN, las membranas bioldgicas y las proteinas.
Las principales modificaciones que producen las EOR en el ADN son la oxidacién de las
bases pduricas, el entrecruzamiento con proteinas y la fragmentacion (Martinez et al.,
2003). Entre los lipidos, los acidos grasos insaturados son el principal blanco de oxidacién
por EOR. La oxidacion de los lipidos membranales afecta las interacciones que
estabilizan la integridad de la membrana, alterando su funcion. Por otro lado, el OH: es el
principal causante de modificaciones oxidativas en las proteinas. Puede haber
oxidaciones de las cadenas laterales de los aminoacidos o en la cadena polipeptidica
principal, lo que conduce a su fragmentacion, también produce entrecruzamientos
proteina-proteina. Los aminoacidos mas sensibles a la oxidacion son la cisteina y la
metionina (Standtman y Berlett, 1998). Otras EOR como el O," son capaces de inactivar
algunas enzimas directamente como la NADH deshidrogenasa de la cadena de transporte
de electrones en la mitocondria in vitro (Zhang, 1990) y algunas proteinas con centro

hierro-azufre.

Los procesos de oxidacion causados por a las EOR estan relacionadas con
diversas patologias, pero también con una variedad de procesos fisiolégicos durante la
reestructuracion celular y el desarrollo de los organismos (Ceballos-Picot, 1997). Asi, bajo
algunas circunstancias, la produccion controlada de algunas EOR como el O,  es
deseable. Por ejemplo, en la eliminacion de bacterias por los fagocitos (Curnutte y Babior,
1987) y en diversos tipos celulares como fibroblastos, linfocitos y células endoteliales
vasculares donde se produce un aumento de O, en reacciones fisiologicas (Maly 1990;
Meier et al., 1990; Murrell et al., 1990).

El O,” también parece estar involucrado en la regulacion del crecimiento y la
sefalizacién intercelular, como lo sugirieron Haliwell y Gutteridge (1986). Los blancos
primarios de este tipo de regulacién pueden ser los grupos sulfidrilos (RSH), en los
residuos de cisteina, los cuales son facilmente oxidados. Los oxidantes estimulan
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sistemas de sefalizacién celular. Los estimulos extracelulares se transducen a través de
una variedad de mecanismos, utilizando moléculas de sefalizacion como proteinas
cinasas de tirosinas (PTKs), cinasas de serina/treonina, fosfolipasas, Ca®*, entre otras.
Las EOR activan, por ejemplo, PTKs y algunas otras proteinas, en las que se incluyen,
proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAP), proteinas cinasas C (PKC), la
fosfolipasa C-y (PLCy) y el Ca®* en las células (Tabla 1).

Tabla 1. Moléculas de senalizacion reguladas por oxido-reduccién en la célula.

Moléculas de senalizacion Efecto de las EOR

1. Proteinas cinasas de tirosina Activacion
receptor EGF, receptor de insulina, receptor

PDGF, Src, Lck, Fyn, ZAP-70, Syk, Lyn,

Fgr, Hek, Btk, Ltk

2. Proteinas fosfatasas de tirosina Inactivacion
Los residuos de cisteina reducidos son

esenciales.

3. Proteinas cinasas de serina/treonina Activacion
MAP cinasa, JNK, p38, BMK1, Akt, S6

cinasa, PKC

4. Proteina fosfatasa de serina/treonina Inactivacion
PP1, PP2A, calcineurina

5. Proteina G pequefia Activacion
Ras

6. Seializacion lipidica Activacion

PLC, PLD, PLA2, cinasa PI-3

7. Sefal de Ca** Activacion
Receptor de rianodina, receptor de

Ins(1,4,5)P3, ATPasa de Ca**

8. Factores de transcripcion Inactivacion
AP-1 (c-Fos, c-Jun), NFkB (p50), Rel, USF,

TTF-1, GR, BPV1E2, NF1, Myb, NF-Y, p53,

PEBP2/AML, Oct-2, Egr-1, BZLF1, ATF,

CREB, TTF-1, Ku

Abreviaturas: EGF-factor de crecimiento epidermal; PDGF-factor de crecimiento derivado de plaqueta;
ZAP-C-polipéptido asociado de 70kDA; JNK-cinasa N-terminal c-jun; BMK1-MAP cinasa Big 1; PP-
fosfatasa de proteinas; PLD-fosfolipasa D; PLA2-fosfolipasa A2; Pl-fosfatidilinositol; Ins(1,4,5)P3-inositol
1,4,5-trifosfato; AP-1- proteina activada 1; USF-factor estimulador rio arriba; TTF-1-factor de
transcripcién tiroideo 1;GR-receptor glucocorticoide; BPV1E2-papiloma virus E2 bovino tipo 1; NF-factor
nuclear; PEBP2/AML-polioma virus de leucemia aguda mielégena/ proteina de unién al aumentador;
BZLF1-proteina activadora de la transcripcién codificada en el virus de Epstein-Barr; GABP-proteina de
unién a GA; ATF-factor de transcripcion activante; CREB-elemento de unién de respuesta a cAMP.
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Las EOR inducen la expresién de muchos genes como c-fos, c-jun, c-myc y un gen
de la hemo oxigenasa. Tal expresion puede ser mediada por factores de transcripcion en
respuesta a la activacion de mecanismos de sefalizacion cuesta arriba, activados por las
EOR. De hecho, el tratamiento de las células con H,O, induce la activacion de factores de
transcripciébn como la proteina activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear kB (NF kB) en
algunos tipos celulares. Incluso, se ha observado que muchos factores de transcripcion
son directamente inhibidos por las EOR.

2.2 Especies de oxigeno reactivas y apoptosis neuronal.

Existen evidencias que sugieren que la tension oxidativa participa activamente en
la muerte apoptotica neuronal. Esto ocurre particularmente en algunas patologias del
sistema nervioso (Atabay et al., 1996; Kowaltowski et al., 1999; Kroemer et al., 1998;
Nicholls y Budd, 2000; Sakaguchi et al., 1998; Samali et al., 1999), asi como en la muerte
programada neuronal que ocurre durante el desarrollo del cerebro (Schulz et al., 1996;
Valencia y Moran, 2001).

Para diversos modelos experimentales se ha sugerido que el H,O, induce la
muerte apoptética, ya sea activando o no las caspasas (Sakaguchi et al., 1998). El O, se
ha relacionado con la muerte apoptética neuronal y con la activacion de la via de
sefalizacién a través del receptor Fas (Greenlund et al, 1995). También el oxigeno
singulete ('0,) se ha asociado con los procesos de estrés oxidativo y de dafio celular en
varios modelos, tanto neuronales como en otros tipos celulares (Chan et al., 2000; Manev
et al., 1995; Moreno et al., 2001; Salet et al., 1997; Zhuang et al., 1998).

Se ha propuesto que la tension oxidativa podria servir como una sefal durante el proceso
de la muerte, mientras que en otros casos puede servir como un proceso ejecutor de la
muerte.
2.3 Eliminacion de las especies de oxigeno reactivas

El estado oxidativo en una célula es el resultado del balance entre la produccion y
la eliminacion de las EOR, existen dos tipos de antioxidantes de acuerdo a la forma de
eliminar las EOR, los enzimaticos y los no enzimaticos. Dentro del primer grupo se
encuentran enzimas como las distintas isoformas de la superéxido dismutasa (CuZnSOD,
ECSOD y MnSOD) que convierte el O,” en H,O,; otras como la catalasa o la glutation
peroxidasa transforman el H,O, en agua (Ceballos-Picot, 1997; Halliwell, 1992). En el
segundo grupo de antioxidantes se incluyen proteinas del plasma, asi como lipidos
solubles como el a-tocoferol (forma predominante de la vitamina E) (Chow, 2001;
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Ricciarelli, et al., 2001), B-caroteno, flavonoides, melatonina (Gupta et al., 2003; Reiter et
al., 2003) y el acido ascérbico soluble en agua (Kojo, 2004), asi como el glutatién (GSH),
el cual es el mayor reductor encontrado en todas las células eucariontes, y el acido urico
(Hlliwell y Gutteridge, 2002), entre otros. Algunas de estas moléculas, como el tocoferol,
se localizan en las membranas celulares, evitando reacciones oxidativas en los lipidos y
proteinas membranales; otros antioxidantes como el acido ascorbico, el acido drico y el

glutation se distribuyen en el citoplasma (Fig. 5).
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Fig. 5. Produccion y eliminacion de especies de oxigeno reactivas. El H,O,, el O," y OH'
son generados en la célula por diversas vias. O, es generado por la pérdida de electrones de la
mitocondria, es también generado por la citocromo NADPH P450 reductasa, la
hipoxantina/xantina oxidasa, la NADPH oxidasa, la lipoxigenasa y la ciclooxigenasa. Superéxido
dismutasa (SOD) convierte el O,” en H,O,, después el H,O, es degradado a H,O por la
glutation (GSH) peroxidasa y catalasa. La teorredoxina (TRX) reduce el H,O.. EI H,O, produce
OH' mediante la reacciéon de Fenton o Haber Weiss. Las EOR también son generadas por la
radiacién ionizante (Kamata y Hirata, 1999).

2.4. Fuentes de especies de oxigeno reactivas
El metabolismo energético celular esta basado en la produccién de ATP, a través
de la cadena de transporte de electrones, en la cual el O, acepta electrones y H'. La
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pérdida de un electrén que es transferido al O,, produce O,". La cadena de transporte de
electrones es muy eficiente, normalmente la mayoria del O, es consumido y sélo un 1-2%
de los electrones se pierden y generan O,” mediante el complejo | y Il (Halliwell, 1992; Du
et al., 1998; Irani et al., 1998; Kowaltowski et al., 1999).

