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RESUMEN

RESUMEN

La muerte celular programada (MCP) se define como un proceso activo y controlado en el que las
células participan en su propio deceso. La apoptosis, o el tipo I de MCP, ha sido ampliamente
caracterizada, tanto morfoldgica como bioquimicamente. M4és recientemente, la autofagia, el
mecanismo de auto-digestion involucrado en la remocion de proteinas de larga vida en el
citoplasma, se ha involucrado en la muerte celular y el tipo II de MCP se define como muerte
celular que ocurre con caracteristicas autofagicas. Las neuronas pueden sufrir mas de un tipo de
MCP, ya sea como mecanismo de respaldo cuando la via tradicional se inhibe, o en respuesta a un
estimulo particular de muerte. Las especies reactivas de oxigeno (ERO) han demostrado ser
moléculas de sefializacion importantes en la ejecucion de la apoptosis y mas recientemente, en la
via autofagica. Por otro lado, los niveles intracelulares de ATP parecen tener un papel importante en
la definicion de la apoptosis y necrosis, ademés de que la autofagia es un proceso que depende y

que puede producir ATP.

En este trabajo, caracterizamos la muerte celular apoptética y autofagica en neuronas granulares de
cerebelo (NGC) en cultivo, un modelo muy utilizado para el estudio de la muerte neuronal. Para
inducir muerte se utilizaron la privacion de potasio (KS5) y el tratamiento con estaurosporina (STS).
Encontramos caracteristicas de apoptosis y de autofagia en ambas condiciones. La inhibicion de las
caspasas asi como el inhibidor de la autofagia 3-metil adenina (3MA) disminuyeron la muerte
celular. Ademas, las NGC pueden sufrir un tipo de muerte alterno cuando el otro se ve inhibido. Un
antioxidante o inhibidores de la NADPH oxidasa, retrasaron la apoptosis y no tuvieron ningin
efecto sobre las caracteristicas autofagicas. Por lo tanto, encontramos que la autofagia juega un
papel en la muerte de las NGC y que cuando las células se tratan con K5 o STS, tanto la autofagia
como las ERO parecen promover la apoptosis por mecanismos independientes. Finalmente,
encontramos que el mantener los niveles de ATP en las NGC parece no ser necesario para la
aparicion de las caracteristicas apoptoticas, mientras que una deplecion sostenida de ATP si
promueve necrosis, particularmente cuando se inhibe la glicdlisis. Falta por estudiar el papel del

nivel intracelular de ATP en las caracteristicas autofagicas.



RESUMEN

ABSTRACT

Programmed cell death (PCD) has been defined as an active, controlled process in which cells participate
in their own demise. Apoptosis, or type I PCD, has been widely characterized, both morphologically and
biochemically. More recently, autophagy, the self-digesting mechanism involved in the removal of
cytoplasmic long-lived proteins, has been involved in cell death and type II PCD is defined as cell death
occurring with autophagic features. Neurons can undergo more than one type of PCD as a backup
mechanism when the traditional death pathway is inhibited, or in response to a particular death inducing
stimulus. Reactive oxygen species (ROS) have shown to be important signaling molecules in the
execution of apoptosis and more recently, in the autophagic pathway. On the other hand, intracellular
ATP levels have an important role in the definition of apoptosis and necrosis. Moreover, autophagy is a

process that depends on ATP and that produces it.

In this work, we characterized apoptotic and autophagic cell death in rat cerebellar granule neuron (CGN)
culture, a widespread model for the study of neuronal death. Potassium deprivation (K5) and
staurosporine (STS) were used for death induction. We found apoptotic and autophagic features under
both conditions. Caspase inhibition as well as autophagy inhibition by 3-methyl adenine (3MA) decreased
cell death. Moreover, CGN can undergo the alternative type of cell death when the other one is inhibited.
An antioxidant or NADPH oxidase inhibitors, delayed apoptosis and had no effect in autophagic features.
Thus, we found that autophagy plays a role in cell death of CGN and that when cells are treated with K5
or STS, both autophagy and ROS seem to promote apoptosis by independent mechanisms. Finally, we
found that maintenance of ATP levels in CGN is not necessary for apoptotic feature appearance, while a
continuous depletion of ATP does promote necrosis, particularly after glicolytic inhibition. If intracellular

ATP levels have a role on autophagic feature appearance remains to be established.

ABREVIATURAS

MCP, muerte celular programada; ERO, especies reactivas de oxigeno; NGC, neuronas granulares de
cerebelo; PCD, programmed cell death; ROS, reactive oxygen species; CGN, cerebellar granule neuron;
DISC, death inducing signaling complex; PARP, poli (ADP-ribosa) polimerasa; ICAD, caspase activated

DNase inhibitor; Apaf-1, apoptosis protease activating factor-1, PAS, estructura pre-autofagosomal; ERN,
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especies reactivas de nitrogeno; SNC, sistema nervioso central; DIV, dias in Vitro; difenilen iodonio,

DPI; 4-(2-aminoetil) bencen sulfonil fluoruro (AEBSF), AE; MnTMPyP, MN.
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INTRODUCCION

La muerte celular programada (MCP) ha sido ampliamente estudiada y se sabe que ocurre en procesos
fisiologicos y patologicos. Se observo inicialmente durante la metamorfosis y después se describio su
importancia durante el desarrollo y en la remodelacion de tejidos [1]. La MCP se defini6 inicialmente
como apoptosis, que en griego significa “la caida de los pétalos de las flores o de las hojas de los arboles”,
y se defini6 morfoldégicamente como un proceso en el que tanto el nicleo como el citoplasma se
condensan y en el que la célula es removida por fagocitosis. Otras células, que se hinchan y se rompen,
muriendo como resultado de un dafio intenso como un trauma o isquemia, se denominaron necréticas [2].
La genética y bioquimica de la apoptosis se han estudiado intensamente, y ahora sabemos que la mayoria

de las células tienen la capacidad de pasar por este proceso de MCP cuando se requiere.

Se han descrito también células que mueren de manera programada con caracteristicas no apoptoticas, lo
que llevo a la definicion de mas de un tipo de MCP. Algunas veces se observa mas de una forma de MCP
en el mismo tejido, como las células del epitelio del paladar del embrion de la rata durante su cierre,
donde algunas mueren apoptéticamente mientras que otras mueren de otra forma de MCP denominada
autofagia [3]. En otras situaciones, una forma de MCP reemplaza a la otra, como en un modelo murino en
el que las caspasas, las ejecutoras centrales de la apoptosis se han eliminado. Estos ratones mueren con
malformaciones severas en el cerebro frontal debido a la falta de apoptosis neuronal, pero muestran un
numero normal de células en otras areas del sistema nervioso, donde las neuronas aparentemente mueren

por un tipo de MCP no apoptotico [4].

Aunque inicialmente se pensaba que la severidad del dafio determinaba si una célula muere apoptética o
necroticamente, esto no explicaba los otros tipos de MCP. Hasta ahora, algunos factores se han implicado
en lo que podria ser lo que determina que una célula muera de una forma o de otra. Los niveles
intracelulares de ATP pueden ser uno de estos factores. La disminucion de ATP después de la exposicion
a un agente inductor de apoptosis puede evitar la activacion de las caspasas y producir una morfologia
necrdtica [5, 6]. Ademas, durante la apoptosis ocurren procesos dependientes de ATP como la formacion
del apoptosoma [7], durante el proceso autofagico se han involucrado proteinas sensoras de ATP [8], y

una pérdida dramatica en el ATP intracelular parece resultar en una morfologia necrética [9, 10].
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Por otro lado, las especies reactivas de oxigeno (ERO) también se han implicado en algunos modelos de
muerte celular [11-13]. El tipo de ERO [14], su concentracidon [15], asi como el estado de los sistemas
antioxidantes celulares [9] pueden inducir apoptosis o necrosis. Ademads, también se ha propuesto un
papel importante de las ERO, especialmente las producidas por la mitocondria, en la regulacion de la

autofagia [16].

En este trabajo se evalud la contribucion de la concentracion intracelular de ATP asi como del estado
oxidante de la célula sobre el tipo de muerte que se presenta en un modelo muy estudiado de MCP como

son las neuronas granulares de cerebelo (NGC) de rata en cultivo.
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Tipos de Muerte Celular

a. Apoptosis

El tipo | de MCP [3], o apoptosis es la mas estudiada. Se definié en 1972 por Kerr, Wyllie y Currie
como un tipo de muerte en el que las células se encogen, el ndcleo se condensa y la cromatina se
fragmenta (pyknosis), la membrana celular adquiere una forma parecida a una estrella y la célula
finalmente se desintegra en fragmentos mas pequefios llamados cuerpos apopt6ticos que finalmente
son removidos por heterofagocitosis. Esta remocion de los remanentes celulares evita las
complicaciones que se provocarian por la liberacion del contenido intracelular al medio
extracelular. Ahora se conoce gue ocurren una serie de eventos bioguimicos durante la apoptosis,
como la exposicion de la fosfatidilserina al exterior de la membrana plasmatica como sefial de
fagocitosis; la segmentacion del DNA en fragmentos internucleosomales; y la activaciéon de una
familia de proteasas de cisteina conocidas como caspasas (de proteasas de cisteina especificas para
aspartico), que junto con sus reguladores se identificaron inicialmente en el neméatodo
Caenorhabditis elegans [1, 3, 17, 18].

Desde el descubrimiento de CED-3 en C. elegans y su homdlogo de mamifero la caspasa-1, se han
descrito 12 caspasas en el genoma humano y 10 en el raton [17]. Las caspasas 1, 2, 8, 9, 10y 12
tienen un prodominio largo que facilita su unién a proteinas adaptadoras y se conocen como
iniciadoras. Las caspasas-8 y 10 se activan en respuesta a la unién de un ligando a su receptor de
muerte (TNFR, Fas o DR 3, 4, 5y 6) en una via conocida como la via extrinseca de la apoptosis
(Figura 1). La oligomerizacion a través de proteinas adaptadoras en un complejo conocido como
DISC (Death Inducing Signaling Complex) activa a las caspasas iniciadoras que a su vez
proteolizan y activan a las caspasas efectoras (caspasas-3, 6 y 7). Del mismo modo, la caspasa-9 se
oligomeriza con Apaf-1, dATP y el citocromo-c en el apoptosoma después de que el citocromo-c se
ha liberado de la mitocondria, comenzando la via intrinseca de la apoptosis (Figura 1). Esta via
puede activarse por varias sefiales de estrés, como p53, c-Myc, dafio al DNA, agentes
quimioterapéuticos, privacion de suero y radiacion UV [19]. El papel de la caspasa-2 como caspasa
iniciadora no est4 claro, forma un complejo conocido como el PIDDosoma en respuesta a estrés
genotdxico, pero su papel en la muerte es todavia controversial [20]. La caspasa-12 se encuentra en

la membrana del reticulo endoplasmico (RE) y se cree que se activa en respuesta a estrés del RE por
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calpaina [21]. Finalmente, la caspasa-1 no parece estar involucrada en la apoptosis, regula el
procesamiento y secrecion de citocinas inflamatorias y también forma un complejo oligomérico
conocido como el inflamosoma [22], aunque también se ha reportado un posible papel de la
caspasa-1 como caspasa iniciadora en células hematopoyéticas de ratones deficientes de Apaf-1 o
en macréfagos infectados con Shigella o Salmonella [23].

Las caspasas iniciadoras a su vez pueden activar a las caspasas efectoras. La activacion comprende
un procesamiento proteolitico entre dominios, seguido por la asociacion de las subunidades grande
y pequefia para formar un hetero tetrdmero con dos sitios cataliticos. Las caspasas activas
contribuyen a la apoptosis proteolizando otras caspasas y estructuras celulares. Los sustratos de las
caspasas efectoras incluyen proteinas estructurales como la lamina nuclear, proteinas del
citoesgueleto, proteinas antiapoptoticas como Bcl-2, proteinas cinasas y proteinas implicadas en la
transduccién de sefiales, enzimas que modifican la cromatina y proteinas reparadoras del DNA
como PARP vy subunidades inhibitorias de ciertas endonucleasas responsables de la digestion del

genoma durante la apoptosis como ICAD y CIDE [17, 24].

La apoptosis esta regulada por las familias de Bcl-2 y de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPS).
Los miembros de la familia de Bcl-2, llamados asi porque se descubrieron en un linfoma de células
B, comparten una estructura reminiscente de la toxina diftérica, y regulan los eventos de la
apoptosis dependientes de la mitocondria [17]. Las proteinas de la familia de Bcl-2 como Bcl-2,
Bcl-X,, Bcl-w, Al, Mcl-1 y varios homdlogos virales tienen funciones anti-apoptéticas. Bcl-2
puede evitar el hinchamiento de la matriz mitocondrial, el dafio por ERO, la liberacion del
citocromo-c y la pérdida de potencial de membrana mitocondrial asociada con la apoptosis. Por otro
lado, los miembros pro-apoptéticos de la familia de Bcl-2 como Bax y Bak se oligomerizan en la
membrana mitocondrial después de un estimulo apoptético y contribuyen a la disfuncién que lleva a
la liberacién del citocromo-c y proteinas apoptogénicas [23, 25]. Bax, Bak y Bok comparten tres
dominios estructurales con Bcl-2 y tienen una estructura muy semejante a éste. Por otro lado, las
proteinas BH-3 como Bim, Bad y Bid, s6lo comparten con Bcl-2 el dominio de interaccién BH-3
necesario y suficiente para su actividad apoptética. Los miembros de esta familia, ademés de su
actividad en la apoptosis iniciada por la mitocondria, tienen también un papel importante en la
apoptosis iniciada por diversos estimulos. Bcl-2 se encuentra normalmente en la cara citoplasmica
de la membrana mitocondrial externa, el reticulo endoplasmico y la membrana nuclear, y los demas
miembros de la familia se encuentran en una 0 méas de estas membranas o se congregan ahi durante

la apoptosis. Las proteinas BH-3 pueden sensar dafio celular y antagonizar a las proteinas anti-
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apoptoticas de la familia, mientras que Bax o Bak actlan posteriormente, probablemente en la

perturbacion a nivel de organelos [23].