En la membrana del reticulo endoplasmico, los electrones pueden escapar del
citocromo P450 dependiente de NADPH y reducir al oxigeno para producir EOR. El
citocromo P450 es una hemoproteina vinculada a la generacion de EOR durante la
oxidacion de los acidos grasos insaturados y la bioactivacién de xenobitticos como la
talidomida o la fenitoina (Sauer et al., 2001). El O," es también generado por la xantina
deshidrogenasa que es una flavoproteina citosélica con cuatro centros Fe-S y un atomo
de Mb que cataboliza la xantina en hipoxantina y luego en acido Urico, durante la
degradacién de las purinas (Lehninger et al., 2000). En algunas ocasiones, se pueden
producir modificaciones en la proteina que la convierten en una oxidasa que puede formar
O, a partir del O, (Enroth et al., 2002).

Otra fuente del O, es la lipoxigenasa o ciclooxigenasa. La sintesis del 6xido
nitrico también induce de manera secundaria la formaciéon de O,.. El H,O, y O," en
presencia de Fe o Cu mediante la reaccion de Fenton o Haber-Weiss son convertidas
rapidamente a OH', el cual es altamente reactivo, e induce serios dafnos oxidativos. Los
EOR también son generados por los rayos y la luz ultravioleta (UV).

Una de las fuentes de anién superdxido recientemente descrita en el sistema
nervioso es la enzima NADPH-oxidasa. Esta enzima es responsable de transferir
electrones del NADPH al dioxigeno para producir dicho aniéon. La enzima se ha
caracterizado en células del sistema inmune y recientemente se identificé en células de
otros tejidos. En un estudio previo se demostré la presencia de NADPH-oxidasa en
neuronas periféricas en cultivo y se le asocié a la muerte neuronal apoptoética inducida por
la privacién del factor del crecimiento nervioso (Tamariello et al., 2000). Hasta ahora se
desconoce el mecanismo por el cual la NADPH-oxidasa se activa en estas células.

La enzima NADH-oxidasa es otra fuente importante de O,", la cual también se ha
encontrado presente en el sistema nervioso, particularmente en las NGC (Martin-Romero
et al, 2002), esta enzima se puede diferenciar de la NADPH-oxidasa debido a sus
caracteristicas particulares (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de la NADPH- oxidasa y la NADH-oxidasa.

NADPH-oxidasa

NADH-oxidasa

Localizacién celular | Intramembranal Superficie de la membrana
plasmatica
Produce O," y tiene actividad de
Actividad Produce Oy~ isomerasa disulfuro, proporciona
resistencia a las proteasas
Requiere de proteinas |No requiere de proteinas ancilares
Activacion ancilares para su|para su activacién, responde a
activacién, responde a|hormonas, factores de crecimiento

factores de crecimiento.

y particularmente a la 8-metil-N-

vanilil-6-noneamida (capsaicina)

Es

contiene grupos hemo

una flavoproteina,|No es una flavoproteina, no

Composicion contiene grupos hemo,

Hidroquinonas de la membrana

plasmatica tal como la coenzima

Sustrato preferencial | NADPH, O, Qo preferentemente NADH, O,

Kelker et al., 2001, Kishi et al., 1999

3. NADPH-oxidasa
3.1 Generalidades

La NADPH oxidasa es una enzima membranal que cataliza la produccion de
grandes cantidades de superéxido (O,") a través de la reduccién del oxigeno, durante la
llamada “descarga oxidativa” en células fagociticas como los macréfagos, los neutrofilos y
los eosindfilos (Dinauer et al., 2005). El O,” es producido por la reduccién monovalente
del oxigeno empleando los electrones del NADPH, en la reaccion:

NADPH +2 O, — NADP*+ 20, + H*

La NADPH oxidasa es una enzima multimérica compuesta por las subunidades
membranales gp91phox y p22phox, que juntos forman el flavocitocromo bssg, y por tres
proteinas citosdlicas: p67phox, p47phox, p40phox y la GTPasa Rac (Fig. 6).
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Flavocitocromo b558

Este es el componente membranal de la NADPH-oxidasa. Esta compuesto de una
proteina glucosilada (gp91phox) y una no glucosilada (p22phox) en un complejo 1:1, es
conocido cono citocromo b558 por su espectro de absorciéon a 558 nm, y como citocromo
b-245 por su potencial de oxidoreduccién que es de -245V.

La subunidad catalitica gp91phox es un flavocitocromo muy glucosilado de 570
aminoacidos, contiene sitios de unién de FAD y NADPH y dos grupos hemos no idénticos,
coordinados por dos pares de residuos de histidina (Babior, 2004; Biberstine-Kinkade et
al., 2001). Se ha propuesto que el flujo de electrones se mueve desde el NADPH al FAD,
luego pasa a los grupos hemos, hasta llegar al aceptor final que es el O..

p47phox

Es una proteina compuesta de 390 amino &cidos, su secuencia COOH-terminal es
muy basica y rica en residuos de serina y de arginina. La secuencia de aminoacidos de
p47 phox también contiene dos dominios SH3, un dominio PX, y por lo menos una regién
rica en residuos de prolina, p47 phox se une al citocromo b558 durante su activacién. La
p47 phox es la subunidad responsable de transportar el complejo citosélico (p47phox-
p67phox-p40phox) del citosol a la membrana plasmatica durante la activacién de la
oxidasa. Es la organizadora de las subunidades de la NADPH-oxidasa, este proceso no

ocurre in vivo sin una extensa fosforilacion de p47phox.
p67phox

Es una proteina de 526 amino acidos, también contiene dos dominios SH3, cuatro
regiones TPR (péptido repetido tetratrico), al menos una region rica en prolina. La p67
phox se asocia débilmente con el citoesqueleto, y es fosforilada durante la activacion de la
enzima, pero en menor grado que p47phox. p47 phox interactua con rac 1/2 y con el
citocromo b558 y puede regular su actividad catalitica mediante una secuencia llamada

dominio de activacion.
p40 phox

Es una proteina de 339 residuos de aminoacidos, la cual fue inicialmente
identificada a través de su unién con p67 phox. Esta contiene un dominio SH3 y un
dominio PX, y es débilmente fosforilada durante su activacion. La subunidad p40 phox no
es requerido para la activacién de la NADPH-oxidasa en un sistema de células libre, su

funcién in vivo es controversial.
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Fig. 6. Modelo de la estructura de la NADPH-oxidasa fagocitica y de su activacion. La
activacion de gp91phox ocurre cuando al menos tres sefiales se llevan acabo, lo que produce el
ensamblaje de las proteinas reguladoras con el flavocitocromo b588, estas sefiales son la
fosforilacion de p47phox, el metabolismo lipidico el cual provee de lipidos a los cuales p47phox y
p40phox tienen sitio de union, asi como la translocacion de Rac a la membrana y su uniéon con

p67phox para formar el complejo activo (Lambeth, 2004).
Rac

En los neutréfilos humanos, p21-rac2 es la proteina tipo rac mas abundante, pero p21-
rac1 (92% homologa con Rac2) esta también presente. Como citocromo b558, p47phox y
p67 phox, Rac es esencial para la activacion 6ptima en un sistema de células libres y en

neutrdfilos intactos.

3.2 Activacion de la NADPH oxidasa

En el estado basal, las subunidades p67phox, p47phox y p40phox se encuentran como
un complejo preensamblado en el citosol. Después de la activacién, estas subunidades se
traslocan a la membrana, para lo cual la subunidad p47phox es fosforilada en multiples

20



residuos de serina (Hoyal et al., 2003), lo que elimina la conformacion auto inhibida de
p47phox y se expone un dominio SH3 en el extremo amino que puede interactuar con el
dominio rico en residuos de prolina de p22phox. La subunidad p47phox fosforilada puede
unir fosfoinositidos, lo que también contribuye a su estabilizacion en la membrana (Ago et
al., 2003). La GTPasa Rac se recluta a la membrana de manera independiente del resto
de las subunidades (Babior, 2004) para activar a la NADPH-oxidasa (Fig. 5).

Activacion en células libres

La NADPH-oxidasa puede ser activada in vitro en preparaciones con contenido
citosélico y membrana plasmatica de los neutréfilos (o las correspondientes proteinas) en
presencia de Mg?*, guanosin trifosfato (GTP), y un activante aniénico amfifilico tal como el
araquidonato o el dodecil sulfato de sodio, los cuales mimetizan la fosforilacion, dando
cargas negativas. Este sistema puede también ser activado por proteina cinasa C (PKC)
en lugar de los agentes amfifilicos aniénicos.

Activacion en fagocitos intactos.

La NADPH-oxidasa puede ser activada mediante un mecanismo dependiente de
receptor, asi como por uno independiente de receptor. La activaciéon en fagocitos puede
ser inducida por factores como particulas de latex, fragmentos del complemento C5a,
zymosan opsonizado, péptidos formulados tales como: N-formil-metiona-leucina-
fenilalanina (fMLP), leucotrieno B4 (LTB4), factor activador de plaquetas (PAF);
diacilglicerol (DAG), ion6foros de calcio (ionomicina, A23187), y activadores de PKC, tales
como el acetato miristato forbol (PMA). Los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gram
negativo inducen la produccion de EOR en monocitos. Otros agentes, tales como la
angiotensina Il, la principal hormona del sistema renina-angiotensina, estimula la NADPH

en neutréfilos.

En condiciones fisiolégicas, la descarga oxidativa es promovida por estimulos en
receptores especificos tal como fMLP o C5a. El receptor transmite la informacién a través
de la membrana citoplasmatica mediante una familia de proteinas G heterotriméricas
(proteinas de unién GTP). Las proteinas G después activan enzimas membranales tal
como fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa A2 (PLA,), y fosfolipasa D (PLD), provocando un
aumento de mensajeros intracelulares. Por ejemplo, la PLC hidroliza lipidos de la
membrana, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (P1P2), en DAG e inositol trifosfato (IP3). El IP3
esta involucrado en el aumento de calcio de las pozas intracelulares, mientras que DAG
activa la familia de PKC. La activacion de PLD produce acido fosfatidico de
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fosfatidilcolina. La activacién de PLA2 lleva a la produccion de acido araquidoénico, el cual
puede ser usado como sustrato para la sintesis de leucotrienos y prostaglandinas. La
activacién de neutréfilos se acompana de la activacion de muchas proteinas cinasas, tales
como proteinas cinasa de tirosina, PKA, PKC y MAP-cinasas, las cuales fosforilan
proteinas con importante funcién celular, como pueden ser los componentes citosélicos
de la NADPH-oxidasa.

La p47 phox es una proteina muy basica que en condiciones basales no esta
fosforilada, y durante la estimulacion de los neutréfilos es fosforilada. Cuando las células
son activadas con PMA o FMLP se fofosforilan de 8-9 sitios de la p47 phox. La primera
fosforilacion lleva a subsecuentes fosforilaciones en el citosol y en la membrana. La p47
es fosforilada en mdultiples sitios en el carboxilo terminal de la proteina, incluyendo los
residuos de serina 303 a 379. Mutaciones individuales en cada serina de p47 phox
mostraron que solo la serina 379 fue importante para la activacion de la oxidasa. Las
mutaciones dobles mostraron que dos pares de residuos de serina fosforiladas, serina
(303+304) y serinas (359+360) son necesarias para la activacion de la NADPH-oxidasa.
En neutréfilos humanos, varias proteinas cinasas se han implicado en la regulacién de la
actividad de la NADPH-oxidasa, dentro de las cuales la familia de PKC parece ser la mas
importante en la activacion mediada por FMLP y PMA.

Otras proteinas de la oxidasa, como p67 phox, p40 phox y p22 phox, son también
fosforiladas en neutréfilos humanos. La p67 phox es fosforilada en residuos de serina y
treonina por mecanismos dependientes o independientes de PKC. La ERK1/2 puede
aumentar la fosforilacibn de p67 phox en sitios especificos. Una vez que p67 es
fosforilado en la treonina 233, p40 es fosforilada en la serina 315 y en la treonina 154 por
un mecanismo independiente de PKC. p22 es fosforilado en residuos de treonina por una
cinasa activada por &cido fosfatidico y PKC.

Muchos reportes indican que la fosforilacion de p47 phox induce cambios
conformacionales, lo cual inicia el ensamblaje de la enzima mediante la activacion de los
dominios SH3 con las regiones ricas en prolina de p22phox. De hecho, p47 phox contiene
dos dominios SH3, uno de los cuales interactia intramolecularmente con la secuencia de
poliprolinas de la misma p47 phox en la proteina no fosforilada. La interaccién de p47phox
se da con la secuencia de poliprolinas de p22 phox cuando la p47 phox es activada por
fosforilacion, p47 y p40 phox contienen dominios PX (cerca de 125 aa) que une
fosfoinositidos y puede ayudar al ensamblaje de la oxidasa.
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3.3. Inactivacion de la NADPH-oxidasa.

El PMA, el FMLP y la C5a, inducen una activacion corta de la NADPH-oxidasa.
La inactivacién rapida puede deberse a la fosforilacion de un o mas residuos de serina o a
la desfosforilacion de p47phox. Se ha sugerido a la fosfatasa 1 de proteinas (PP1) y la
fosfatasa 2A (PP2A) como ejecutoras de una desfosforilacion rapida. Un posible
mecanismo de inhibicion de la NADPH-oxidasa es el antagonismo entre las proteinas
pequenas G rac y cdc42.

La identificacién de las cinasas y fosfatasas involucradas en la regulacién de la
NADPH-oxidasa y sus mecanismos, podrian ser Utiles para conocer mas del mecanismo
de activacion y del ensamblaje de la oxidasa y ademas servir como un nuevo agente
terapéutico.

3.4. Inhibidores de la NADPH-oxidasa.

Se han descrito diversas moléculas bioldégicas enddgenas las cuales inhiben la
actividad de la NADPH o su activacion entre las que destacan el 6xido nitrico, esteroides,
adrenalina, IL-10 e IL-4. Algunos inhibidores exdgenos son conocidos, y el mas usado es
el DPI, el cual inhibe el transporte de electrones por gp91phox. La apocinina es una
molécula natural que inhibe a la NADPH-oxidasa. Otras moléculas, tales como el 4-(2-
aminoetil)-bencelsulfonil fluorado (AEBSF), y el N-a-tosil clorometil fenilalanina cetona,
inhiben a la NADPH-oxidasa, evitando el ensamblaje del complejo enzimatico

3.5. La NADPH-oxidasa no fagocitica y la familia NOX.

La produccion de EOR por varias células no fagociticas se ha detectado desde
hace algunos afos, recientemente se han identificado las siguientes enzimas homélogas
a gp91phox: NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 y DUOX2 (Cheng et al., 2001; Lambeth
et al, 2000). Las EOR producidas por estas enzimas estan vinculadas a diversos
procesos fisioldgicos, probablemente requiriendo que el O, producido por ellas dismute a
H.O,, que tiene mayor capacidad de difusion en los tejidos. Por otro lado, la produccion
desregulada de EOR por las NADPH -oxidasa se ha propuesto que participa en procesos
patolégicos como la hipertension, la aterosclerosis, la diabetes y algunas enfermedades
neurodegenerativas (Cai et al., 2003; Harrison et al., 2003; Shimohama et al., 2000; Zekry
et al.,, 2003). Se ha encontrado que la NOX1, la NOX3, la NOX4 y la NOX5 (Cheng et al.,
2001; Lambeth et al, 2000) estan estructuralmente muy relacionadas con gp91phox
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(NOX2), pero funcionalmente tienen unas deficiencias; (i) la NADPH de células no
fagociticas parece generar bajos niveles de superoxido, incluso en células no
estimuladas, (ii) aunque su actividad puede estar desregulada en algunas condiciones
patoldgicas, la produccion de superéxido es mucho menor que en neutréfilos activados,
(iii) una proporcion importante del superdxido que se genera es intracelular, mientras que
en los neutréfilos activados se considera que el O,” se genera en el compartimento
extracelular (Liy Shah, 2003).

gp91phox NOX5 DUOX1
mﬁ; DUOX2
NOX4 | Dotrinio de
perozidasa Halay
r g

Dotnitiio de
union a Catt

Fig. 7 Estructura de los homoélogos de la gp91phox (NOX2). NOX1, NOX3 y NOX4 son las mas
parecidas tanto en tamafio como en estructura de los dominios a gp91phox (NOX2). NOXS5 tiene la misma
estructura catalitica que NOX2, pero tiene ademas un dominio de unién a Ca*". DUOX1 y DUOX2 tienen la
misma estructura que NOX5 mdas una o-hélice seguida de un dominio homologo a peroxidasa (Lambeth,
2004).

Con respecto a la regulacién de estas nuevas isoformas de NOX, la NOX5 se
regula por la elevacion del calcio intracelular; la NOX1, la NOX3 y la NOX4 podrian estar
reguladas por p67phox y p47phox u homaélogos de los mismos (Takeya et al., 2003).

La NOX1, también conocida como Mox1, fue el primer homologo de gp91phox
que se identifico, y se designd como oxidasa mitogénica 1 debido a su funcién reguladora
en el crecimiento y transformacion de fibroblastos. Es una proteina idéntica 56% a
gp91phox (Suh et al., 1999), la cual tiene 564 aminoacidos; se expresa fundamentalmente
en el colon, aunque en menor grado en la préstata, el utero y el musculo liso vascular
(Banfi et al., 2003).

El ADNc de la NOX3 codifica para una proteina idéntica 55% a gp91phox (Cheng
et al., 2001). La expresion del ARNm de NOX3 es baja y se ha encontrado principalmente
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en la placenta y en el tejido fetal de rifién, higado, pulmén y bazo, por lo que se supone
podria tener algun papel en el desarrollo. Se ha encontrado que diferentes mutaciones en
NOXS3 son responsables de los defectos en el sistema vestibular de un grupo de ratones.
Estos ratones mutantes presentan trastornos motores, de coordinacién, orientacion y
comportamiento. Lo anterior, evidencia un grado de especializacion de esta NOX y de la
importancia de las EOR que ella produce (Paffenholz et al., 2004).

La clonacion de otro homélogo de gp91phox en el riidn originalmente se nombré
Renox, pero ahora es conocida como NOX4. La NOX4 es una proteina de 758 aa 'y tiene
un 39% de identidad con gp91phox. Se ha encontrado NOX4 en la corteza y en el tubulo
renal proximal tanto de ratones como de humanos, y se sugiere una posible funcion en la
deteccion del oxigeno o en la regulacion del crecimiento celular en el rindn. También se
ha demostrado que la NOX4 es responsable de la produccién de O, en osteoclastos,
participando en el proceso de reabsorcion 6sea (Yang et al., 2001). EI homo6logo NOX4 se
expresa abundantemente en adipocitos (Mahadev et al, 2004). Recientemente se
encontrd su expresion en astrocitos de rata (Abramov et al., 2005), y en la corteza y en el
hipocampo de raton (Vallet et al., 2005).