Las proteinas de la familia de las IAPs se descubrieron inicialmente en el baculovirus como una
defensa contra la apoptosis de la célula huésped. Hasta ahora, se han identificado 8 IAPs humanas.
XIAP, c-1AP1, c-IAP2 y NAIP inhiben a las caspasas 3, 7 y 9 interactuando directamente con ellas.
Estas proteinas se regulan por ubiquitinacién, por regulacion transcripcional y por proteinas
mitocondriales inhibidoras como Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 [26]. Otra proteina mitocondrial que
contribuye a la morfologia apoptética es AIF (Apoptosis Inducing Factor), ésta se libera del espacio
intermembranal de la mitocondria después de un estimulo apoptético al citosol donde se transloca al
nucleo e induce condensacion de la cromatina. AlF puede inducir apoptosis en células Apaf-1 -/1y

en células caspasa-3 -/-, lo que muestra su importancia en la MCP independiente de caspasas [18].

El proceso apoptético ha demostrado ser importante en tejidos adultos para el mantenimiento
homeostatico. Durante el desarrollo, se forman numerosas estructuras que son posteriormente
eliminadas por apoptosis y las células producidas en exceso también se eliminan apoptoéticamente
para llegar al nimero de células que proporciona una funcién normal a los érganos, como ocurre en
el sistema nervioso [1]. También una deficiencia en la apoptosis puede producir patologias como el
cancer, enfermedades auto-inmunes o neurodegenerativas. Muchas células cancerigenas se
caracterizan por tener mutaciones inactivantes en proteinas pro-apoptéticas y/o una regulacion a la
alta de proteinas anti-apoptoticas, lo que permite la evasion de la apoptosis y les confiere resistencia
a los agentes quimioterapéuticos [27]. Por lo tanto, las investigaciones sobre el proceso apoptético y
su regulacion han llevado a un mejor entendimiento de muchos procesos fisiolégicos y patoldgicos,

asi como enfoques terapéuticos a muchas enfermedades.
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Figura 1. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. Las caspasas-8 y 10 se activan en respuesta a la
union de un ligando a su receptor de muerte (TNFR, Fas (CD95) o DR 3, 4, 5y 6) en una via conocida como
la via extrinseca de la apoptosis. La oligomerizacion a través de proteinas adaptadoras en un complejo
conocido como DISC (Death Inducing Signaling Complex) activa a las caspasas iniciadoras que a su vez
proteolizan y activan a las caspasas efectoras (caspasas-3, 6 y 7). Del mismo modo, la caspasa-9 se
oligomeriza con Apaf-1, dATP y el citocromo-c en el apoptosoma después de que el citocromo-c se ha
liberado de la mitocondria, comenzando la via intrinseca de la apoptosis. Esta via puede activarse por varias
sefiales de estrés, como p53, c-Myc, dafio al DNA, agentes quimioterapéuticos, privacion de suero y radiacion
UV (tomado de [28]).
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b. Autofagia

La autofagia (que en griego significa comerse a si mismo) se refiere al proceso evolutivamente
conservado que resulta en la degradacion de los componentes citoplasmicos dentro de los lisosomas
[29]. Es el principal mecanismo intracelular para la degradacion y el reciclaje de proteinas de vida
media larga asi como de organelos .Se observa como respuesta a condiciones de estrés extracelular,
como inanicion, hipoxia, altas densidades celulares o altas temperaturas; asi como a estrés
intracelular, como la acumulacién de organelos o componentes citoplasmicos. Asi, la autofagia se
identificd primero como una via de sobrevivencia que permite a los organismos eucariontes
sobrevivir a la privacion de nutrientes. En los mamiferos, se cree que esta involucrada en procesos
fisioldgicos, incluyendo inanicién, crecimiento celular, mecanismos anti-envejecimiento e

inmunidad innata [30].

En células de mamifero se han descrito tres formas de autofagia: microautofagia, macroautofagia y
autofagia mediada por chaperonas. La micro y macroautofagia se encuentran conservadas desde las
levaduras hasta los mamiferos mientras que la autofagia mediada por chaperonas es exclusiva de
mamiferos [31]. En la macroautofagia, los elementos citosélicos que van a degradarse son
secuestrados por una membrana de aislamiento de origen no lisosomal formando una vacuola
autofagica o autofagosoma. La fusion de los lisosomas con los autofagosomas provoca la
degradacion de los componentes. Durante la microautofagia ocurre un proceso semejante, pero la
membrana lisosomal por si misma se deforma para engullir a los componentes del citoplasma. En la
autofagia mediada por chaperonas, las proteinas citosolicas unidas a una proteina chaperona se unen
selectivamente a un receptor en la membrana lisosomal que ayuda a su translocacion al lumen
lisosomal [29]. De los tres procesos, la macroautofagia (llamada simplemente autofagia) es la via
catabdlica de generacién de energia, de degradacion de macromoléculas y organelos mas

importante en periodos de estrés o de privacion de nutrientes.

El proceso autofagico se asocié con la MCP cuando se observaron células con caracteristicas
autofagicas en tejidos en remodelacion fisioldgica o en células que han sido expuestas a algun tipo
de dafio. Sigue siendo incierto si las caracteristicas autofagicas son resultado de un proceso de
sobrevivencia mas que de un proceso de muerte, pero existe evidencia de que los genes

involucrados en la autofagia son necesarios para la muerte celular en algunos modelos [32, 33].
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El tipo 2 de MCP o muerte autofagica se caracteriza por la formacion de vacuolas autofagicas,
mucho més extensa que la asociada con el recambio citoplasmico en las células sanas. Puede haber
deformaciones en la membrana plasmatica pero las células principalmente muestran una endocitosis
intensa. El nucleo es picnotico algunas veces, pero la picnosis no es tan marcada como en la
apoptosis [3]. Los componentes moleculares de la autofagia (genes Atg o Apg) se identificaron
inicialmente en levadura y son los responsables de la formacion de vacuolas autofagicas de doble
membrana, conocidos como autofagosomas que transportan contenido citoplasmico a los lisosomas

para su degradacion [34].

Dos sistemas parecidos al de ubiquitinacion estan involucrados en la formacion de los
autofagosomas (Figura 2): los sistemas de conjugacién Atgl2-Atgs y el sistema Atg8
(Atg8/Aut7/LC-3). Atgl2 se conjuga primero con Atg7 de una manera dependiente de ATP.
Después, Atgl2 se transfiere a Atgl0 y finalmente a Atg5. Atgl6 interactia después con el
conjugado Atgl2-Atg5. EI complejo Atgl6-Atgl2-Atg5 es parte de la estructura pre-autofagosomal
(PAS). Atgl, Atg2, Atg8, Atg9 y Atgld también se han encontrado en esta estructura, de la cual
parecen generarse los autofagosomas. Alternativamente, la arginina C-terminal de Atg8 es
removida por Atg4, una proteasa de cisteina. Después, Atg8 es activada por Atg7 y transferida a
Atg3. Atg8 se une covalentemente a fosfatidiletanolamina en la glicina expuesta en un proceso
parecido al de la ubiquitinacion, se transfiere a la membrana de la PAS [34-36] y permanece ahi
hasta la fusion con los lisosomas, donde se degrada por proteasas lisosomales [37, 38]. Atg4 puede
actuar como enzima conjugante y como desconjugante; asi, después del corte de Atg8, Atg4 debe
inactivarse para permitir la conjugacion de Atg8 al autofagosoma. Después, cuando el
autofagosoma se fusiona con el lisosoma, Atg4 debe desprender el lipido y reciclar a Atg8 y este

proceso parece estar regulado por ERO [39].

La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K) tipo I es un regulador negativo de la autofagia y se activa por
factores de crecimiento via el receptor de insulina (Figura 2). La activacion de la PI3K tipo |
promueve la fosforilacion de lipidos de la membrana plasmatica que reclutan y activan a Akt/PKB
reprimiendo a los reguladores positivos de la autofagia, TSC1y TSC2. TSC1y TSC2 reprimen a la
proteina G pequefia Rheb que regula a la cinasa blanco de la rapamicina (Tor, target of rapamycin).
La inactivacion de Tor por rapamicina o por inanicion, causa la desfosforilacion de Atg 13. Atg 13
y Atg 17 se asocian con la proteina cinasa Atg 1 para formar el complejo de proteina cinasa Atg 1,
un complejo esencial para la autofagia. Atg 13 desfosforilada aumenta la actividad de cinasa de Atg

1[8, 34, 35]. Por el contrario, la PI3K tipo Il estimula la autofagia. Los precursores de
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Figura 2. Regulacién genética de la autofagia. a. La fosfatidil inositol 3-cinasa (PI13K) tipo I tiene un papel
importante en el control del crecimiento celular por la regulacion de la apoptosis, la sintesis de proteinas y la

autofagia. En los organismos multicelulares, la privacién de nutrientes reduce los niveles de factores de
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crecimiento como la insulina. La insulina regula el crecimiento por unién al receptor de insulina, la activacion
de la PI3K y la fosforilacion de lipidos de membrana (azul). Los reguladores positivos de la autofagia (verde)
comprenden al homologo de fosfatasa y tensina (PTEN), TSC1 y TSC2 y los reguladores negativos (rojo)
incluyen al receptor de la insulina, PI3K, AKT/PKB, Rheb y Tor. b. La autofagia se utiliza para degradar
componentes del citoplasma por la induccién de una membrana que rodea los componentes citoplasmicos,
formando una vacuola autofagica que se une y fusiona con el lisosoma, y eventualmente las hidrolasas
lisosomales degradan el contenido de la vesicula. La falta de nutrientes desencadena la autofagia por la via de
sefializacion de Tor. Tor reprime la autofagia, mientras que los genes Atg se requieren para la formacion de la
vacuola autofagica. Atg 6/Beclin y la PI3K tipo Il son reguladores positivos de la formacién de la vacuola.
La formacién de la vacuola autofagica también comprende dos vias de conjugacion parecidas a la
ubiquitinacién, Atg 8 y Atg 12. Atg 4 codifica para una proteasa de cisteina que proteoliza a Atg 8. Atg 7 es
similar a una proteina E1. Atg 10 y Atg 3 codifican para proteinas parecidas a E2. Atg 5, Atg 12 y Atg 16
estan fisicamente asociadas con la membrana, mientas que Atg 8 se conjuga a fosfatidiletanolamina y se

inserta en la membrana. (Tomado de [34]).

autofagosomas no se generan en células tratadas con los inhibidores de la PI3K wortmanina y 3-
metil adenina (3MA). Atg6/Vps30p (Beclin) se conjuga con Atg 13, Vps 34 y Vps 15 formando el
complejo de PI3K tipo Il requerido para el proceso autofagico [35, 40].

Aunque la cinasa Tor (Target of rapamycin) parece ser el regulador mas importante de la autofagia,
se han descrito también vias de induccion de autofagia independientes de Tor que involucran la

reduccidn de los niveles intracelulares de inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) [41].

Fisiol6gicamente, la muerte celular autofagica pareceria ocurrir durante el desarrollo en regiones
gue degeneran in toto, como las placas epiteliales depués de su cierre o la remocién de los
conductos Miulleriano y Wolfiano, donde el sistema heterofagico estaria completamente ocupado
[3]. Sin embargo, en algunos tejidos se han observado células autofagicas y apoptoticas, como en la
erupcion de los dientes 0 en la regresion de las membranas interdigitales en ratas y ratones.
También se han observado caracteristicas tanto apoptéticas como autofégicas en las mismas células,
como en las gldndulas mamarias de la rata después del destete [42]. No estd claro si las
caracteristicas autofagicas preceden a la aparicion de la apoptosis 0 viceversa o si son dos procesos
completamente independientes. La via de sefializacion de la autofagia se ha implicado en la
activacion de la apoptosis, ya que las enzimas lisosomales pueden cortar a Bid, un miembro pro
apoptético de la familia de Bcl-2, y éste puede inducir la liberacion del citocromo-c [43]. Bcl-X,

puede unir a Beclin e inducir autofagia en células deficientes en Bax y Bak [33] y se ha propuesto
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que la fosforilacion de Bcl-2 por JNK1 regule la transicion entre autofagia y apoptosis en un
modelo de autofagia inducida por privacion de nutrientes [44].

Se ha observado también autofagia en neuronas en modelos de enfermedades neurodegenerativas,
aungue parece ser que la autofagia funciona para remover agregados de proteinas intracelulares mas

gue en un programa activo de muerte celular [29].

¢. Necrosis

El término necrosis se ha usado para la muerte celular no programada que ocurre como resultado de
la exposicién a estimulos extracelulares. Se caracteriza por hinchamiento celular y rompimiento de
la membrana plasmaética, provocando la liberacion de componentes intracelulares y una respuesta
inflamatoria. Ademas, el DNA se degrada arbitrariamente por DNAsas extracelulares o lisosomales
provocando un patrén de barrido en geles de electroforesis [18, 45, 46]. La muerte celular necrética
parece ser importante para el organismo cuando se necesita una respuesta inmune intensa o para los
patégenos intracelulares como forma de asegurar su propagaciéon [45]. Alternativamente, la
isquemia es el ejemplo patoldgico clasico de una condicién necrética donde ocurre una deplecion
dréastica de oxigeno, glucosa y otros factores troficos induciendo la necrosis de células endoteliales,

neuronas, cardiomiocitos, células renales, etc.

Aunque la necrosis es normalmente considerada una muerte accidental, se puede inducir
especificamente por condiciones fisiologicas y patologicas. Las toxinas bacterianas, los
componentes de la respuesta inmune y las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERN) pueden
inducir muerte necrética [45]. Ademas, estimulos extracelulares como citocinas, la estimulacion de
receptores como el TNF, TRAIL, receptores purinérgicos y receptores a glutamato pueden inducir
muerte con caracteristicas necroéticas, lo que se propone puede ser un mecanismo de muerte de
respaldo aparte de la apoptética o que los dos tipos de muerte puedan coexistir en la misma célula
[47]. Por lo tanto, algunos autores han propuesto el término oncosis (de “onkos”, que significa
hinchamiento) como una via pre letal caracterizada por hinchamiento de organelos y por aumento
en la permeabilidad membranal, dejando necrosis como un término usado para describir a las
células o tejidos muertos independientemente del proceso pre letal [48]. Del mismo modo, el
término necrosis programada se usa para describir a la muerte con caracteristicas necréticas que
puede ser desencadenada por una variedad de estimulos especificos, y con sefiales intracelulares
asociadas [45, 46].
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Las cinasas, como la via de las MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases), se han implicado
también en la muerte celular necrética programada, ya que la inhibicion de JNK disminuye la
muerte independiente de caspasas en células miogénicas que mueren con caracteristicas necréticas
después de someterse a una privacion energética [49]. Por otro lado, la poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP)-1 es una proteina nuclear que poli ADP-ribosila otras proteinas y a si misma
después de una ruptura en las hebras de DNA y que parece modular los eventos que llevan a la
reparacion del DNA [50]. Esta enzima disminuye el ATP intracelular para la sintesis de su sustrato,
el NAD+ y parece producir una morfologia de necrosis como resultado de una ruptura intensa de las
hebras de DNA [45]. Ademas, la necrosis neuronal parece ocurrir como resultado de un aumento en
Ca”* intracelular. Conjuntamente, las proteasas de cisteina dependientes de calcio, las calpainas, que
pueden proteolizar una variedad de proteinas del citoesqueleto, enzimas y factores de transcripcion,
se han visto activadas durante la necrosis y la apoptosis [51, 52]. Asi, aunque el papel preciso de
cada molécula sigue siendo incierto, estas sefiales intracelulares, entre otras, como las ERO o el
calcio, parecen estar involucradas en un proceso de muerte celular programada con caracteristicas

de necrosis.

d. Otras Formas de Muerte Celular

Clarke (1990) clasifico a la muerte celular que ocurre durante el desarrollo en tres tipos
dependiendo del papel de los lisosomas. La apoptosis se clasifico como la muerte celular tipo | en
que la célula se degrada por los lisosomas de otra célula (heterofagocitosis). En la muerte celular
tipo Il, la célula se degrada por sus mismos lisosomas (autofagocitosis) y el tipo Il se denomind
degradacion no lisosomal. El tipo Il de MCP se dividi6 en dos tipos. La desintegracion no-
lisosomal se caracteriza por el hinchamiento de organelos seguido de la formacion de espacios
vacios en el citoplasma. La célula después se desintegra en pedazos mas pequefios, la membrana se
fragmenta y no se detecta fagocitosis. El tipo 3B se denominé degeneracion citoplasmica porque los
cambios iniciales parecen ocurrir en el citoplasma. En este tipo de muerte celular, los organelos se
dilatan, aparecen vacuolas en el citoplasma, el nicleo se rompe y la membrana celular se retracta y

se redondea [3].

Leist y Jaattela (2001) introducen una clasificacion diferente basada en la morfologia nuclear. La
apoptosis comprende a las células con una condensacion nuclear pronunciada. La MCP parecida a
la apoptosis se usa para describir tipos de muerte celular con una condensacion de cromatina menos

compacta que en la apoptosis. La MCP parecida a la necrosis se usa para definir la ausencia de



ANTECEDENTES

condensacion de la cromatina y la necrosis accidental se utiliza para la contraparte conceptual de la

MCP, que se evita solamente por la remocion del estimulo [53].

El término paraptosis (para, relacionado a la apoptosis) se introdujo en el 2000 por Sperandio et al,
para describir una muerte celular independiente de caspasas con menos condensacion de la
cromatina que la apoptosis, vacuolas en el citoplasma e hinchamiento mitocondrial. Esta muerte
celular es inducida por el receptor del factor de crecimiento parecido a insulina tipo | (IGF1R) y
mediada por las MAP cinasas JNK1y MEK2 [54].

La catastrofe mitotica es un tipo de apoptosis que ocurre durante la mitosis 0 como resultado de una
falla en la mitosis, evitando divisiones celulares asimétricas. Se puede inducir por alteraciones en
proteinas celulares o después del tratamiento con agentes quimicos, calor o radiaciones y puede ser
mediada por p53 0 CDK1. Comparte con la apoptosis la condensacién de la cromatina, la liberacién
de proteinas pro-apoptéticas mitocondriales, activacion de caspasas y fragmentacién del DNA. En
el caso de la muerte celular dependiente de p53, ésta puede inducir la transcripcion de Bax y Puma,
dos miembros pro-apoptoticos de la familia de Bcl-2; en el caso de la muerte independiente de p53,

la caspasa-2 parece ser la caspasa iniciadora [55, 56].

Finalmente, Fink y Cookson, 2005 proponen el término piroptosis (del griego pyro, relacionado al
fuego o fiebre y ptosis de caida) como una nueva forma de muerte celular inducida por la infeccién
por especies de Salmonella y Shigella que es proinflamatoria y dependiente de la caspasa-1. Este
tipo de muerte celular puede ser importante por el papel determinante de la caspasa-1 en algunos

modelos de muerte como la hipoxia o la isquemia [48].

Las células parecen ser capaces de mostrar caracteristicas de distintos tipos de MCP y la activacion
0 el estado de diferenciacion de cada célula parecen determinar su destino. Mas adn, los programas
de MCP pueden actuar como mecanismos de respaldo para asegurar la muerte [4, 5, 33, 53, 57].
Aln es incierto si los tipos de MCP mencionados se incluyen en otros o si representan un proceso
continuo con diferentes caracteristicas dependiendo del tiempo en el que se observa. Ademas,
algunos sistemas biologicos presentan simultdneamente més de un tipo de muerte celular y una
célula individual puede presentar caracteristicas mezcladas, haciendo aun mas dificil la

clasificacion.
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Muerte Neuronal Programada

En la mayoria de los tejidos, las células que ya no son utiles mueren por MCP y son reemplazadas
por otras. Sin embargo, el sistema nervioso no esta sujeto a este mecanismo homeostético y con
unas pocas excepciones, las neuronas con las que nacemos son esencialmente las mismas con las
gue morimos. Por lo tanto, la muerte celular en el sistema nervioso ocurre principalmente bajo tres
circunstancias. Durante el desarrollo embrionario y postnatal aproximadamente el 50-70% de las
neuronas mueren por MCP y esta muerte es requerida para la formacion adecuada de los tejidos.
Ademas, existe evidencia que sugiere que las neuronas maduras en el cerebro adulto pueden
presentar procesos de MCP y que esta muerte, aunque menos estudiada, puede tener propésitos
similares a los del desarrollo, como la eliminacidn de células generadas en exceso para mantener los
circuitos neuronales que permitan un procesamiento eficiente de la informacién [58]. Las neuronas
también mueren en las enfermedades neurodegenerativas, cuyas causas son esencialmente
desconocidas. Sin embargo, en este sentido se han hecho avances con respecto a los mecanismos
intracelulares y el tipo de MCP involucrada. La muerte neuronal accidental es otra circunstancia.
Ocurre después de un dafio severo como un infarto o trauma y esencialmente no se consideraba

como programada, aungue se ha encontrado evidencia de MCP.

Parece que la muerte neuronal durante el desarrollo ocurre virtualmente en todos los grupos
taxondmicos e incluye diversos tipos de neuronas, tanto en el sistema nervioso central (SNC) como
el periférico [4]. Puede tener distintas funciones dependiendo de la etapa del desarrollo, el subtipo
neuronal y la especie. Durante la embriogénesis temprana, los precursores neurales que proliferan
en la zona ventricular del tubo neural y que posteriormente pueden producir neuronas y células
gliales pasan por el proceso de MCP. Los neuroblastos post-mitéticos jovenes que comienzan a
diferenciarse y a migrar a las capas externas del tubo neural también pasan por el proceso de MCP.
Esta muerte parece requerirse para regular el nimero de precursores que puede afectar el tamafio y
la morfologia de las estructuras resultantes. Para las neuronas post-mitdticas de los vertebrados,
parece ser que el proposito principal de la MCP es hacerlas coincidir con el nimero de células
blanco que inervan. Esto se propuso inicialmente en la hipétesis neurotréfica, que establece que las
neuronas en desarrollo compiten por una cantidad limitada de sefiales de sobrevivencia (factores
neurotroéficos, soporte trofico de las aferentes o de la glia) provenientes de las células blanco. Solo
las células que tuvieran las sefiales suficientes sobrevivirian mientras que las otras moririan por
MCP [1, 58, 59].
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La apoptosis es el tipo principal de MCP involucrada en el desarrollo del sistema nervioso central y
quizas las evidencias mas contundentes vienen del estudio de ratones deficientes en componentes de
las vias de sefializacion apoptoética. La caspasa-3, la caspasa efectora mas importante, tiene un papel
critico durante la muerte celular morfogenética en el cerebro de mamiferos. Los ratones deficientes
en caspasa-3 mueren de 1 a 3 semanas después de su nacimiento con anormalidades severas en el
SNC; muestran una hiperplasia masiva y masas celulares ectdpicas localizadas entre la corteza
cerebral, el hipocampo y el estriado [60]. Este fenotipo particular puede deberse a un nimero
desproporcionado de precursores neurales que no mueren y por lo tanto se diferencian produciendo
células supernumerarias [61]. Ademds, la via apoptdtica mitocondrial estd involucrada en el
procesamiento de la caspasa-3 durante el desarrollo del sistema nervioso ya que los ratones
deficientes en la caspasa-9 y Apaf-1 mueren perinatalmente y embridnicamente respectivamente,
mostrando una activacion deficiente de la caspasa-3 y también muestran malformaciones cerebrales
con un exceso de células en el sistema nervioso, siendo estas anormalidades mas severas que en los

ratones deficientes en caspasa-3 [60, 62, 63].

Los miembros de la familia de Bcl-2 también son importantes en la MCP neuronal durante el
desarrollo. Los ratones deficientes en Bcl-2 muestran ligeros defectos en el desarrollo del sistema
nervioso que principalmente afectan el mantenimiento de algunas sub poblaciones neuronales en la
vida post-natal. Sin embargo, la deficiencia de Bcl-X., un miembro anti-apopt6tico de la familia de
Bcl-2, es letal durante el desarrollo embionario. Aungue la muerte en estos ratones se debe a
defectos en el sistema hematopoyético, se observa una muerte neuronal aumentada en las zonas
intermedia y marginal del cerebro que contiene neuronas inmaduras post-mitéticas. Ademas, la
deficiencia de Bax, un miembro pro-apoptotico de la familia de Bcl-2, resulta en un aumento en el
namero de neuronas inmaduras post-mitéticas. La muerte celular se elimina casi por completo entre
el dia embrionario 11.5 y el primer dia postnatal en la mayoria de los ganglios periféricos, en las
pozas motoras de la médula espinal y en el complejo nuclear trigeminal del tallo cerebral. Se
observa también una reduccion en la muerte de células del cerebelo, retina e hipocampo y los

adultos deficientes en Bax tienen mas neuronas motoras que los ratones silvestres [61, 64].

De acuerdo con estos hechos, la apoptosis es el tipo de muerte celular que se ha encontrado con
mayor frecuencia en los modelos in Vitro de muerte neuronal durante el desarrollo, aunque también
se han observado caracteristicas de otros tipos de muerte neuronal. Las neuronas granulares de
cerebelo (NGC) en cultivo privadas de potasio mueren con caracteristicas apoptéticas como

condensacion nuclear, fragmentacion internucleosomal del DNA, exposicion de fosfatidilserina y



ANTECEDENTES

activacién de caspasas [12, 65-67]. También se han observado caracteristicas autofagicas en este
modelo, como activacion de catepsinas y redistribucién de LC-3 [68, 69]. La formacion de
autofagosomas también se ha observado en otros modelos neuronales de apoptosis como las
neuronas simpaticas del ganglio superior cervical privadas de NGF. Ademads, las caracteristicas
apoptdticas pueden inhibirse por el inhibidor de la autofagia 3-metil adenina, un inhibidor de la
PI3K [70].