La NOX5 es un homdélogo distante de la familia NOX (Banfi et al, 2001), que
presenta solamente un 27% de identidad con gp91phox. Estd compuesta por 737
aminoacidos y contiene una extension en el amino terminal con cuatro sitios de unién a
calcio: tres dominios EF y un cuarto sitio atipico (Banfi et al., 2004). La NOX5 se expresa
en érganos linfoides y testiculos, pero con dos variantes de “splicing” que dan lugar a las
isoformas a y B, respectivamente. En lineas celulares transfectadas con NOX5 se
encontré que la generacién de superéxido es dependiente de calcio y que esta enzima
también es capaz de actuar como canal de protones. El calcio produce un cambio
conformacional en NOX5 a través de una interaccion intramolecular que activa a la
proteina (Banfi et al., 2004).

DUOX1 y DUOX2 tienen una extension del N-terminal, el cual tiene dos dominios
EF y un dominio adicional transmembranal y un dominio de homologia a peroxidasa,
debido a su dominio EF son activadas por calcio. Ambas son expresadas en la tiroides,
estan involucradas en la sintesis de hormona tiroidea (Moreno et al., 2002). DUOX1
también se expresa en epitelio respiratorio y DUOX2 en el epitelio rectal (Geizt et al.,
2003).
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4. Cultivo de neuronas granulares de cerebelo.

Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo han demostrado ser un
modelo adecuado para el estudio de la apoptosis en neuronas del SNC debido a su facil
manejo y a la homogeneidad de los tipos celulares presentes. Las células granulares de
cerebelo (NGC) son las mas abundantes en el cerebelo y una gran proporcién de ellas
son eliminadas durante la maduracién del mismo. Si estas células se cultivan en un medio

con 25 mM de KCl las neuronas sobreviven y maduran (Moran y Patel, 1989a).

La promocion de sobrevivencia sélo se observa durante periodos criticos de
tiempo, lo que corresponde al tiempo cuando las NGC reciben entradas presinapticas
glutamatérgicas de las fibras musgosas durante el desarrollo in vivo. Cuando las CGC son
transferidas de un medio con K25 a uno con 5 mM de KCI (K5), las células mueren
después de 24-48 h mostrando caracteristicas apoptéticas (Gallo et al., 1987; Schulz et
al., 1996; Moran et al., 1999a). La muerte celular apoptotica inducida por la privacion de
KCl en las CGC ha sido ampliamente caracterizada. Las concentraciones elevadas de KCI
aumentan el flujo de Ca® y esto incrementa la sobrevivencia. Se ha observado que una
reduccion en los niveles intracelulares de Ca?* ([Ca?'];) dispara el proceso de muerte. Esta
muerte puede ser prevenida al incrementar los niveles intracelulares de Ca®* por medio de
la adicién de ionéforos de Ca?* o por la activacién de receptores ionotrépicos permeables
a Ca®'. Por otro lado, se puede inducir la muerte de las NGC que estan crénicamente
cultivadas en K25 si se les inhibe sus canales de Ca®* voltaje dependientes (Kingsbury y
Balazs, 1987; Balazs et al., 1988; Pearson et al., 1992; Moran et al., 1999a).

Otro evento temprano relacionado con este proceso es la produccion de EOR a nivel
citosélico y mitocondrial. Estos dos eventos criticos estdn comprometiendo la
sobrevivencia celular. Otros eventos caracteristicos después de la produccion de ROS
son la translocacion de la fosfatidilserina y la activacion de proteasas de cisteina
especificas, especificamente la caspasa 3 (Moran et al., 19992; Valencia y Moran, 2001).
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RESUMEN

La muerte apoptética es un proceso activo y ordenado que conduce a la eliminacién de
células durante eventos tanto fisioldgicos como patoldgicos. Un modelo in vitro utilizado
para conocer los mecanismos involucrados en este proceso es el de las neuronas
granulares de cerebelo en cultivo (NGC). Estas neuronas, que se cultivan crénicamente
en un medio con 25 mM de KCI (K25), mueren apoptéticamente si se tratan con
estaurosporina (ST) o si se transfieren a un medio idéntico pero con 5 mM de KCI (K5).
Bajo estas condiciones, se observa una fragmentaciéon y condensacion del ADN y una
activacion de las caspasas 3 y 8, entre otras.

Por otro lado, durante la fase inicial de este proceso se presenta una condicion de estrés
oxidativo. Tanto la muerte neuronal como los indicadores apoptoticos disminuyen
significativamente en presencia de antioxidantes como la superoxido dismutasa. Con el
medio K25, la induccion de la formacién de anidén superdxido y de oxigeno singulete
ocasionan la muerte neuronal, con caracteristicas apoptoticas. Asi, se ha sugerido que en
este modelo la generacion de especies de oxigeno reactivas (EOR) puede funcionar
como una sefal temprana en el proceso de muerte apoptética, pero se desconocen los
tipos de EOR como las fuentes que las generan. En un modelo de neuronas simpaticas
en cultivo, la muerte neuronal apoptética parece depender del estrés oxidativo generado
probablemente por la enzima NADPH-oxidasa (NOX), cuyo producto principal es el anién
superoxido (Oz7).

Basados en estos antecedentes, en este trabajo se evalud el papel de la NOX en la
generacion de EOR involucradas en la muerte apoptética de las NGC. Para conocer si la
NOX genera una condicion prooxidante responsable de la muerte neuronal estudiamos la
viabilidad medida como reduccién de 3-(4,5 dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) de
las NGC tratadas con ST o transferidas a un medio K5 en presencia de inhibidores de la
actividad de la NADPH-oxidasa: el difenilenoyodonio (DPI) y el fluoruro de 4-(2-aminoetil)
benceno sulfonil (AEBSF). Bajo estas condiciones, tanto el DPI como el AEBSF evitaron
parcial o totalmente la muerte neuronal inducida por K5. EI AEBSF inhibié casi totalmente
la muerte inducida por ST. Estos resultados coincidieron con la evaluacién morfologica de
las NGC mantenidas en las mismas condiciones experimentales.

Para evaluar la existencia de una sefial oxidante temprana relacionada con la muerte de
las NGC, la produccion del anion superoxido se detect6é utilizando microscopia de
fluorescencia y dihidroetidina. A las 4 h del tratamiento con K5 y ST, observdndose un



aumento significativo en la produccién de dicho anién, particularmente en el caso de Kb5.
Dicho aumento disminuy6 con los inhibidores de la NADPH-oxidasa en presencia de
ambos inductores apoptoticos.

La actividad de caspasa 3 se midi6 como marcador apoptotico en las NGC tratadas con
K5 y ST en presencia y ausencia de los inhibidores de la NADPH-oxidasa. EI AEBSF
disminuyd significativamente la activacién de dicha proteasa inducida por K5 y ST, y el
DPI también redujo la actividad de dicha caspasa inducida por K5.

En condiciones control (K25), la actividad de NADPH-oxidasa fue muy baja en las NGC,
mientras que el tratamiento con K5 o ST indujeron un incremento sustancial en la
actividad de esta enzima alrededor de las 4 h para el caso de K5 y de 6 h para el
tratamiento con ST. En estas condiciones, la activacién de la enzima se redujo
marcadamente en presencia de AEBSF.

Mediante ensayos de réplica en western y RT-PCR, se detectd la presencia en las NGC
de cinco subunidades del complejo enzimatico de la NADPH-oxidasa, incluyendo a la
subunidad catalitica NOX2. Por otro lado, también se identificé la presencia del ARNm de
otros homadlogos de la subunidad catalitica, particularmente NOX1 y NOX4.

Estos resultados nos permiten sugerir que una NADPH-oxidasa puede tener un papel
critico en la generacién de EOR que estan involucradas en la muerte apoptética de las
NGC inducida por K5 o ST.



ANTECEDENTES

Se ha descrito que la muerte neuronal en células granulares del cerebelo en
cultivo inducida por la privacion de potasio tiene caracteristicas apoptéticas (Moran et al.,
1999; Schulz et al., 1996). Cuando las neuronas granulares se transfieren de un medio
con 25 mM de KCI a uno con concentracion 5 mM KCI, ocurre una muerte celular de
aproximadamente 50% y 80% después de 24 y 48 h, respectivamente (D’Mello et al.,
1993; Moran et al., 1999; Schulz et al., 1996).

Se ha demostrado que cuando las células en cultivo son privadas de un estimulo
tréfico que induce muerte celular se genera una condicién prooxidante. Si esta condicidon
se inhibe con antioxidantes, se evita parcialmente la muerte, lo que sugiere la
participacion de las EOR en este proceso (Atlante et al., 2000; Castilho et al., 1999; ltoh et
al., 1999; Schulz et al., 1996).

Se ha propuesto que el anién superéxido participa en la muerte apoptética de las
neuronas en cultivo (Atlante et al., 1998; Martin-Romero et al., 2002; Satoh et al., 1998,
Valencia et al., 2004). En condiciones de K25, la induccion de anién superdxido y de
oxigeno singulete inducen la muerte neuronal con caracteristicas apoptoéticas (Valencia et
al., 2004). Asi, se ha sugerido que en este modelo la generacion de EOR puede funcionar
como una senal temprana en el proceso de muerte apoptética. Por otro lado, otros
trabajos sugieren la participacion del peroxido de hidrégeno en esta muerte (ltoh et al.,
1999; Schulz et al., 1996), sin que quede claro el papel de cada una de estas EOR.

Recientemente se sugirié que una gran proporcion de las EOR formadas durante
la privacién del potasio en las neuronas en cultivo proviene de la actividad de un complejo
enzimatico membranal, la NADH-oxidasa dependiente de ascorbato (Martin-Romero et
al., 2002). En otro modelo, se ha sugerido también que la privacién de factor de
crecimiento neural (NGF) de neuronas simpaticas en cultivo induce muerte neuronal
apoptética debido a un estrés oxidativo generado por la NADPH-oxidasa (Tammariello et
al., 2000). Otro grupo demostré que la activaciébn de este complejo enzimatico en
neuronas corticales en cultivo participa activamente en la induccion de la muerte neuronal
(Noh et al., 2000). También se ha demostrado la presencia de este complejo en neuronas
piramidales del hipocampo y en neuronas de Purkinje cerebelares (Mizuki et al., 1998;
Serrano et al., 2003).

En otros estudios se ha propuesto que esta enzima podria ser la fuente del O,~
requerido para la potenciacién de largo plazo (LTP) en el hipocampo (Tejeda-Simon et al.,
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2005; Knapp y Kann, 2002; Thiels et al., 2000). Esta enzima también parece estar
involucrada en procesos de isquemia (Walder et al., 1997; Paravicini et al., 2004) y en
enfermedades como el Parkinson y el Alzheimer (Hashimoto et al., 2002; Shimohama et
al., 2000).

Recientemente se han identificado varios homélogos de NOX2 en diversos tejidos
(Lambeth, 2004). Se ha demostrado la presencia de NOX4 en la corteza y en el
hipocampo de ratén y parece estar involucrado en el dafo producido por EOR en
procesos de isquemia (Vallet et al., 2005).

Basados en estos antecedentes, en este trabajo se evaluara el papel de de la
NADPH-oxidasa en la generacion de EOR involucradas en la muerte apoptética de las
NGC.
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HIPOTESIS

Las EOR, particularmente el anién superéxido, producido por el complejo

enzimatico NADPH-oxidasa, participan en la muerte apoptética de las NGC inducida

por K5y ST como una senal inicial de este proceso.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el papel de las NOX durante la muerte apoptética de neuronas

granulares de cerebelo de rata.

Objetivos particulares

Determinar la presencia de las diferentes subunidades no cataliticas de la
NOX2.

Determinar la presencia de diferentes homdélogos de NOX en las CGN.

Estudiar la actividad de NADPH-oxidasa en condiciones basales y en
respuesta a estimulos apoptoéticos como K5y ST.

Medir el efecto de inhibidores de NADPH-oxidasa en la viabilidad de NGC bajo
condiciones basales y de muerte apoptética.

Medir la generacién de EOR mediada por una NADPH-oxidasa en condiciones
basales y de muerte apoptética.

Estudiar el efecto de inhibidores de la actividad de NADPH-oxidasa en algunos
parametros apoptéticos como activacion de caspasa 3 en NGC bajo
condiciones apoptéticas.



MATERIALES Y METODOS

i. Cultivos de neuronas granulares de cerebelo

Los cultivos de neuronas granulares de cerebelo (NGC) fueron obtenidos de ratas
de 8 dias postnatales; las células fueron disociadas y cultivadas a una densidad de
265x10° células/cm? sobre cajas de plastico previamente cubiertas con poli-L-lisina (5
ug/ml) por 24 horas. El medio de cultivo contenia medio basal Eagle suplementado con
10% v/v de suero fetal bovino (inactivado previamente por calor), 2 mM de glutamina, 25
mM de KCI, 50 U/ml penicilina y 50 pug/ml de estreptomicina. Los cultivos se incubaron a
37 °C en una atmésfera humeda al 95% de aire y 5% de CO,. Después de 20 h se anadié
citosina arabinésida 10 uM para prevenir el crecimiento de células no neuronales. Las
células se mantuvieron durante 6-8 dias in vitro hasta su uso. De acuerdo a los andlisis de
inmunohistoquimica se sabe que estos cultivos estan constituidos por 95% de neuronas

granulares.

ii. Viabilidad Celular

La viabilidad celular fue estimada por el ensayo de [3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5]
MTT difenil tetrazolio]. EI MTT es transformado en la sal azul de formazan, un compuesto
colorido e insoluble, por las deshidrogenasas de mitocondrias activas, siendo la
absorbencia directamente proporcional al nimero de células viables.

Deshidrogenasas mitocondriales

M < WAL
] =
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Esta técnica se ha utilizado ampliamente para medir la viabilidad celular en
muchos modelos, incluyendo las NGC, donde se ha encontrado una alta correlacién entre
la transformacion del MTT y el contenido de ADN y proteina.

El MTT (0.1 mg/ml de PBS) se anadi6 a los NGC, que se incubaron por 15 min a
37°C. Se removi6 el medio con MTT y se afnadié DMSO al 100% a las cajas (1ml/ pozo de
500 pl y 0.5 ml/pozo de 250 ul). Se mantuvieron las cajas durante 15 min a temperatura
ambiente en la oscuridad. El azul de formazan formado a partir del MTT se cuantificé
espectroscopicamente a una longitud de onda de excitacion de 570 nm.

iii. Deteccion de anion superoxido.

Se determind la produccién de anién superéxido mediante microscopia de
fluorescencia usando dihidroetidina La dihidroetidina al ser oxidada por el O,” se
transforma en etidio, éste se intercala con el ADN, lo que permite observar el nlcleo de la
célula de color rojo.

O o o™

—

CM, CM, “CH,CH,

Hidroetidina Etidio

Las NGC se cultivaron sobre cubreobjetos, y 3.5 h después del tratamiento
respectivo se incubaron a 37 °C con dihidroetidina (3.2 yM) durante 30 min.
Posteriormente las células se lavaron tres veces con PBS, se fijaron con formaldehido al
3% a 4°C durante 15 min, se retird el fijador, se lavaron con PBS y los cubreobjetos se
montaron con PBS-glicerol 1:1 v/v. La preparacion se observé en un microscopio de
fluorescencia (Nikon Diaphot TMD, Nikon Corporation, Japén) usando el filtro de

excitacién = 546 nm y emision = 590 nm.
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iv. Actividad de caspasa 3

La actividad de las caspasas fue monitoreada por un método fluorométrico
(Thornberry, 1994), basado en la aparicion de fluorescencia por la ruptura de un sustrato
acoplado a metil-cumarina, con un espectrdmetro de luminiscencia (Shimadzu, RF-
5301PC). ElI Ac-DEVD-AMC se utiliz6 como substrato para detectar la actividad de la

caspasa-3.

Caspasa-3
CHa
20 -"
Ac-Asp-Glu-Val-AspLO- NH g e 3 Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CO,H
+ CH )
Sustrato no fluorescente m
NH3 0" %o

Producto fluorescente

Las NGC se lavaron con PBS y homogeneizadas en un amortiguador de lisis. Las
actividades se siguieron durante 15 minutos después de la adicion del substrato (25 uM)
al homogenado de células (30 mg/ml) en una solucién de estandar (100 mM HEPES;
10% (w/v) sacarosa; 0.1% (w/v) CHAPS; 10 mM DTT; 1 mM EDTA; 20 uM EGTA; mezcla
de inhibidor de proteasas). Los resultados se expresan como DEVD proteolisado y como
el cambio en la intensidad de la fluorescencia’/h/mg de proteina.

v. Actividad de NADPH-oxidasa

La actividad de NADPH-oxidasa se midi6 utilizando la técnica descrita por
Shpungin y colaboradores (1989). La técnica mide indirectamente la actividad de la
enzima NADPH-oxidasa, en presencia de FAD y NADPH, mediante la reduccion de

citocromo ¢ por el anién O, formado.
Fe'* eyt e+ 0y~ — Fe?* eyt c+0,

Las cajas de 60 mm se lavaron 2 veces con PBS a 37°C y se rasparon con 100 pl
del amortiguador salino [KCI 150 mM y NaCl 150 mM (pH 7.4) suplementado con MgCl 1
mM, EGTA 1 mM, NaN3 2 mM y DTT 1 mM] mas glicerol 2% (v/v). EI homogenizado se
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recolectd en tubos de 500 pl y se incubé (100 pl) a 24°C durante 90 s con el
amortiguador, citocromo ¢ (86 uM), FAD (10 uM) y SDS (100 uM). Después de la
incubacién, se adicioné 0.2 mM de NADPH, y la reduccién de citocromo ¢ se midi6
espectrofotométricamente a 550 nm por 120 s. Finalmente se ajust6 el resultado de la
actividad enzimatica con la cantidad de proteina total por muestra. Los resultados se
expresan como la diferencia en la absorbencia por hora por g de proteina. La
concentracion de proteinas fue determinada por el método de Bradford (1976).

vi. Ensayos tipo réplica en western

Las NGC se lavaron dos veces con un amortiguador salino de fosfatos (PBS) a
37°C y se homogenizaron en el amortiguador de lisis (25 mM Tris HCI; 50 mM NaCl; 1%
(v/v) NP-40; 0.2% (w/v) SDS; mezcla de inhibidores de proteasas. Los homogenados (60
mg de proteina por carril) se sometieron a SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Las proteinas
resueltas fueron transferidas a las membranas de polifluoruro de vinildeno (PVDF) a 100
V por 1 h. Las membranas fueron bloqueadas durante 1 h a temperatura ambiente con
5% de leche seca libre de grasas en TBS. Se pusieron los anticuerpos primarios anti-
gp91-phox, anti-p22-phox, anti-p47-phox y anti-p67-phox de origen humano que cruzan
con las subunidades de rata (Santa Cruz California, USA), a una concentracion de 1:100
durante toda la noche a 4°C. Después se trataron con un anticuerpo secundario anti-goat
1:12500 (ZyMax). Las bandas se visualizaron usando quimioluminiscencia (CDP-Star, Bio
Labs), siguiendo el protocolo del fabricante y se expusieron a la placa Kodak XAR-5.

vii. RT-PCR

La técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se utiliza para
estudiar la regulacion de genes de baja expresion, amplificandolos a partir de sus
secuencias de ARN. Esta técnica requiere de la conversion del ARN total a ADN
complementario (ADNc) por medio de un a Transcripcion Reversa (RT) y amplificacion del
ADN complementario por PCR (RT-PCR) (Rappolee et. al. 1988, Kawasaki 1989).