A pesar de los defectos tan severos en la MCP del cerebro anterior de los ratones deficientes en
caspasa-3 y 9, la muerte celular en otros tejidos se preserva, sugiriendo que las caspasas puedan
actuar de manera dependiente del tejido o del estimulo [61]. Ademas, en otras regiones del sistema
nervioso cuyo periodo critico de MCP ocurre antes de la muerte del animal como en el tallo
cerebral, la médula espinal y los ganglios periféricos, ocurre un desarrollo normal. Las neuronas en
estas regiones parecen sufrir un tipo de MCP retrasada no-apoptética mostrando condensacién
celular, poca fragmentacion celular en cuerpos apoptdticos y poca condensacion de la cromatina,
presencia de vacuolas citoplasmicas e hinchamiento de mitocondrias y reticulo endoplasmico [4].
Asi, aungue la apoptosis es determinante para formar el SNC en desarrollo, las neuronas parecen ser
capaces de sufrir procesos de MCP alternos en caso de que la apoptosis sea inhibida. Ademas, aun
en los casos de la completa inhibicién de las caspasas, las neuronas post-mitéticas in Vitro, como
las NGC expuestas a privacién de potasio y las neuronas simpaticas privadas de soporte trofico,

pueden presentar una MCP retrasada no apoptética con caracteristicas de autofagia [71].

En contraste con el papel de la apoptosis en el control de la muerte neuronal para una formacién
adecuada del sistema nervioso, existe evidencia de que la autofagia controla la sobrevivencia
neuronal durante el desarrollo. Los ratones deficientes en catepsinas B y L, dos proteasas
lisosomales, muestran atrofia cerebral debida a apoptosis masiva de neuronas en la corteza cerebral
y las capas de Purkinje y granular cerebelares [72]. Del mismo modo, la deficiencia en Atg 5y Atg
7 en el SNC provoca deficiencias en las funciones motoras, con pérdidas neuronales en las cortezas
cerebrales y cerebelares junto con cuerpos de inclusién citoplasmicos con proteinas poli-
ubiquitinadas en las neuronas [73, 74]. Asi, la autofagia parece ser esencial para la sobrevivencia
neuronal durante el desarrollo y su deficiencia puede provocar neurodegeneracion con la presencia
de cuerpos de inclusion con proteinas poli-ubiquitinadas. Adn es incierto si la muerte neuronal no-

apoptdtica durante el desarrollo ocurre s6lo en los casos de inhibicion de la apoptosis.
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Las neuronas también pueden morir como respuesta a un estimulo adverso intenso. Durante un
infarto, las neuronas mueren de hipoxia después de la oclusion de los vasos sanguineos o como
consecuencia de una hemorragia, un proceso esencialmente irreversible. Dada la severidad del
dafio, la isquemia, hipoxia o infarto se consideraban como ejemplos clasicos de una condicidn
necrética [45]. Sin embargo, ahora se sabe la muerte neuronal después de un infarto ocurre
esencialmente en un periodo de dias después del dafio inicial y refleja la excitotoxicidad provocada
por el glutamato, un neurotransmisor excitador en el cerebro. De hecho, los antagonistas a los
receptores a glutamato reducen el dafio después de un infarto administrados antes o después del
ligamiento de una arteria cerebral [75]. También se ha observado tanto in Vivo como in Vitro que
las neuronas en el centro de una region isquémica mueren rapidamente mientras que las neuronas

mas distantes en la penumbra permanecen viables por varias horas [10].

Una caracteristica de la isquemia es la incapacidad de las células de mantener niveles normales de
ATP, lo que resulta en la mayoria de las caracteristicas patoldgicas. Los sistemas de transporte
activo transmembranal se ven afectados, llevando a una mayor permeabilidad membranal con
alteraciones en la distribucién iénica. EI aumento en los niveles de Ca®" intracelular parece
contribuir a la muerte por la activacion de proteasas como las calpainas y a la alteracion en la
funcidn respiratoria mitocondrial que lleva a produccion de ERO. Las ERO pueden inducir dafio al
DNA activando a PARP-1 lo que lleva a una mayor disminucién de ATP y a la muerte celular, ya

sea apoptotica o necrotica [76].

Se han observado varias morfologias de muerte en modelos de isquemia. La disminucion de ATP
puede llevar a una pérdida del potencial de membrana mitocondrial, provocando la liberacion de
proteinas mitocondriales pro-apoptéticas como el citocromo ¢, Smac/DIABLO u Omi/HtrA2 y
provocando un proceso apoptético o liberando a AIF que puede llevar a una MCP independiente de
caspasas [76]. Asi, las caspasas se han involucrado en dafio isquémico cerebral. Se ha observado
aumento en la expresion de las caspasas-1, 3, 8 y 9 en la penumbra en un modelo de isquemia focal
[77]. Ademas, los ratones deficientes en PARP-1 son resistentes a isquemia cerebral, evidenciando
la importancia del proceso necrético [78] y en modelos de hipoxia-isquemia se ha observado un
aumento de catepsina B, de vacuolas autofégicas y redistribucion de LC-3 [79, 80] implicando un
proceso autofégico. Los inhibidores de caspasas y de PARP-1 se han usado en modelos animales de
isquemia en miocardio y se ha observado una reduccion en el tamafio del infarto. De nuevo, se
necesita un mejor entendimiento de los mecanismos que llevan a la muerte celular para el disefio de

terapias adecuadas.
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Cultivo de Neuronas Granulares de Cerebelo (NGC) de Rata

Un modelo muy utilizado para el estudio de la muerte neuronal es el cultivo de NGC de rata. Las
NGC son generadas postnatalmente por células en division de la capa germinal externa, las cuales
migran a la capa granular donde son inervadas por los axones de las fibras musgosas excitadoras del
tallo cerebral. Durante este proceso ocurre una eliminacion masiva de NGC por un proceso
apoptotico. Se calcula que al final de la tercera semana de desarrollo se han eliminado cerca del
50% de las neuronas granulares generadas durante la etapa proliferativa [81].

Cuando las NGC de ratas de 8 dias postnatales se cultivan, se requieren condiciones despolarizantes
crénicas como alto potasio extracelular (20 mM) para asegurar su supervivencia, lo cual se observa
hasta los 5-7 dias in Vitro (DIV) y que corresponderia con el tiempo en gque las NGC establecen sus
conexiones presinapticas glutamatérgicas con las fibras musgosas en el desarrollo in Vivo [82]. Las
altas concentraciones de potasio extracelular (K25) evitan la muerte de las NGC aumentando las
concentraciones intracelulares de calcio y evitando el aumento en expresion de la caspasa-3 [65].
Tanto el IGF-1 como el alto potasio promueven la fosforilacién de Akt, una cinasa necesaria para la
sobrevivencia, y el LY294002, un inhibidor de la PI3K, la cual fosforila a Akt, inhibe el efecto

protector de ambos [83].

Por otro lado, cuando estas neuronas se mantienen por 6-8 DIV con KCI 25 mM (K25) y se
transfieren a un medio con KCI 5 mM (K5), alrededor del 40%-80% de las células mueren en 24-48
horas respectivamente, con caracteristicas apoptéticas, mostrando una activacién de las caspasas-9
y 3, liberacion de citocromo-c, translocacion de fosfatidilserina, condensacion nuclear y
fragmentacion internucleosomal del DNA [12, 65, 66, 84]; no muestran estrés del RE y si muestran
desfosforilacion de la GSK-3p [85]. También se ha encontrado que la privacion de suero y potasio
provoca que NfkB se localice Unicamente en el citoplasma, evitando su efecto de transcripcion en el
nucleo [86]. Esta muerte es dependiente de Bax, ya que las NGC de los ratones deficientes en Bax
no mueren por privacion de potasio [87] y se reduce marcadamente en presencia de inhibidores de
caspasas, antioxidantes [12, 65, 88], cicloheximida, actinomicina D, sustancias como la forskolina
que aumentan la concentracion de cCAMP, IGF-1 [65, 84] y agonistas de receptores de glutamato
como el NMDA [89]. La 3-metil adenina (3-MA), inhibidor de la PI3K, disminuye también la
muerte inducida por privacion de suero y potasio [68, 69], y esta misma muerte puede ser evitada

con el tratamiento de oligonucle6tidos antisentido contra GAPDH.
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La susceptibilidad a la muerte por bajo potasio en NGC correlaciona con la expresion de los canales
de potasio de dos poros TASK que son responsables de la corriente de salida de K+ en células en
reposo y cuando se expresan, la transicion de alto a bajo potasio hiperpolariza la membrana de -36 a
-75 mV aproximadamente [90]. Sin embargo, ain no es claro el mecanismo exacto por el que la
hiperpolarizacion inicia la apoptosis.

La privacién de potasio en NGC normalmente se acompafia de privacion de suero, ya que la adicién
de suero a cultivos maduros mata a la mayoria de las células en un lapso de 1 hora. Esta toxicidad
puede evitarse por antagonistas de los receptores NMDA y por la utilizacion de suero dializado,
sugiriendo una muerte de tipo excitotoéxico provocada por componentes del suero [91]. Cuando se
cultivan, las neuronas se encuentran indiferenciadas. El glutamato presente en el suero no tiene un
efecto excitotoxico porque las células probablemente tienen pocos receptores a glutamato. Por otro
lado, cuando las células se diferencian y tienen una cantidad critica de receptores a glutamato, el
glutamato ya no es tan abundante en el medio y la adicidn de suero fresco provocaria la muerte de

tipo excitotoxico.

Por otro lado, si las NGC se cultivan por 6-8 DIV con K25 y se cambian a un medio sin suero con
la misma concentracion de potasio, alrededor del 35% de las células mueren a las 48 horas, sin
mostrar fragmentacién internucleosomal ni condensacion nuclear del DNA, por lo que la muerte
parece ser no apoptdtica [67]. Se ha encontrado también aumento en la concentracion de ERO y
proteccion de la muerte por antioxidantes y antagonistas de receptores a glutamato [92]. Asi, en este

modelo, la privacion de potasio y suero parece inducir muerte tanto apopt6tica como no apoptotica.

Canu et al (2005) proponen que la apoptosis observada por la privacion de potasio y suero sea
precedida de un proceso autofagico, y que se necesita la actividad de la catepsina B para la
activacion de la caspasa-3. Sin embargo, Kaasik et al (2005), no observan proteccion de la
privacion de potasio y suero por un inhibidor de la catepsina B y si por uno de la L y proponen una
muerte dependiente de catepsina L parcialmente independiente de la caspasa 3, ya que cuando estas
enzimas se inhiben por separado se rescata solo el 20-40% de las células a diferencia de un 80%
cuando se inhiben ambas. Por lo tanto, el papel de la autofagia en la muerte por privacion de suero y

potasio es aun controversial [68, 69].
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Las NGC mueren también por otros estimulos. Cuando se tratan con estaurosporina (STS), un
inhibidor de proteinas cinasas, mueren con caracteristicas apoptoticas. Alrededor del 50% de las
NGC mueren en 24 horas cuando se tratan con STS 0.5 uM, esta muerte estd acompafada de la
activacion de las caspasas-2, 9y 3, de la liberacion del citocromo-c y el DNA se fragmenta [66, 93].
Por otro lado, cuando se tratan con glutamato 100 uM, en presencia de glicina y en ausencia de
magnesio para activar por completo al receptor tipo NMDA, mueren de manera excitotdxica, con

una entrada masiva de calcio y con pérdida de la integridad de la membrana plasmatica [94].

Definicién del Tipo de Muerte Neuronal Programada

Las neuronas pueden presentar caracteristicas de mas de un tipo de muerte celular, ya sea como un
mecanismo de respaldo cuando la via tradicional de muerte es inhibida [4, 57], en respuesta a un
inductor de muerte particular [10, 68, 69, 95] o presentar distintos tipos de muerte dependiendo del
tratamiento utilizado [14]. Aunque es dificil clasificar a las células que mueren por la mezcla de
eventos morfolégicos y bioquimicos que podrian clasificarse en mas de un tipo, se han propuesto
gue algunos factores puedan influenciar la forma de MCP que se presenta.

El aumentar la intensidad del estimulo en tiempo o concentracion puede cambiar el tipo de muerte
de apoptosis a necrosis. Sin embargo, esta morfologia necrética podria resultar de la lisis celular
previa a la activacion o finalizacion de un programa de MCP, y la apoptosis y la necrosis podrian
representar los extremos de un continuo de posibles formas de muerte celular [5]. Algunos trabajos
han mostrado que la manipulacion de condiciones intracelulares pueden cambiar el tipo de MCP en
neuronas y en células no-neurales [5, 9, 96, 97], y aunque se desconoce practicamente lo que
especificamente determina que una célula muera de una forma u otra, a continuacion se describen

algunos mecanismos que se han propuesto pueden influir en la forma en que las células que mueren.

a. El Metabolismo Energético y la Forma de Muerte Neuronal

Las demandas celulares de ATP pueden satisfacerse por la glicélisis anaerobia citoplasmica o por la
fosforilacion oxidativa mitocondrial. Ademas del papel central de la mitocondria como proveedor
de ATP durante el metabolismo aerobio, el organelo se ha implicado en la ejecucién de la muerte,
especialmente apoptotica. Las mitocondrias contienen proteinas pro-apoptéticas como el citocromo-
¢, Smac/DIABLO u Omi/HtrA2 que cuando se liberan al citosol, pueden activar a las caspasas, 0

AIF, que puede producir una MCP parecida a la apopt6tica sin activacion de caspasas. Ademas, se
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ha sugerido que las mitocondrias puedan influir en el tipo de muerte celular ya sea apoptética o

necrotica dependiendo de su estado funcional.

La apoptosis es un proceso activo bien organizado con algunos pasos dependientes de ATP (Figura
3). Ademas, se propone que la apoptosis necesita mitocondrias relativamente intactas [10] y ciertos
niveles de ATP para ocurrir [98].