Se realizé la extraccion del ARN total de NGC utilizando la técnica del tiocianato
de guanidina-fenol-cloroformo y precipitacion con isopropanol (Chomczynski, 1987). En
tubos nuevos y estériles, se rasparon cajas de 100 mm con 1 ml de TRIzol a 4°C. Las
muestras se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 200 ul de cloroformo

por 1 ml de muestra y se agitaron con vortex por 30 seg. Las muestras se mantuvieron en
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hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 15,000 rpm a 4°C por 15 minutos. Al final se
obtuvieron dos fases: la inferior de color rojo compuesta por fenol:cloroformo y la porcién
superior acuosa incolora. EI ARN queda en esta ultima fase, mientras que el ADN y las
proteinas se encuentran en la interfase y en la fase organica, respectivamente. La fase
acuosa se transfirié a otro tubo eppendorf y se agregd un volumen equivalente de
isopropanol. La muestra se mantuvo a 4°C durante toda la noche. Las muestras se
centrifugaron por 15 minutos a 15,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se removid, el
precipitado se lavé con etanol al 75% y se centrifugd a 7,500 rpm a 4°C durante 8
minutos. El sobrenadante se removi6 y el precipitado se lavé nuevamente con etanol al
80%. Posteriormente se centrifugd a 7,500 rpm durante 8 minutos a 4°C. Se disolvi6 la
pastilla de ARN en 40 pl de H,O-dietil pirocarbonato (DEPC) estéril. Se hicieron diluciones
1:500 y se ley6 la absorbencia de estas muestras a 260 y 280 nm. Se determiné la
concentracion de ARN mediante la siguiente formula: pg/uL de ARN = 1 unidad de
absorbencia a 260 nm X factor de dilucion (500) x 40 / 1000.

Para determinar la integridad del ARN extraido, éste se analiz6 en geles de
agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes. Solamente se utilizaron las muestras en
las que el ARN estuviera integro, es decir donde se observaran claramente las bandas
correspondientes a los ARNs ribosomales 18S y 28S y no se encontrara ARN degradado,
ni presencia de ADN.

Se realizd el ensayo de transcripcion reversa del ARN total. Para esto se prepar6

la siguiente mezcla para la reaccion:

Reactivos Concentracion Final
ARN Total 5 pg (en un volumen de 10 pl)
Amortiguador RT (5X) 50 mM Tris-HCI pH=8.3
75 mM KCI
3 mM MgCl,
DTT (100 mM) 10 mM
dNTPs (10 mM) 0.5 mM de cada dNTP
RT Il Super Scrip 400 unidades
Oligo d-T 0.05 g

La reaccion se incubé en un termociclador Techgene a 38°C por una hora. El perfil
de los ciclos para amplificar los genes de NOX1, NOX2, NOX4, p47 phox, p67 phox, p40
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phox y GAPDH fue el siguiente: Una etapa de desnaturalizacion a 95°C por 10 min; 35

ciclos de 95°C, 30 seg; 58 °C, 40 seg; 72°C, 2 min. Un paso de extensién final se realiz6 a

72°C por 5 min. En todos los experimentos se incluyeron controles negativos sin ARN y

con ARN sin reaccion de RT. La secuencia de oligonucleétidos utilizada para amplificar
los genes de NOX1, NOX2, NOX4, p47 phox, p67 phox, p40 phox y GAPDH fue la

siguiente:

GENES

SECUENCIAS

Sentido

5°-[CCTTCTGGGAAACCTGCCTTTAG-3’

NOX1 Antisentido 5’-[TGTTGGTCACACTGGATGATAAGC]-3’

Sentido

5-[ TGGAGTGGTGTGTGAATGCCAGAG]-3’

NOX2 Antisentido 5’-[CGATGGTTTTGAAAGGGTGCG]-3’

Sentido

5’-[AGCCAAGATTCTGAGATTCTGCC]-3’

NOX4 Antisentido 5’-[CCGAGGACGCCCAATAAAAAG]-3’

Sentido

5’-[CTTGGATGATAGCACTGCAC-3’

p40 phox | Antisentido 5’-[CTTCATCTGAAGCTCAATGG]-3’

p47 phox |Sentido

5°-[ CAGCCAGCACTATGTGTACA]-3’
Antisentido 5’-[ GAACTCGTAGATCTCGGTGAA]-3’

Sentido

5-[TTGGCAGTGGCTTACTTCCAGC]-3’

p67 phox |Antisentido 5-[CAAGACAAAGACGATGTTCCCG]-3’

Sentido

5°-[CCT GCA CCA CCA ACT GC]-3’

GAPDH Antisentido 5’-[CAA TCG CAG CCC CAG CA]-3’

La mezcla de reaccion utilizada para la PCR en todos los experimentos fue la siguiente:

Reactivos

Concentracién Final

Amortiguador PCR 10 X

MgCl, (50 mM
dNTPs (10 mM)
Oligo sentido

20 mM Tris-HCI pH=8.4
50 mM KCI

1.0 mM

0.2mM

0.5 uM
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Oligo antisentido 0.5 uM
Taq ADN polimerasa 2.5 unidades

Una vez que se realiz6 la RT-PCR, se llevd a cabo una electroforesis de los
productos obtenidos. Se separaron 35 ul de producto de RT-PCR con amortiguador de
carga 1X para ADN en un gel de agarosa al 1.5% preparado con Tris-borato EDTA (TBE)
0.5 X.

viii. Estadistica

Los resultados se analizaron con una prueba t de Student, la significancia utilizada
fue de p<0.05.
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RESULTADOS

Para conocer si la NADPH-oxidasa genera una condicién prooxidante responsable
de la muerte neuronal, se realizaron experimentos de viabilidad. Las NGC cultivadas en
K25 por 7-8 DIV se transfirieron a un medio con K5 en presencia de DPI (260 nM y 520
nM) o AEBSF (20 uM y 40 uM), que se han descrito como inhibidores de la actividad de
este complejo. Después de 24 h del tratamiento se observé que el DPIl y el AEBSF
evitaron parcialmente la muerte neuronal con respecto al K5. La proteccién de los
inhibidores fue dependiente de la concentracion. En la evaluacion morfolégica también se
observd que se preservd la estructura de las neuronas en la presencia de ambos
inhibidores (Figs. 8 y 9). Por otro lado, la viabilidad de las NGC tratadas con ST (0.5 pM)
se redujo un 50%, y el AEBSF (40 uM y 80 uM) protegié a las células de la muerte
inducida por este compuesto (Figs. 8y 9).

120
100
80+
60

404

VIABILIDAD CELULAR (%)

20+

K25 260nM 520nM 20uM  40uM 40uM  80uM
DPI AEBSF AEBSF
K5 ST

Fig. 8. Los inhibidores de la NADPH-oxidasa disminuyen la muerte de las NGC inducida por K5 y
ST. La viabilidad se midi6 como transformacion de MTT. Los inhibidores de la NADPH-oxidasa,
AEBSF (10 y 20 uM) y el DPI (260 y 520 nM) se afiadieron simultdneamente al estimulo apoptético
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y la viabilidad se midié después de 24h. Promedios + D.E. n=5. **, * P<0.05 Vs. K25, * P<0.05 Vs.
K5, *P<0.05 Vs. ST,

Fig. 9. Los inhibidores de la NADPH-oxidasa preservan la morfologia celular en condiciones
apoptoticas. Las NGC se observan morfolégicamente similares a las control con los inhibidores
de la NADPH-oxidasa después del estimulo apoptético. La observacion morfoldgica se realizd
mediante microscopia de campo claro (20 X), después de 24 h del estimulo apoptético (5 mM
de KCI, 0.5 yM de ST) con y sin una administracién simultanea de los inhibidores de la
NADPH-oxidasa AEBSF y DPI.

Se determind la produccién de anién superéxido mediante microscopia de
fluorescencia usando dihidroetidina. La dihidroetidina al ser oxidada por el O, se
transforma en etidio, éste se intercala con el ADN, lo que permite observar el nicleo de la
célula de color rojo. Bajo estas condiciones, se observé un aumento en la cantidad de
anién superoxido alrededor de las 4 h del cambio de medio. El tratamiento con ST
también promovidé un aumento de células positivas a las 4 h; sin embargo, este aumento

fue menor al observado con K5. La cantidad de células positivas disminuy6 en presencia
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de los inhibidores de la NADPH-oxidasa (AEBSF y DPI) con ambos inductores
apoptéticos (Figs. 10Ay 10B).

ST AEBSF

% DE CELULAS FLUORESCENTES

K25 260nM 520nM  20uM  40uM
DPI AEBSF

K5 ST

Fig. 10. Los inhibidores de la NADPH-oxidasa reducen la produccion del anidn superoxido después
del estimulo apoptético. Utilizando dihidroetidina y microscopia de florescencia (20 X) se determin6
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la produccién de anién superoxido a las 4 h del estimulo apoptético (5 mM de KCI, ST) y con la
administracién simultanea de AEBSF 20 uM y 40 uM o DPI 260 nM y 520 nM, inhibidores de la
NADPH-oxidasa. A Fotografias representativas. B Grafica del porcentaje de células positivas a
dihidroetidina respecto al total de las células presentes en la preparacién. Promedios + D.E. n=4."*,
' P<0.05 Vs. K25, * P<0.05 Vs. K5.