La activacion de la caspasa-9 en la via mitocondrial de la apoptosis requiere de la formacion del
apoptosoma, un proceso dependiente de ATP. En este proceso, el citocromo-c citoplasmico
interacciona con Apaf-1 y la procaspasa-9 de manera dependiente de dATP o ATP [99]. La
formacion del apoptosoma parece estar bien regulada por nucleétidos, como moléculas susceptibles
de hidrdlisis y como moléculas que regulan la unién de proteinas involucradas en el ensamble de
este complejo. Se sabe que dATP existe como cofactor de Apaf-1 monomérico, se hidroliza a dADP
después de la activacién por citocromo-c y posteriormente se intercambia por dATP para generar el
apoptosoma activo. Si la concentracion de dATP es insuficiente para el intercambio del nucleétido
después de la hidrolisis, Apaf-1 se oligomeriza en un apoptosoma inactivo que contiene una
molécula de ADP estrechamente unida [100]. Por otro lado, se ha propuesto que los nucleétidos
intracelulares puedan bloquear la formacién del apoptosoma y la activacién de caspasas ya que en
varios modelos de apoptosis se da una disminucidon en la concentracion intracelular total de
nucleotidos, ademas de que la inyeccion de nucleétidos a la célula inhibe la apoptosis inducida por

citocromo-c y por estimulos intrinsecos de muerte [101].

Los cambios nucleares apoptéticos pueden comprender un mecanismo de transporte activo nuclear
que requiere hidrolisis de ATP, y se ha demostrado que se necesita ATP para la condensacién de la
cromatina, para su localizacion en la periferia nuclear y para la formacion de cuerpos apoptéticos
pero no para la fragmentacion internucleosomal del DNA in Vitro [102]. Ademas, los pasos de la
apoptosis mediados por proteinas cinasas dependen por definicion de ATP, que se usa como
donador de grupos fosfato para la fosforilacion de proteinas. También se ha demostrado que Bcl-2
puede ser inactivada por fosforilacion mediada por JNK, la cual también fosforila y activa proteinas
pro-apoptéticas como Bad, Bim y Bmf. JNK también estimula la formacién de Bid truncada lo que
puede llevar a la activacion de la caspasa-8. A su vez, JNK se activa por estimulos apopt6ticos via
una cascada de otras proteinas cinasas y ademas de JNK, otras proteinas cinasas (PKC, DAP, Akt,

p38, etc.) estan también involucradas en mecanismos pro- o anti-apoptéticos [103].
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No solo se necesita el mantenimiento de un cierto nivel de ATP intracelular para el proceso
apoptdtico; ademas, las NGC privadas de potasio que pasan por un proceso apoptotico muestran un
aumento en los niveles intracelulares de ATP asi como en su carga energética. Este ATP proviene
tanto de la fosforilacion oxidativa como de la glicolisis ya que la oligomicina, un inhibidor de la
ATP sintasa mitocondrial puede inhibir el aumento del ATP y el citrato, un inhibidor de la
fosfofructocinasa-1, puede inhibir el aumento en produccion de lactato observado en estas células
durante la apoptosis. Cuando los agentes que disminuyen el ATP se utilizan separadamente, las
neuronas aln muestran caracteristicas apoptoticas, aunque el ATP disminuye. Sin embargo, cuando
se utilizan al mismo tiempo, las NGC no muestran fragmentacion internucleosomal del DNA y si un
aumento en la liberacion de la lactato deshidrogenasa (LDH), ambas caracteristicas de necrosis aun

en la ausencia de un estimulo apoptético [9].

La excitotoxicidad por glutamato se considera generalmente un proceso necrético. Sin embargo, las
NGC expuestas a glutamato muestran dos poblaciones de neuronas en proceso de muerte. La
primera poblacion muere inmediatamente después de la exposicion a glutamato, pierde el potencial
de membrana mitocondrial y muestra una permeabilizacion de la membrana plasmatica asi como un
aumento en el tamafio nuclear. La segunda poblacién sufre una muerte retrasada. Estas células
mantienen una poblacion de mitocondrias con bajos niveles energéticos, pero pueden recobrar su
potencial de membrana mitocondrial y su carga energética celular y finalmente mueren por
apoptosis. Asi, esas neuronas que pueden recobrar su integridad mitocondrial son las que finalmente
mueren apoptéticamente [10]. Ademas, se pensaba que se necesitaba una disminucion en el
potencial de membrana mitocondrial para la liberacion de proteinas mitocondriales pro apoptoéticas.
Sin embargo, las neuronas hipocampales en cultivo expuestas a estaurosporina (STS), otro agente
inductor de apoptosis mantienen su potencial de membrana mitocondrial ain cuando se ha activado
la caspasa-3, el citocromo-c ha sido liberado y las sefiales de apoptosis nuclear ya son evidentes
[104]. Asi, el proceso apoptotico parece necesitar la preservacion de los organelos, especialmente

las mitocondrias y ciertos niveles de ATP para respaldar los procesos dependientes de energia.

La inhibicion de la respiracion por si misma puede causar muerte celular apoptética o necrotica en
una linea celular no neuronal dependiendo del tiempo de exposicion. Si las células se tratan con
inhibidores mitocondriales por 3 horas y después se les permite recuperarse en un medio con alta
glucosa, muestran caracteristicas apoptoéticas. Sin embargo, si se tratan de 24-48 horas, mueren de
manera necrética. En esta modelo, el contenido de ATP disminuyd a 30-40% de los niveles iniciales

durante la privacion energética de 3 horas y regresaron a sus niveles normales durante la
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recuperacién. Sin embargo, siempre se mantuvo en un rango mucho mas alto que los valores de las
constantes de Michaelis de la mayoria de las enzimas que consumen ATP. Ademas, si la deplecion
energética se prolongaba a 5 horas, la recuperacion adn restauraba los niveles de ATP pero producia
una muerte necrotica [6]. Asi, sensores intracelulares de ATP pueden haber detectado una ligera 'y
temporal disminucion en ATP y activado la maquinaria apoptética o pueden haber detectado una
disminucion grave en ATP que pueda comprometer la homeostasis celular y transformado la sefal
en una sefial de necrosis. Algunos sensores de ATP que se han descrito son la cinasa Tor y la cinasa
activada por AMP (AMPK) que se han visto involucrados principalmente en la sefializacion
autofagica [105].

La cinasa Tor pertenece a la familia de cinasas relacionada a la cinasa de fosfatidil inositol (PIKK).
Contiene un dominio de cinasa de serina/treonina carboxi terminal y hacia el extremo amino del
mismo, contiene un dominio de unién a FKBP12-rapamicina. Funciona rio abajo de la PI3K tipo | y
Akt en la sefializacion de factores de crecimiento regulando la sintesis de proteinas, la biogénesis de
ribosomas y la importacién de nutrientes. La privacion de aminoacidos, particularmente la ausencia
de leucina, resulta en una rapida desfosforilacion de S6K1 y 4E-BP2, los efectores de Tor, mientras
que el restablecimiento de aminoacidos provoca su refosforilacion. Los aminoécidos parecen activar
a Tor via la inhibicion de TSC1-TSC2 o por estimulacién de Rheb. Tor también puede sensar el
estado energético de una célula a través de AMPK. AMPK se activa en respuesta a una alta relacion
AMP/ATP y la AMPK activada regula a la baja los procesos energéticamente demandantes como la
sintesis de proteinas y estimula los procesos generadores de ATP como la oxidacion de &cidos
grasos. Cuando se encuentra activa, AMPK fosforila directamente a TSC y aumenta su actividad de
proteina activadora de GTPasa llevando a la inhibicion de la sefalizacién de Tor. Existen muy
pocos trabajos sobre el papel de Tor o de AMPK en el sistema nervioso. En Drosophila
melanogaster, Tor afecta el tiempo de la diferenciacion neuronal. La activacion de su via de

sefializacién lleva a una diferenciacion acelerada, mientras que su inhibicion la retrasa [8, 105].

Ademas del papel de la autofagia como un proceso productor de ATP durante la falta de nutrientes,
se han descrito procesos dependientes de ATP que se llevan a cabo durante la formacion de los
autofagosomas (Figura 4). Atg7 activa a la glicina carboxi-terminal de Atgl2 en un proceso
dependiente de ATP formando con él un enlace tioéster para que pueda ser transferido a Atgl0 y
finalmente a Atg5, formando el conjugado Atgl12-Atg5 esencial para el proceso autofagico [36]. No
se sabe aln si la cinasa Tor o AMPK estéan relacionadas con la definicion del tipo de MCP o si el

estado energético de la célula también determina que la célula muera autofagicamente. Sin
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embargo, los niveles de ATP también se han visto involucrados en la regulacion de MCP
autofégica. Las neuronas corticales embrionarias de rata en cultivo mueren apoptdticamente cuando
se tratan con camptotecina. Sin embargo, si también se tratan con un inhibidor general de caspasas,
muestran una muerte retrasada con caracteristicas morfologicas de autofagia. Mientras que el ATP
se mantiene en la muerte apoptoética inducida por camptotecina, la muerte independiente de
caspasas muestra una disminucion en los niveles de ATP después de 12 horas de tratamiento junto
con un aumento en ERO. La suplementacion de glucosa y un agente antioxidante aumentan la
sobrevivencia de neuronas que mueren de manera independiente de caspasas, mientras que no tiene

efecto en la muerte apoptdtica inducida por camptotecina [57].

La gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), una enzima glicolitica, también se ha visto
implicada en la muerte celular independiente de caspasas. Esta enzima parece contribuir a la
recuperacion del potencial de membrana mitocondrial en lineas celulares tratadas con un agente
inductor de apoptosis junto con un inhibidor general de caspasas, probablemente a través de un
aumento en la glicélisis, un aumento en el ATP y promoviendo un proceso autofagico. La GAPDH
se transloca al ndcleo, induce expresién de Atgl2 y el proceso autofagico ayuda a eliminar las

mitocondrias dafiadas contribuyendo a un aumento en la sobrevivencia celular [106].

Por otro lado, varias proteinas involucradas en la sefializacion apoptética funcionan como
importantes reguladores del metabolismo celular. La remocién de factores tréficos lleva a una
disminucién en el metabolismo y a la remocién de transportadores de nutrientes de la superficie
celular, a una disminucion en la velocidad glicolitica, disminucion de sustratos para la fosforilacion
oxidativa, despolarizacion de la membrana mitocondrial y cambios en la morfologia mitocondrial.
Bax puede funcionar como sensor energético 0 actuar en respuesta a un sensor energético ya que se
activa, oligomeriza y se trasloca a la mitocondria en respuesta a privacion de glucosa, y su
activacion puede inhibirse aumentando los niveles de transportadores de glucosa o la actividad de
enzimas glicoliticas. Bad se fosforila después de la activacion de cinasas como Akt, Pim-2 y Ras,
las cuales funcionan en el control metabdlico. Ademas, Bad se ha encontrado en complejos con la
glucocinasa en hepatocitos y se ha propuesto que la fosforilacion de Bad regule la actividad de esta
enzima. Bad también se desfosforila por privacion de glucosa o de factores tréficos. Por altimo, las
cinasas Akt y Pim-2 regulan la sobrevivencia en respuesta a factores troficos. Akt puede regular
directamente a la glicélisis aumentando la velocidad de transporte de glucosa y aumentando las

actividades de la hexocinasa y la fosfofructocinasa (PFK)-1, asi como la fosforilacion de PFK2.
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También puede fosforilar a la ATP citrato liasa, una enzima importante para la sintesis de acidos

grasos y la importacion de acetil coenzima A al citoplasma [107].

A diferencia de los procesos apoptoticos y autofagicos dependientes de ATP, en la necrosis ocurren
procesos que disminuyen el ATP. Algunas situaciones como la isquemia, la inflamacion, el dafio
inducido por ERO vy la excitotoxicidad por glutamato se acompafian con una disminucién en ATP
por sobreactivacion de PARP-1 [46]. Como se menciona anteriormente, PARP-1 une oligdmeros de
ADP-ribosa a si misma y a otras proteinas en respuesta a rupturas en el DNA que pueden ser
inducidos por ERO como el peroxinitrito y radical hidroxilo [76]. Como el NAD+ es sustrato de
esta enzima, la activacion de PARP-1 induce disminucién de ATP para la sintesis de su sustrato
[45]. Esta profunda disminucion de ATP puede disminuir los sistemas de transporte activo
membranal llevando a una mayor permeabilizacion membranal, una distribucion alterada de iones y
una disminucion del potencial de membrana mitocondrial. Estos eventos pueden llevar finalmente a
la ruptura de organelos y a la lisis celular [46]. Durante la apoptosis, PARP-1 es proteolizada por la
caspasa-3 en sitios especificos en el dominio de unién a DNA de la enzima. Estos fragmentos
mantienen su actividad enzimatica pero no pueden ser estimulados por rupturas en el DNA. La
funcién de la protedlisis de PARP-1 mediada por caspasa-3 parece ser el proteger a los sustratos
energéticos de su uso por PARP-1, dejando suficiente energia para la ejecucién del proceso

apoptotico [76].

PARP-1 también se ha implicado en la MCP independiente de caspasas, ya que su activacion induce
la translocacion de AIF y apoptosis. EI NMDA induce muerte celular en cultivos primarios de
neuronas corticales a través de la activacion de AIF en una manera dependiente de PARP-1, ya que
los cultivos deficientes de PARP-1 no muestran translocacion de AIF, condensacién nuclear o
muerte celular [76]. Ademas, en el mismo modelo, el peroxinitrito (ONOO-) puede inducir la
activacion mitocondrial de PARP-1 y la misma secuencia de eventos. Si los niveles de NAD+ son
restablecidos en estos cultivos a través de liposomas que contienen NAD+, el potencial de
membrana mitocondrial se preserva y se reduce la muerte celular [108]. Se sugiere que el
restablecimiento de los niveles de NAD+ puede fomentar la glicOlisis que podria estar bloqueada
durante la activacion de PARP-1. Los sustratos energéticos como el piruvato pueden rescatar a estas

células de la muerte restableciendo los niveles de ATP [76].