Medimos la actividad de caspasa 3 como indicador de muerte apoptotica. Se

realiz6 un seguimiento temporal (2 a 11 horas) y se observé un aumento en la actividad
desde las 6 h inducido con K5, respecto al control (K25). Para probar el efecto de los
inhibidores de la NADPH-oxidasa, las células se trataron con AEBSF (20 y 40 uM) y DPI
(260 y 520 nM) simultdneamente al cambio de medio. Bajo estas condiciones se observo
que la actividad de la caspasa 3 disminuye significativamente y esta disminucion depende
de la concentracién de los inhibidores. Las células tratadas con ST presentan un aumento
en la actividad de caspasa 3 y el AEBSF (40 y 80 uM) también provocé una disminucion

de la actividad de caspasa 3 (Fig.11).

Actividad de caspasa-3
UF/h/mg

K25 260nM  520nM 20uM  40uM 40uM  80uM
DPI AEBSF AEBSF
K5 ST

Fig.11. Disminucién de la actividad de caspasa 3 con los inhibidores de la NADPH-oxidasa en
NGC. La actividad de caspasa 3 se midié a las 8h de los estimulos apoptéticos (K5 y ST) mas los
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inhibidores de la NADPH-oxidasa, AEBSF (20 y 40 uM), DPI (260 y 520nM) con K5; AEBSF (40 y
80 uM) con ST. Promedios + D.E. n=5. **, ™ P<0.05 Vs. K25, * P<0.05 Vs. K5, * P<0.05 Vs. ST,

Actividad de NADPH-oxidasa
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Fig. 12. Induccién de la actividad de la NADPH-oxidasa con los estimulos apoptéticos de K5 y ST
en las NGC. A. La actividad de la NADPH-oxidasa se cuantific6 mediante la oxidaciéon de
citocromo ¢, 1-8 h del cambio de medio a K5. A las 4 h del tratamiento con K5 se administrd
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conjuntamente DPI 520 nM o AEBSF 40 pM. B. Seguimiento temporal (1-6 h) de la actividad de la
NADPH-oxidasa en las NGC tratadas con ST. Promedios + D.E. n=6.**, * P<0.05 Vs. K25, *
P<0.05 Vs. K5.

La actividad de NADPH-oxidasa es muy baja o nula en las NGC crecidas con K25.

Sin embargo, en las células a las cuales se les cambi6 el medio de 25 mM a 5 mM de KClI
se observo un aumento marcado en la actividad de la enzima alrededor de las 4 h (Fig.
12A). En el caso de la ST se observé un aumento en la actividad a las 5 y 6 horas de
tratamiento (Fig. 12B). La presencia de DPI (520 nM) o AEBSF (40 uM) produjo una
inhibicién en la actividad de la enzima inducida por K5 (Fig. 12A).

Utilizando ensayos de replica en western, se identific6 en NGC cuatro de las
subunidades de este complejo enzimatico: gp91 phox, p22 phox (subunidades
membranales), p47 phox y p67 phox (subunidades citosoélicas). Por medio de RT-PCR se
identifico el mMARN de gp91 phox, p47 phox, p67 phox y p40 phox (Figs. 13,14, 15). En
estos casos se utilizaron macrofagos de médula 6sea de rata como controles positivos.

Recientemente se han encontrado diversos homoélogos de la subunidad catalitica
de la NADPH-oxidasa (NOX2) en diversos tejidos. De manera interesante, nosotros
también detectamos la presencia de ARNm para NOX 1 y NOX 4, mediante RT-PCR (Fig.
16). Se realiz6 un PCR semicuantitativo para determinar si los niveles del ARNm de
alguna de estas isoformas de la subunidad catalitica de la NADPH-oxidasa (NOX2)
modificaba su expresién con los estimulos apoptéticos (K5 y ST). En estos ensayos se
observo que no hubo un cambio en la expresion del ARNm a las 4 h con ninguno de los
estimulos apoptéticos (Fig. 17). Para esto, se realizd previamente una curva de ciclos (20,
25, 30, 35 y 40 ciclos) para determinar en que ciclo de amplificacion se detectaban
cambios en la expresién del ARNm. Para el caso de la NOX1 y NOX2 se utilizaron 30

ciclos, para la NOX 4 se emplearon 35 ciclos y para el gen de control de expresion
(GAPDH) se utilizaron 20 ciclos.
K25 K5

gp91 phox

p67 phox

p47 phox

P22 PhoX I . o d——. o - . 4

Fig. 13 Presencia de la proteina de algunas de las subunidades de la NADPH-oxidasa en

NGC.Se observa la expresién de gp91 (NOX2), p22 (ambas membranales) en las NGC a
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diferentes tiempos (1, 2, 3, 4 y 5 h) después del estimulo apoptético (K5). También se observa la

presencia de dos de las subunidades citosélica p67 phox y p47 phox.

<—— 268 pb

NGC MAC

Fig. 14 Presencia del ARNm de NOX2 en NGC. Se identificé mediante RT-PCR la expresion
de NOX2 en NGC cultivadas en K25, se utilizaron como control positivo macréfagos de

médula ésea de rata.

NGC MACROFAGOS
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Fig. 15 Presencia del mARN de p47 phox, p67 phox y p40 phox en NGC. Se identificd
mediante RT-PCR la expresion de p47 phox, p67 phox y p40 phox en NGC cultivadas en
K25, se utilizé6 como control positivo macréfagos de médula 6sea de rata.

NOX1 NOX2 NOX4 NOX1 NOX2 NOX4

NGC uTt MQ RI MQ

Fig. 16 Presencia del mARN de NOX1, NOX2 y NOX4 en NGC. Se identific6 mediante RT-
PCR la expresion de NOX1, NOX2 y NOX4 en NGC cultivadas en K25. Como controles
positivos se utilizaron Gtero (UT), macréfagos de médula ésea (MQ) vy rifidn (RI) de rata
(respectivamente). Como control negativo para la NOX4 se utilizaron macréfagos de
médula 6sea de rata.
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K25 K5 ST K25 K5 ST
NOX1 NOX2 NOX4

K25 K5 ST

Fig. 17 Expresion  del mARN de NOX1, NOX2 y NOX4 en NGC sujetas al estimulo
apoptotico de K5 y ST. RT-PCR semicuantitativo para la NOX1 Y NOX2 (30 ciclos), para
NOX 4 (35 ciclos), a las 4 h del estimulo apoptético (cambio de medio de 25 mM de KCl a 5
mM de KCI y estaurosporina 0.1 yM en K25) expresado como unidades arbitrarias de
densidad éptica (U.A. de D. O.) corregidas con GAPDH. Las barras son promedios + D.E., n=
5.
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DISCUSION

Los estudios recientes han demostrado que la generacion de EOR es importante
para que se lleve a cabo la muerte apoptotica (Ceballos-Picot, et al., 1997; Valencia y
Moran, 2001; Valencia y Moran, 2004). En un trabajo previo realizado en el laboratorio,
durante la muerte apoptoética de NGC inducida por K5, se observé la produccién de EOR
alrededor de las 4 h del estimulo (Valencia, 2001). Esto se corrobor6 en el presente
trabajo utilizando dihidroetidina, que detecta preferentemente O,". De igual manera, en la
muerte apoptética de NGC inducida por ST también observamos generacion de O~
alrededor de las 4 h; sin embargo, la produccion fue menor que con K5. Asi, se ha
sugerido en este modelo que la generacion de EOR puede funcionar como una sefal
temprana en el proceso de muerte apoptética previa a la aparicion de parametros
tempranos de apoptosis como la translocaciéon de la fosfatidilserina y la activacion de las
caspasas (Valencia et al., 2001; Valencia et al., 2004). En otros trabajos se ha sugerido
la participacion de otras EOR como el perdxido de hidrogeno en la muerte apoptética de
neuronas granulares (Schulz et al., 1996), sin que quede claro el papel de cada una de
estas EOR.

Muchos estudios sugieren que el O,", el 'O, y el H,O, podrian ser los responsables
del proceso de muerte. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios realizados al
respecto, no se ha definido cuales son las EOR responsables de la muerte (Ceballos-
Picot, et al., 1997). El anién superoxido pareceria ser determinante para la ejecucion de la
muerte inducida tanto por K5 (Valencia et al., 2001) como ST; sin embargo, no se pueden
descartar otras EOR debido a que estas especies son muy inestables y se interconvierten
rapidamente, pudiendo generarse una reaccion en cadena que lleva a la formacion de
otras EOR.

Aun cuando se acepta que las EOR juegan un papel critico en los mecanismos de
muerte apoptotica, se desconocen los mecanismos y fuentes que las generan en
respuesta a los diferentes estimulos apoptéticos. Se han propuesto diversas fuentes de
EOR como la mitocondria, que ha sido considerada una de las fuentes principales no sélo
en la muerte apoptoética sino también necrotica. Recientemente, se sugirié la importancia
de otras fuentes de EOR como la NADPH-oxidasa. Por ejemplo, en las neuronas
simpaticas en cultivo se atribuyé a la NADPH-oxidasa un papel fundamental en la muerte
neuronal apoptotica inducida por privacion de NGF (Tammariello et al, 2000). Esta

enzima también se ha encontrado en neuronas piramidales del hipocampo, en neuronas
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de Purkinje cerebelares (Mizuki et al., 1998; Serrano et al., 2003), entre otras, sin que se
haya precisado su funcién. En el presente trabajo, evaluamos la posibilidad de que la
NADPH-oxidasa esté involucrada en la generacion de EOR involucradas en la muerte
apoptética de las NGC.

En este estudio detectamos por primera vez la presencia del complejo NADPH-
oxidasa en las NGC, particularmente las proteinas gp91-phox, p22-phox, p47-phox y p67-
phox. Estos resultados coinciden con un trabajo realizado por Kim et al., (2005), en
donde se encontré p47 phox y gp91phox en varias regiones del cerebro, incluyendo el
cerebelo. Los niveles de las subunidades de NADPH oxidasa parecen no modificarse por
el tratamiento con K5, por lo que ésta no pareceria ser una forma de regulaciéon de su
actividad. En este sentido se ha propuesto que la activacion de la NADPH-oxidasa
depende de la fosforilacion de algunas de sus subunidades (p47-phox y p67-phox) por
distintas cinasas (PKC: PKC a, PKC Bll, la PKC {, y la PKC 9) (Fontayne et al., 2002) y
calcio (Zhou et al., 1997).

El empleo de inhibidores de la NADPH oxidasa (DPl y AEBSF) disminuyé
significativamente la produccién de este anién inducida por K5 y ST. Estos mismos
inhibidores también protegieron a las células de la muerte inducida por K5 y ST. S6lo en
el caso de la combinacion de ST y DPI la viabilidad no sélo no mejord, sino que se redujo
marcadamente, probablemente por un efecto téxico sinérgico aun desconocido. ElI DPI
inhibe a la enzima impidiendo el transporte de electrones por lo que no hay reduccién del
oxigeno. Se sabe que todos los homdlogos de la gp91-phox transportan los electrones
desde el FAD al NADPH, por lo que si este sitio se inhibe, ninguno de los homélogos
estaria contribuyendo a la produccion de EOR. Por otro lado, el AEBSF impide el
ensamblaje de la NADPH-oxidasa por lo que impediria la activacion de los homélogos que
requieren que se ensamblen las proteinas citosolicas y membranales, como es el caso de
NOX1, gp91phox y NOX3, no asi NOX4 que no requiere las subunidades citosélicas.

La actividad de caspasa 3 inducida por K5 y ST se redujo marcadamente por
accion de los inhibidores de la NADPH-oxidasa, lo cual coincide con la disminucién de la
actividad de esta proteasa por antioxidantes (Valencia y Moran, 2001). En algunos
estudios se ha mencionado que la S-nitrosilacién y la oxidacion de residuos tiol podria
regular la actividad de las caspasas (Baker et al., 2000; Ueda et al., 2002), ya que se ha
observado que el NO mantiene a la caspasa 3 como zimdgeno (forma inactiva), muestra

que la desnitrosilacion de esta proteasa la activa y produce apoptosis (Mannick et al.,
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1999). Quizas este pueda ser alguno de los mecanismos por el cual las EOR regulen la
apoptosis.

Un punto importante es la correlacion de la generacidén de O," y la activacién de la
NADPH-oxidasa inducidas por condiciones apoptéticas. En nuestro estudio encontramos
que la produccién de O, coincidié temporalmente con la actividad de la enzima, la cual se
inhibié marcadamente con DPl y AEBSF.

Las evidencias encontradas sugieren una participacién de la NADPH-oxidasa en
la muerte apoptoética de las NGC, lo cual coincide con trabajos realizados en neuronas
corticales y periféricas (Tammariello et al., 2000; Noh et al., 2000) basados en el empleo
de ratones deficientes en la subunidad catalitica de gp91phox (NOX2). En resultados
preliminares de nuestro grupo, se utilizaron estos ratones para corroborar estos
resultados en las NGC; sin embargo, bajo nuestras condiciones no se observaron
cambios entre las NGC silvestres y las deficientes de gp91phox. Esto nos ha llevado a
proponer que otros de los homélogos de la enzima podrian estar presentes en las NGC y
ser los responsables de la generacion de EOR involucrados en la muerte por K5y ST.

En este trabajo, detectamos la presencia del ARNm de gp91phox (NOX2) y de sus
homoélogos NOX1 y NOX4, lo que refuerza la idea de la importancia de la NADPH-
oxidasa. La redundancia en la expresion de los homélogos de esta enzima
probablemente contribuye a compensar la falta de uno de los homoélogos, como se ha
observado en la enfermedad de granulomatosis crénica en la que NOX1 compensa
parcialmente la actividad de la NOX2, ausente en estos pacientes (Rosenzweig y Holland,
2004). Por otro lado, otra explicacion de la existencia de estos homélogos podria ser la
existencia de una actividad especializada de estos homdlogos vinculada con procesos
fisiolégicos y patologicos, como se reporté en ratones (Vallet et al., 2005) donde la NOX4
involucrada en dano isquémico puede ser regulada a nivel del ARNm por tiempos
relativamente largos. Nosotros no observamos cambios en la expresion de los ARNm de
NOX1, 2 y 4 de NGC tratadas con K5 o ST. Por otro lado, apreciamos que la NOX4 esta
presente en una menor cantidad respecto a NOX1 y NOX2, lo que podria indicar una
funcion particular de las NOX.

Todos estos resultados apoyan la idea de una participacion de la NADPH-oxidasa
en este proceso; sin embargo, no se descarta que las EOR generadas por la mitocondria
sean importantes para la ejecucién de la muerte apoptética. Se ha observado que la
generacion de Oy por la mitocondria es indispensable para activar a la NADPH-oxidas
(NOX1) (Deouki et al., 2005). En otros modelos como las células HL 60, se ha observado
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que la ST induce muerte apoptética y hay una generacion de EOR, pero la produccién de
estas especies la atribuyen a la mitocondria (Cai y Jones, 1998).

En conclusion, en este trabajo sugerimos que el estrés oxidativo podria ser una
sefal inicial de la muerte apoptética y que la NADPH-oxidasa podria tener un papel
central, aunque no Unico, en la activacion del programa apoptético, siendo el anion
superéxido el responsable inicial de la induccién de la muerte apoptotica de las neuronas
del cerebelo en cultivo. Es necesario considerar que las EOR forman parte de muchas
vias de senalizacion celular que no son necesariamente exclusivas del proceso apoptético

y que ademas existen otros factores que también participan en la muerte celular.
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CONCLUSIONES

+ Los ARNm y las proteinas de las subunidades de la NADPH-oxidasa, p47 phox,
p67 phox, p22 phox, gp91 phox estan presente en las NGC.

« Las NGC expresan el ARNm de NOX1, NOX2 y NOX4, homologos de la familia de
las NOX.

« La actividad de la NADPH-oxidasa aumenta entre las 4 y 6 horas después de un
estimulo apoptético inducido por K5y ST en las NGC

« Los inhibidores de la NADPH-oxidasa inhiben la muerte inducida por K5 y ST en
las NGC

» Los inhibidores de la NADPH-oxidasa disminuyen la producciéon de O," inducido
por K5y ST en las NGC.

* Los inhibidores de la NADPH-oxidasa inhiben marcadores apoptéticos como la
caspasa 3.

Los resultados obtenidos apoyan la posibilidad de la participacién de una NADPH-
oxidasa en la muerte apoptoética en neuronas granulares. En este trabajo sugerimos que
el estrés oxidativo podria ser una senal inicial de la muerte apoptética y que la NADPH-
oxidasa podria tener un papel central, aunque no Unico, en la activacion del programa
apoptotico, siendo el O, el responsable inicial de la induccién de la muerte apoptética de

las neuronas del cerebelo en cultivo.
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ADN Acido desoxiribonucléico

AEBSF Fluoruro de 4-(2-aminoetil) benceno sulfonil
AP-1 Proteina activadora 1

Apaf-1 Factor apoptdtico activador de proteasas
ARN Acido ribonucléico

ATP Trifosfato de adenina

BMK1-MAP Cinasa Big 1
BPV1E2 Papiloma virus E2 bovino tipo1

ca* lon calcio

CGC Células granulares de cerebelo

CO;” Carbonato

Citc Citocromo ¢

DAG Diacilglicerol

DMSO Dimetil sulféxido

DISC Complejo de senfializacién inductor de la muerte
DIV Dias in vitro

DPI Difenilenoyodonio

EGF Factor de crecimiento epidermal

EOR Especies de oxigeno reactivas

FAD Dinucleétido de flavinadenina

FMLP N-formil-metionina-leucina-fenilalamina
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
GR Receptor glucocorticoide

GSH Glutation

GTP Guanosina trifosfato

H.0O, Perdxido de hidrogeno

HOy Radical hidroxiperil &cido

IAP Proteinas inhibidoras de apoptosis
Ins(1,4,5)P3 Inositol 1,4,5-trifosfato

JNK Cinasa N-terminal c-jun

K25 25 mM de KCI

K5 5 mM de KCI

LPS Lipopolisacaridos

LTB4 Leucotrieno B4

LTP Potenciacion de largo plazo

MAP Proteina cinasa activada por mitégenos
NF Factor nuclear

MTT 3-(4,5 dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio
MQ Macréfagos de médula 6sea

NF kB Factor nuclear kB

NGC Neuronas granulares de cerebelo

NGF Factor de crecimiento neural

NOX NADPH-oxidasa

O, Anién superoxido

'0, Oxigeno singulete

OH Radical hidroxilo

PAF Factor activador de plaguetas

PARP Poli-ADP ribosa polimerasa



PBS
PCR
PDGF
Pi

PI
PKA
PKC
PLA2
PLC
PLD
PMA
PP
PS
PTKs
RI
RO
RO,
RSH
RT
SNC
SOD
ST
TRX
U1-70 KDa
uT
uv
VDAC
PVDF
ZAP

Amortiguador de fosfatos
Reaccion en cadena de la polimerasa

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Fosforo iorganico
Fosfatidilinositol

Proteina cinasa A

Proteina cinasa C

Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C

Fosfolipasa D

Acetato miristato forbol
Fosfatasas de proteinas
Fosfatidilserina

Proteinas cinasas de tirosina
Rifon

Radical acoxilo

Radical peroxilo

Grupos sulfidrilos

Transcripcion reversa

Sistema nervioso central
Superoxido dismutasa
Estaurosporina

Tiorredoxina

Ribonucleoproteina nuclear pequena
Utero

Luz ultravioleta

Canal aniénico dependiente de voltaje
Difluoruro de polivinilideno
Polipéptido asociado de 70 KDa
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