Las implicaciones de la disminucion de energia para el destino final de las células que mueren

pueden ser particularmente relevantes en el sistema nervioso, donde las enfermedades
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neurodegenerativas asi como los dafios como la hipoxia-isquemia se asocian generalmente con

defectos en el metabolismo celular y con dafio oxidativo.
b. La Importancia del Metabolismo Oxidativo en la Forma de Muerte Neuronal

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) son productos del metabolismo
celular normal. Ambos tienen efectos benéficos y dafiinos sobre los sistemas vivientes. Los efectos
dafiinos se denominan estrés oxidativo y nitrosativo respectivamente y ocurren cuando existe una
sobreproduccion de ERO y ERN junto con una deficiencia en los sistemas antioxidantes. Asi, a
concentraciones altas, las ERO pueden dafar estructuras celulares, &cidos nucléicos, lipidos y
proteinas. En el sistema nervioso, se observa dafio por ERO en condiciones patolégicas como el
dafio por isquemia/ reperfusion y también se observa dafio oxidativo en des6rdenes neuroldgicos
como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson [109]. Los efectos benéficos ocurren en
concentraciones bajas 0 moderadas y comprenden papeles fisiol6gicos en respuestas celulares como
defensa contra agentes infecciosos, funciones en sistemas de sefializacion celular y en la induccion
de una respuesta mitogénica. Las vias de sefializacién que se sabe se activan por un aumento en la
produccién de ERO comprenden a las cinasas JNK y p38, la proteina cinasa D (PKD), que puede
actuar como un sensor de ERO en la célula junto con NfkB y como inductor de la expresion de

enzimas antioxidantes [13, 110].

El estrés oxidativo se ha implicado en la MCP neuronal, ya sea como un efector de muerte celular
causando dafio oxidativo al DNA, lipidos y proteinas, o como moléculas sefializadoras via factores
celulares sensibles al estado de 6xido-reduccion. En particular, las ERO se han implicado en la
muerte neuronal apoptotica (Figura 3) [12, 13, 88], necrética [45, 46], autofagica (Figura 4) e
independiente de caspasas [16, 57].

La muerte apoptética de NGC inducida por privacion de potasio, asi como de neuronas simpaticas
apoptéticas privadas de factores tréficos, muestra un aumento en la producciéon de ERO que se
puede inhibir por antioxidantes y evitar la muerte neuronal [12, 88, 111]. La exposicién a glutamato
muestra un aumento en ERO dependiente de Ca®* y la reduccion de estas ERO por antioxidantes
protege a las neuronas hipocampales, asi como a las corticales [112]. El influjo de Ca** durante la
excitotoxicidad también puede estimular a la sintasa de 6xido nitrico (NOS) para producir NO y asi
aumentar aun mas la produccion de ERO a través de la respiracion mitocondrial [46]. Finalmente,

las neuronas corticales tratadas con camptotecina y un inhibidor general de caspasas que mueren
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con caracteristicas autofagicas muestran un aumento en la produccion de ERO que no ocurre en las

neuronas apoptoticas que se tratan Unicamente con camptotecina [57].

Ademas, al igual que el estado energético, existe evidencia que sugiere que el estrés oxidativo asi
como el nitrosativo pueden regular la forma de MCP. Como con otros tratamientos, la intensidad de
la exposicion a ERO parece definir si las células mueren apoptotica o necréticamente, y los cultivos
de neuronas corticales tratadas con ONOO- mueren apoptdticamente con tratamientos leves pero
necréticamente cuando se aumenta la intensidad de la exposicion [113]. Asimismo, la exposicion de
NGC a ERO especificas pueden producir distintas formas de muerte. Se produce una morfologia
apoptética después de la exposicion a anion superdxido o a oxigeno singulete y se produce una

morfologia necrotica después de la exposicion a peréxido de hidrégeno [14].

Algunas sefales intracelulares también se han asociado con la definicién del tipo de muerte. Las
NOS neuronal y endotelial requieren Ca®* para su actividad. El influjo de Ca®* que ocurre durante la
muerte excitotdxica puede activar a la NOS y producir una cantidad excesiva de NO que puede
inhibir al complejo | mitocondrial y promover la generacion de ERO por este complejo,
aumentando la intensidad del dafio y posiblemente determinando un final necrético. EI NO también
puede inhibir a la apoptosis afectando al complejo | mitocondrial y disminuyendo los niveles de
ATP [96]. Ademas, el NO puede evitar la actividad de la caspasa-3 por nitrosilacion, inhibir
directamente a la apoptosis y promover necrosis [46]. Por otro lado, el citocromo-c se puede
nitrosilar dentro de la mitocondria en su grupo hemo, y la inhibicion de la nitrosilacion de
citocromo-c puede disminuir su capacidad de activar caspasas [100]. EI NO puede también activar a
PARP-1 en neuronas en proceso de excitotoxicidad, las ERO pueden inducir rupturas en las hebras
de DNA que llevan a su activacion y los inhibidores de PARP-1 son neuroprotectores en este
modelo [114]. Las ERO pueden también causar translocacion de AIF a través de una disfuncion

mitocondrial por mecanismos dependientes e independientes de PARP-1 [76].

Las defensas antioxidantes en la célula también pueden influir en la transicién apoptosis/necrosis.
El dafio a los sistemas antioxidantes celulares (superoxido dismutasa y catalasa) evita la
fragmentacion internucleosomal del DNA, la activacion de caspasas y produce liberacién de lactato
deshidrogenasa (LDH) en NGC privadas de potasio [97].

Aungue no se ha establecido un papel preciso de las ERO en el proceso autofégico, se ha propuesto

que la autofagia pueda funcionar para eliminar organelos viejos o dafiados oxidativamente junto con
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agregados de proteinas asociados con enfermedades neurodegenerativas [105], dando un papel
antioxidante a la autofagia. Sin embargo, existen evidencias de que el proceso autofagico puede
necesitar la produccion de ERO. En diferentes modelos de autofagia, la muerte puede ser evitada
por antioxidantes [39, 57, 115]. En la linea celular L929 tratada con un inhibidor general de
caspasas, un modelo no-neuronal de muerte autofagica, la via de sefializacion involucrada en la
formacion de caracteristicas autofagicas involucra la degradacion selectiva de la catalasa, uno de los
principales antioxidantes celulares, cuya eliminacion causa un desbalance oxidativo, peroxidacion
lipidica y finalmente una muerte celular no apoptdtica [115]. Adicionalmente, los cultivos de
neuronas corticales de rata tratados con camptotecina y un inhibidor general de caspasas mueren
con caracteristicas autofagicas presentando disminucion energética, formacion de radicales libres y
un antioxidante confiere proteccién contra la muerte neuronal [57]. El blanco de las ERO parece ser
la cisteina 81 de Atg4. Scherz-Shouval R, et al (2007) encontraron produccién de ERO en lineas
celulares autofagicas sometidas a privacion de nutrientes, las caracteristicas autofagicas pueden ser
evitadas por la adicion de antioxidantes y las células transfectadas con AtgdA®® muestran menos
caracteristicas autofagicas que las silvestres. Asi, proponen que la elevacion en concentracion de
ERO (H,O,) inactivaria a Atg4, promoviendo la lipidacion de Atg8. Posteriormente, en el
autofagolisosoma, la concentracion de ERO debe ser menor permitiendo la activacion de Atgd y
reciclando Atg8 [39]. Asi, las ERO podrian también estar involucradas en vias de sefializacion de

autofagia.
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Figura 3. Pasos relacionados con ATP y ERO en la apoptosis y la necrosis. En la apoptosis se han
descrito varios pasos dependientes de ATP como la formacion del apoptosoma, la condensacion de la
cromatina y la formacion de cuerpos apoptdticos. Ademas, las cinasas involucradas en la apoptosis, como
JNK, utilizan ATP como donador de grupos fosfato y pueden fosforilar a miembros de la familia Bcl-2 e
inactivar a sus miembros anti-apoptdticos y activar a Bad, Bim y Bmf, los miembros pro-apoptéticos. JINK
también puede inducir la protedlisis de Bid a su forma truncada. Por otro lado, la isquemia-reperfusion, la
inflamacién, el dafio inducido por ERO y la excitotoxicidad por glutamato puede inducir un decremento en
ATP debido a una sobreactivacion de PARP-1. PARP-1 también se ha visto involucrada en la MCP
independiente de caspasas debido a que su activacién induce translocacion de AIF al nucleo y apoptosis.
Durante la apoptosis, la caspasa-3 proteoliza a PARP-1 evitando la disminucién en ATP. En influjo de Ca®*
durante la excitotoxicidad puede estimular a la sintasa de NO para producir NO y aumentar la produccién de
ERO por la respiracion mitocondrial. EI NO también puede disminuir a la apoptosis afectando al complejo |

mitocondrial y disminuyendo los niveles de ATP. Ademas, el NO puede inactivar a la caspasa-3 por
nitrosilacion e inhibir directamente a la apoptosis promoviendo necrosis. (7ﬁr = pasos dependientes de ATP;

N\ = = pasos dependientes de ERO, ERN).
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Figura 4. Pasos relacionados con ATP y ERO en la autofagia. La cinasa Tor y la AMPK son dos proteinas

que pueden considerarse sensores energeticos. Los aminodcidos pueden activar a Tor por la inhibicién de

TSC1-TSC2 o por la estimulacion de Rheb. La AMPK se activa en respuesta a un aumento en la relacion

AMP/ATP y una vez activa regula a la baja procesos con alta demanda energética como la sintesis de

proteinas y estimula procesos generadores de ATP como la oxidacion de acidos grasos. Ademas, durante la

formacion de autofagosomas, Atg7 activa una glicina carboxi-terminal de Atgl2 en un proceso dependiente

de ATP de manera que pueda transferirse a Atgl0 y finalmente a Atg5. EI ATP también se necesita para la

conjugacion de Atg8 y Atg7, que estan también involucrados en la formacion de los autofagosomas.

Finalmente, Atg4 puede estar regulada por ERO de manera que pueda unir y posteriormente desprender una

fofatidiletanolamina (PE) de Atg8 durante la formacion del autofagosoma. (* = pasos dependientes de ATP;

N = pasos dependientes de ERO).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha encontrado que en diversos modelos la muerte neuronal se puede dar por mas de uno de los
procesos anteriormente descritos. Asi, un estimulo de muerte puede producir caracteristicas apoptoticas,
autofagicas e incluso necroticas. Por otro lado, las células parecen contar con mecanismos de muerte
alternos. Estos pueden funcionar cuando se inhibe la via que normalmente tomarian o cuando se alteran
ciertos procesos celulares necesarios para llevarla a cabo, como alteraciones en el estado energético u

oxidante.

Asi, la condicion particular de la célula como su estado energético y el estado oxidante, parecen ser
responsables, cada una por su lado o en combinacion con la otra, de contribuir a la aparicion de
caracteristicas de cierto tipo de muerte celular; ya sea programada (autofiagica o apoptdtica) o no
programada (necrdtica). En este trabajo se pretende conocer la contribucion del estado energético celular
y del contenido de especies reactivas de oxigeno como inductores de cierto tipo de muerte,
particularmente muerte necrotica, apoptotica o autofagica. Con este proposito, se utilizd un modelo de
muerte neuronal como es el cultivo de neuronas granulares de cerebelo (NGC) de rata sometidas a

distintos tratamientos inductores de muerte.



HIPOTESIS

HIPOTESIS

La concentracion intracelular de ERO asi como la de ATP, éste tltimo como medida del estado
energético de la célula, determinaran las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de NGC en

proceso de muerte inducida por diversos estimulos.

OBJETIVO GENERAL

Conocer la contribucion del estado energético neuronal, asi como de las especies reactivas de
oxigeno para definir el tipo de muerte de NGC en cultivo ante distintos tratamientos inductores de

muerte.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el tipo de muerte (apoptdtica, autofagica, necrética) que presentan las NGC con distintos
estimulos de muerte (privacion de potasio, privacion de suero, privacion de potasio y suero,

estaurosporina, glutamato).

Evaluar el papel del estrés oxidativo de las NGC en la progresion de la muerte apoptética y su

posible cambio a otro tipo de muerte en células tratadas con antioxidantes.

Evaluar el papel de la concentracion intracelular de ATP en relacion a la activacion del tipo de
muerte observado y su posible cambio a otro tipo de muerte en células tratadas con inhibidores

energéticos.
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Cultivos celulares: Los cultivos primarios de NGC se hicieron de ratas Wistar de 8 dias
postnatales de acuerdo a la técnica descrita por Moran y Patel (1989) [82] y se crecieron en
condiciones despolarizantes de KCI 25mM. Después de 7-8 dias in Vitro (DIV), estas células se
utilizaron como controles en todos los experimentos (C) o recibieron un tratamiento inductor de
muerte. Los tratamientos utilizados fueron: cambio a KCI 5 mM sin suero (K5), cambio a KCI
25 mM sin suero (K25), cambio a medio condicionado con suero y con potasio (K5+S), o
estaurosporina 0.5 uM(STS). Las células se incubaron durante distintos tiempos y se prepararon
para su analisis inmediato (tincion de Hoechst, viabilidad, etc.). Se utilizaron también células
del mismo cultivo crecidas desde un inicio en potasio 5 mM (K5i) para utilizar este medio en el
tratamiento de las células con suero privadas de potasio (K5+S). Para inducir excitotoxicidad
por glutamato, las células de 7 DIV se trataron con glutamato 100 uM (Glu) en medio Locke
(NaCl 154 mM, KCI 5.6 mM, NaHCO;3; 3.6 mM, CaCl, 2.3 mM, Hepes 10 mM pH 7.4) a 37°C
junto con glicina 1 uM para activar completamente los canales tipo NMDA por 30 min.
Posteriormente, se les regreso el medio condicionado con K25 por el tiempo indicado en los
tratamientos. Las células control de glutamato se trataron con medio Locke por 30 min a 37°Cy
después se les regresd el medio condicionado por el tiempo indicado (Locke). En algunos
experimentos se utilizaron NGC que se siembran con medio que contiene KCI 5 mM desde los
0 DIV.

Viabilidad celular: Se utiliz6 la técnica de reduccion de MTT, basada en la transformacién del
mismo en azul de formazan por las células viables. Las células se incubaron con MTT (0.25
mg/mL) durante 15 min y el colorante se extrajo con DMSO por 30 min para su lectura a 570
nM. También se utilizé la tincion con diacetato de fluoresceina (FDA), un fluor6foro permeable
a la célula que se proteoliza por las esterasas celulares haciéndolo impermeable y tifiendo a las
células con esterasas activas y con una membrana plasmatica integra. Al mismo tiempo, se
incubaron con yoduro de propido (IP), un fluor6foro impermeable a la célula que Unicamente
puede intercalarse en el DNA de las células que tienen la membrana plasmatica dafiada. Las
células se incubaron con FDA 5 uM y con IP 7 uM durante 5 min a 37°C. Posteriormente, se
lavaron con PBS a temperatura ambiente (TA) y se observaron en un microscopio de
epifluorescencia Nikon, utilizando los filtros G2A y B2A. Se conto el total de células en campo
claro y las tefiidas con cada uno de los fluor6foros. Los resultados se expresan como % de

células tefiidas.
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Condensacion nuclear: Las células se crecieron en cubreobjetos y después del tratamiento se
fijaron con formaldehido al 4% en PBS durante 30 minutos a TA, se incubaron con Hoechst
(Molecular Probes) al 0.01% por 5 min, se lavaron con PBS y se montaron utilizando
glicerol/PBS para ser observadas al microscopio de epifluorescencia utilizando un filtro UV
BA-2. Los resultados se expresan como porcentaje de nlcleos condensados.

Fragmentacion internucleosomal: Las células se recolectaron en buffer de lisis (Tris 10 mM,
EDTA 10 mM, NaCl 10 mM, SDS 2%, pH=7.4), se incubaron 30 min a 4°C, y se digirieron con
proteinasa K (400 ug/ml) a 56°C por 2 hrs. EI DNA se extrajo con fenol-cloroformo, se
precipitd con etanol, y las muestras se digirieron con RNasa A (Roche, 8 ug/ml) y se
visualizaron con tincion de bromuro de etidio después de correrse en un gel de agarosa al 1.5%
en TBE 0.5x (Trizma 1M, &cido bérico 40 mM, EDTA 1mM).

Tincién con monodansilcadaverina (MDC): Las células se crecieron en cubreobjetos y
después del tratamiento se incubaron con MDC 0.5 uM en PBS por 10 min, se lavaron con PBS,
se montaron en una camara de perfusion y se observaron en un microscopio de fluorescencia
utilizando un filtro de DAPI. Para la tincion con Anexina, las células se incubaron con 20 pl/ml
de reactivo Anexin-FLUOS Staining Kit y con ioduro de propidio 3 uM por 10 min a 37°C, se

lavaron con PBS y posteriormente se incubaron con MDC.

Microscopia electrénica: Las células se lavaron, se fijaron con glutaraldehido al 3% en PBS, se
recolectaron y el botén se fijé con OsO,4 1%. Después de lavarse, las células se deshidrataron en
concentraciones ascendentes de etanol y se embebieron en resina Epon. Las secciones de 70 nm
se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron en un microscopio
electrénico JEOL JEM-1200 EXII (JEOL, Japon).

Determinacion de ATP: Las células se trataron con los distintos estimulos de muerte, se
lavaron con PBS y se lisaron con solucion liberadora de ATP (Sigma) durante 10 min.
Posteriormente se recolectaron, centrifugaron y se separ6 el sobrenadante para su analisis por
HPLC. La proteina se cuantificé tanto en el pellet como en el sobrenadante. Las condiciones
utilizadas en el cromatdgrafo fueron las descritas por Crescentini, G. y Stocchi, V., 1984 [116].
Fase A: KH,PO, 0.1M pH=6.0; Fase B: KH,PO, 0.1M pH=6.0/Metanol 90/10. Flujo 1.2
ml/min, A 100% 4 min, gradiente a 100% de B en 9 min, gradiente a 100% de A en 1 min.
Tiempo de corrida, 20 min deteccion a 260nm. Columna: Phenomenex Prodigy ODS3 250 x

4.6mm, Sum.
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Liberacion de LDH: La actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de
cultivo se determind espectrofotométricamente. Después del tratamiento se tomo una alicuota de
medio y se colocd en una celda de cuarzo con KH,PO, 1M pH 7.5, NADH 0.2 uM vy piruvato
0.3 uM y se midi6 la disminucion de NADH a 340 nm. Las proteinas se cuantificaron por el
método de Bradford [117] y el resultado se expresa como pumol de lactato por mg de proteina

por hora.

Inmunoblot: Las células se lavaron con PBS y se homogenizaron usando buffer de lisis (Tris
25 mM, NaCl 50 mM, lgepal 2%, SDS 0.2% e inhibidores de proteasas (Complete, Roche),
pH=7.4). La concentracién de proteinas se determind por el método de Bradford [117]. Se
tomaron 30 ug de los homogenados, se separaron en un gel de acrilamida Tris-Tricina al 20% y
se transfirieron a una membrana de PVDF (polyvinylidene fluoride; Immobilon-P, Millipore).
Se bloquearon con TBS (Trizma 100 mM, NaCl 150 mM, pH=7.5) y se incubaron durante toda
la noche con un anticuerpo primario de conejo anti-LC3 (PD014, MBL Int.) o con un anticuerpo
monoclonal anti GAPDH (Chemicon) a 4°C, ambos anticuerpos se utilizaron a una dilucion
1:1,000. Después de lavarse, las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario anti-
conejo (Zymed) a una dilucion 1:15,000 o anti-ratén (Sigma) a una dilucion 1:30,000 acoplados
a fosfatasa alcalina por 1h a temperatura ambiente. Las membranas se revelaron con un sistema
de quimioluminiscencia (CDP-Star) y expuestas a placas Kodak. El analisis densitométrico
utilizado se realiz6 con el programa Image-J del NIH version 1.38x. Como control positivo, se

utiliz6 rapamicina 200 nM junto con pepstatina A 20 ug/ml por 24h.

Inmunocitoquimica: Las NGC se crecieron en portaobjetos previamente recubiertos con 25 pg/
ml de poli-L-lisina. Después del tratamiento, las células se fijaron con paraformaldehido al 4%
en PBS por 10 min, se lavaron y se permeabilizaron con citrato de sodio al 0.1% y Triton al
0.1%. Las células se bloquearon con suero de cabra al 10% en Triton al 0.3% en PBS por 1h, se
lavaron y se trataron con reactivo de TUNEL (Roche) acoplado a fluoresceina por 60 min a
37°C. Posteriormente se incubaron con anticuerpo primario anti-LC3 (PM036, MBL Int.) a
1:100 en solucion de blogueo toda la noche a 4 °C. Las células se lavaron y se incubaron con
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a rojo Texas (Vector) a 1:500 en solucion de
bloqueo a 37 °C, se lavaron y se montaron utilizando medio de montaje Vectashield (Vector

Labs) con DAPI. Las células se observaron en un microscopio Olympus IX7a a 100X.

Deteccion de ERO: Las NGC se trataron con un medio con KCI 25 mM sin suero (K25), con
un medio con KCI 5 mM sin suero (K5) por 4 h o se trataron con estaurosporina (STS) 0.5 mM

por 5 h y se incubaron por 30 min con dihidroetidio 3.2 mM (Molecular Probes) en medio de
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cultivo a 37°C. Las células se lavaron con PBS, se fijaron con formaldehido al 3% en PBS a
4°C por 7 min, se lavaron y se observaron en un microscopio Nikon de epifluorescencia
utilizando un filtro G2A (excitacion 546 nm, emision 590 nm). Como controles positivos se
utilizaron H,0O, 25 uM y xantina/ xantina oxidasa (XaXQO). Las NGC se trataron por 4 h con
H,0, y para el tratamiento con XaXQO, se incubaron con xantina 100 uM por 2 h y después se
trataron con xantina oxidasa 45 mM/ml por otras 2 h. EIl MnTMPyP (MN, Calbiochem) se

utilizé a una concentracion de 50 uM por el tiempo indicado.

Analisis estadistico. Los datos en las gréficas expresan media + error estandar (ES) de mas de
tres experimentos independientes, se utilizaron ANOVAs de una via seguidas de una prueba
post-hoc de Tukey-Kramer para comparaciéon de medias (P < 0.05) utilizando el software Systat
11 (Systat Software, Inc.)
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I. Determinacion del Tipo de Muerte de NGC Sometidas a Distintos Tratamientos
Inductores de Muerte

a. Viabilidad
Con el fin de determinar el curso temporal de la pérdida de viabilidad en NGC sometidas a los
distintos tratamientos, evaluamos viabilidad celular por ensayo de MTT a diferentes tiempos.
Los tratamientos utilizados fueron los siguientes: privacion de suero y potasio (K5), privacion
de suero (K25), privacion de potasio (K5+S), estaurosporina 0.5 uM (STS), glutamato 100 uM
(Glu).
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Figura 5. Viabilidad de NGC sometidas a distintos tratamientos inductores de muerte: Los
tratamientos utilizados fueron privacion de suero (K25), privacion de suero y potasio (K5), privacion de
potasio (K5+S), estaurosporina 0.5 uM (STS), glutamato 100 uM (Glu), control de glutamato (Locke). La
viabilidad se determiné por MTT (A) y por tincién con FDA (B) y de IP (C). Las graficas muestra datos
de 5 experimentos independientes y se representa la media + error estandar. * = diferencia significativa a
partir del tiempo indicado con respecto al tiempo = Oh, p < 0.01.
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Cuando la viabilidad se mide por medio de la reduccion del MTT, las células tratadas con
privacion de suero (K25) muestran una disminucién significativa a partir de las 12 horas y a las
72 horas muere alrededor del 33% de las células (Figura 5A). Las células tratadas con STS y
con K5, muestran una peérdida en la viabilidad muy parecida entre ellas y van disminuyendo
gradualmente hasta llegar al 22-32% de viabilidad respectivamente a las 72 horas (Figura 5A).
Esta disminucion gradual coincide con la muerte con caracteristicas apoptoticas que se sabe
pueden inducir estos estimulos [65, 66]. La muerte por privacion de potasio (K5+S) comienza a
ser significativa hasta las 24 horas y la viabilidad llega aproximadamente a 56% a las 72 horas,
sugiriendo que la muerte observada en las células tratadas con K5 se deba a una combinacién de
la privacion de suero y potasio y no so6lo a la privacién de potasio, aunque la contribucion a la
muerte de la privacion de potasio es mayor (Figura 5A).

El tratamiento con glutamato (Glu) indujo la méxima pérdida en la viabilidad a las 8 h llegando
a un 50% vy la viabilidad se mantuvo hasta las 72h (Figura 5A). Esta pérdida en viabilidad tan
rapida coincide con la muerte necrética que se ha reportado en estas células bajo este estimulo
[10]. Los controles de glutamato (Locke) mantienen su viabilidad constante, con un 88% de
sobrevivencia hasta las 72h (Figura 5A). En este tratamiento, la aparente pérdida en viabilidad
gue se observa a las 12 horas podria deberse a un evento de estrés oxidativo ya que la inhibicion

en la reduccion del MTT se puede utilizar también para medir ERO.

Como se sabe que las NGC muestran un aumento en la produccién de ERO durante la muerte
apoptotica (Valencia y Moran, 2001), y que éstas pueden interferir en la reduccion del MTT, se
corrobor6 la viabilidad por FDA. ElI FDA (diacetato de fluoresceina) es un fluor6foro permeable
a las membranas celulares. Al entrar a la célula es procesado por las esterasas haciéndolo
impermeable. Por lo tanto, las células que muestran tincion con FDA tienen esterasas
funcionales y una membrana plasmética integra. También como pardmetro de dafio a la
membrana plasmatica, se evalu6 la tincion con yoduro de propidio (IP). EI IP es un fluor6foro
impermeable a la célula, por lo que al existir una membrana plasmatica integra, éste no puede
penetrar a la célula. Por otro lado, cuando hay un dafio en la membrana plasmatica, el IP puede
penetrar e intercalarse en el DNA, dando al nlcleo una coloracion roja al ser visto en un

microscopio de fluorescencia.

En la tincién con FDA, la Unica condicion que muestra reduccién significativa con respecto al
control a las 6 horas son las células tratadas con glutamato (Glu, Figura 5B). También ésta es la
Unica condicion que muestra un aumento significativo con respecto al control a este tiempo
(Figura 5C). Las células K5 no muestran diferencia con respecto al control ni a las 6 ni a las 12

horas, apoyando la idea de que el estrés oxidativo interfiere con la reduccion del MTT o que la
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disfuncion en las deshidrogenasas celulares precede a la pérdida de integridad de la membrana
plasmatica en este tratamiento (Figura 5B). A las 12 horas, la Unica diferencia en viabilidad se
ve en el tratamiento con STS (Figura 5B), con un 51%, comparado con un 72% observado a este
mismo tiempo en el MTT (Figura 5A). Probablemente la STS cause mayor dafio a la membrana

plasmatica en este tiempo que los otros tratamientos inductores de apoptosis.

Los tratamientos de K25, K5+S y el control de glutamato (Locke) no muestran diferencia con
respecto al control hasta las 24 horas cuando la viabilidad se mide por FDA (Figura 5B), a
diferencia de lo observado en el MTT, donde si se observan diferencias a estos tiempos (Figura
5A). La diferencia en ambos métodos podria deberse a posibles procesos de estrés oxidativo en
estos tratamientos que interfieran con la reduccion del MTT. Lo anterior pone en evidencia la
importancia de medir la viabilidad por mas de un método.

Del mismo modo, las células tratadas con Glu comienzan a mostrar incremento en la tincién de
IP desde las 6 h, consistente con la pérdida drastica de la viabilidad que se da a este tiempo y
nos da otra sefial mas de muerte necrdtica en este tratamiento. A las 24 horas, los demas
tratamientos muestran aumento en la tincion con IP (K25, K5, K5+S, STS), indicando cierto
dafio en la membrana plasmatica consistente con la liberacién de LDH observada en estos

tratamientos a este mismo tiempo (Figura 8).

b. Condensacién Nuclear y Fragmentacién Internucleosomal

Para evaluar el tipo de muerte que se presenta en estos tratamientos, se estudiaron primero
algunas caracteristicas apoptéticas. Se evaluaron la condensacién nuclear y la fragmentacion
internucleosomal del DNA. La condensacién nuclear se evalué por tincion de Hoechst de

acuerdo a lo descrito en materiales y métodos.

Se observ6 condensacion nuclear en las células tratadas con K5, K5+S, STS y Glu (Figura 6).
Se observa un aumento gradual en la condensacion nuclear en las células tratadas con K5y
STS. La STS induce la mayor condensacion nuclear, llegando hasta un 88% a las 72h. Las
células tratadas con Glu mostraron un aumento en la condensacién nuclear a las 8 horas, que se

mantiene hasta las 72h.

Los controles del glutamato (Locke), asi como las células K25 no mostraron condensacion
nuclear hasta las 72 horas (Figura 6), sugiriendo que la condensacion observada en las células

K5 se debe a la privacion de potasio y no a la privacion de suero.
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Figura 6. Curso temporal de la condensacién nuclear evaluada por tincién de Hoechst en NGC
sometidas a distintos tratamientos: privacion de suero (K25), privacion de suero y potasio (K5),
privacion de potasio (K5+S), estaurosporina (STS), glutamato (Glu), control de glutamato (Locke). La
grafica muestra datos de 3 experimentos independientes y se representa la media + error estandar. * =

diferencia significativa con respecto at = Oh; p < 0.01.
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Figura 7. Fragmentacién internucleosomal del DNA en NGC sometidas a diferentes tratamientos
inductores de muerte. Las NGC se crecieron por 7 DIV en K25 (C), o se trataron con privacién de suero
(K25), privacién de suero y potasio (K5), privacion de potasio (K5+S), estaurosporina (STS), glutamato
(Glu), control de glutamato (Locke). EI DNA se extrajo a distintos tiempos de acuerdo a lo descrito en

materiales y métodos y se evalué la fragmentacion internucleosomal del mismo.

Se evalu6 también la fragmentacion internucleosomal del DNA en los tratamientos ya
mencionados. En las NGC tratadas con K5, K5+S y STS se observa fragmentacion
internucleosomal desde las 8 horas de tratamiento (Figura 7), lo que coincide con el aumento en
condensacion nuclear observado en estos tratamientos (Figura 6) y con la morfologia apopt6tica
que se esperaba observar en estas células. Las células tratadas con privacion de suero (K25) no
muestran fragmentacion internucleosomal ni condensacién nuclear hasta las 48 h (Figura 6), por

lo que la pérdida en viabilidad observada a este tiempo por MTT (Figura 5A) no puede deberse
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a un evento apoptético. Hasta aqui podemos concluir que las caracteristicas apoptoticas que se

observan en las células K5 se deben a la privacion de potasio y no a la de suero.

En las células tratadas con Glu se observa degradacion del DNA desde las 8 h (Figura 7). A las
24 h, el DNA se encuentra completamente degradado, se observa un barrido caracteristico de
necrosis con una ligera fragmentacion internucleosomal (Figura 7). Por lo tanto, de acuerdo a lo
reportado anteriormente [10], la pérdida en viabilidad a tiempos cortos puede deberse a un
evento necroético y posteriormente las células que sobreviven pueden morir por un proceso
apoptdtico mas lento. Las células control de glutamato (Locke), asi como las células control, no
mostraron degradacion del DNA en todos los tiempos estudiados (Figura 7).

c. Permeabilizacién de Membrana Plasméatica

Para evaluar caracteristicas necroticas, se evaluo la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)
al medio de cultivo como medida de dafio en la membrana plasmatica. La LDH es una enzima
citosolica y normalmente no se libera al medio, por lo que el encontrar actividad de la enzima en
el medio de cultivo es indicativo de que ha ocurrido un dafio en la membrana plasmatica y ésta

se ha liberado.
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Figura 8. Liberacion de LDH evaluada en NGC sometidas a distintos tratamientos por 24 horas.
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Las células se crecieron cronicamente en alto potasio (C), crénicamente en bajo potasio (K5i) o se
trataron con: privacion de suero y potasio (K5), privacion de suero (K25), privacion de potasio (K5+S),
estaurosporina (STS), glutamato (Glu), control de glutamato (Locke). La actividad de LDH se evalu6 de
acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. La grafica muestra datos de 7 experimentos

independientes. * = diferencia significativa, p < 0.01.

Para tratar las células K5+8S, se utiliza el medio condicionado de NGC crecidas cronicamente en
KCI 5 mM (K5i) con suero. Como estas células se encuentran en proceso de muerte [118], se

midi6 también la actividad de LDH en células crecidas cronicamente en bajo potasio a los 7 dias
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para descartar que la actividad observada en las células K5+S se debiera a las células que habian

muerto previamente por el bajo potasio crénico (Figura 8).

Las células K5 no mostraron diferencia con el control (C) y si con las células privadas de suero
(K25), sugiriendo que la privaciéon de potasio pueda inducir liberacién de LDH a las 24 h
(Figura 8). Sin embargo, las células privadas de potasio (K5+S) no mostraron diferencias en
liberacion al compararlas con las células de las que se toma el medio para tratarlas (K5i), por lo
que si la privacion de potasio puede inducir liberacion de LDH a las 24 h, ésta no debe ser muy
importante (Figura 8). Las células privadas de potasio (K5+S) muestran mayor liberacion de
LDH que las privadas de suero y potasio (K5, Figura 8). Esta diferencia se atribuye a que el
medio utilizado para tratar las células K5+S viene de células en proceso de muerte (K5i). Las
NGC cultivadas en medio con KCI 5 mM mueren alrededor de los 4-5 dias [82], por lo que si el
medio se toma a los 7 dias, la mayoria de estas células deben estar muertas y debe de existir
LDH en el medio.

Las células tratadas con STS muestran mayor liberacion de LDH que el control (K25),
sugiriendo un posible dafio a la membrana plasmatica en este tiempo. En 24 horas, las células
tratadas con STS y con K5 muestran una viabilidad medida por tincion con FDA del 44 y del
57% respectivamente, y del 66 y 55% medida por MTT (figura 5). Posiblemente algunas de las
células que murieron apoptéticamente (mostrando condensacién nuclear y fragmentacion
internucleosomal) hayan sufrido una necrosis secundaria debida a la ausencia de fagocitos en el

cultivo mostrando un aumento en la liberacion de LDH a este tiempo.

A las 24 h, la maxima liberacion de LDH se observo en las células tratadas con glutamato, que
coincide con la aparicion de un barrido (Figura 7) por la degradacion del DNA causada por
DNAsas extracelulares, por lo tanto el dafio a la membrana plasmética es evidente en este
tiempo bajo este tratamiento. También las células tratadas con Glu muestran mayor liberacion
de LDH que sus controles de acuerdo a lo esperado, lo que sugiere que a este tiempo, las células

han muerto necréticamente.
d. Tincion con Monodansilcadaverina (MDC)
El otro tipo de MCP que se estudio fue la muerte autofagica. Para estudiar las caracteristicas

autofagicas realizamos una tincién con monodansilcadaverina y evaluamos la aparicién de

autofagosomas por microscopia electrénica en los distintos tratamientos.
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Se utilizé un MDC como un indice preliminar de la cantidad de autofagosomas en las células.
Se sabe que este colorante autofluorescente tifie compartimentos esféricos acidos con alta
densidad membranal y con contenido de catepsina D y fosfatasa acida [119]. También se
sugiere gue tiene alta afinidad por el contenido lipidico de las vacuolas autofagicas [120] por lo
gue aunque se espera una tincién basal de lisosomas en la célula, un aumento en la fluorescencia
podria indicar la formacion de autofagosomas o autofagolisosomas que son compartimentos con

contenido acido de doble membrana.

Bampton et al (2005) [121], al comparar diferentes marcadores para autofagia, encontraron que
la MDC marc6 compartimentos acidicos positivos para CD63, un marcador de endosomas/
lisosomas tardios. También observaron aumento en la tincion de MDC aun en fibroblastos
deficientes en Atg5 tratados con rapamicina. Sin embargo, se sabe que ocurre un aumento en la
fluorescencia de células tefiidas con MDC a las cuales se les induce autofagia. Ademas, se ha
reportado que en NGC ocurre un aumento en la fluorescencia de MDC que correlaciona con un
patron punteado de LC3 [68].

Figura 9. Tincion con monodansilcadaverina (MDC) en NGC tratadas con distintos inductores de
muerte por 8h. Las células control se crecieron desde el inicio en KCI 25 mM y a los 7 DIV se
sometieron a distintos tratamientos inductores de muerte: privacién de suero (K25), privacion de suero y

potasio (K5), privacion de potasio (K5+S), estaurosporina (STS), glutamato (Glu), control de glutamato



RESULTADOS

(Locke). Se muestran fotografias en Nomarski y utilizando un filtro de fluorescencia UV BA-2, el

aumento utilizado es de 63x, la barra representa 10 uM.

Las células tratadas con MDC mostraron un aumento en tincion en la condicion de K5 a partir
de las 2 horas y hasta las 8h de tratamiento (Figura 9). Esta tincidn se concentra en un polo de la
célula y las células se ven més alargadas que los controles. Las células K25 y K5+S mostraron
también un aumento en la fluorescencia comparadas con el control, aunque no tan marcada
como la observada en las células K5 (Figura 9). Probablemente la privacion de suero pueda

inducir una respuesta autofagica como resultado a una privacion de nutrientes.

Las células tratadas con STS no mostraron acumulacion en la tincién parecida a la observada en
K5 a ninguno de los tiempos evaluados (Figura 9). Sin embargo, la fluorescencia es distinta a la
observada con los otros tratamientos ya que parece que los puntos tefiidos son mas grandes que
los que se observan en el control. Probablemente la acumulacion de la tincion en un polo de la
célula sea una caracteristica exclusiva de las privaciones de suero y de potasio, y la diferencia
en tincion de las células tratadas con STS comparadas con el control (K25), sea la que indique

que se lleva a cabo un proceso autofagico, si es que éste esta ocurriendo.

Algunas de las células tratadas con Glu y del control de glutamato (Locke) mostraron una
tincién parecida a las células K5, por lo que probablemente el permanecer en medio Locke
pueda inducir la formacion de autofagosomas como respuesta a la privacion de nutrientes. Sin
embargo, la formacion de autofagosomas parece no estar involucrada en la muerte bajo estos
tratamientos ya que el tratamiento con 3MA no evita la muerte inducida por Glu (resultados no

mostrados).

e. Microscopia Electrénica de NGC Sometidas a Distintos Tratamientos Inductores de

Muerte

A pesar de existir diversas técnicas para evaluar caracteristicas apoptdticas y autofagicas, la
apoptosis se describié inicialmente por la morfologia de las células que mueren,
caracterizdndose por una disminucion en el volumen celular y una condensacion nuclear y de la
cromatina. Por otro lado, existe controversia sobre las técnicas utilizadas actualmente para
detectar autofagia [37], por lo que la técnica mas contundente sigue siendo la observacion de
vacuolas autofégicas por microscopia electronica. Por lo anterior, las células sometidas a los
distintos tratamientos se observaron en el microscopio electronico. Las células C, K25, K5,

K5+Sy STS se trataron por 12 hy las células de Glu y Locke por 8 h.
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Figura 10. Microscopia electrénica de NGC sometidas a distintos tratamientos inductores de
muerte. Las células control (C) se crecieron desde el inicio en KCI 25 mM y a los 7 DIV se sometieron a
distintos tratamientos inductores de muerte: privacion de suero (K25), privacion de suero y potasio (K5),
privacion de potasio (K5+S), estaurosporina (STS), glutamato (Glu), control de glutamato (Locke). Los
asteriscos sefialan las estructuras consideradas como autofagosomas y las flechas sefialan estructuras
preautofagosomales. N, ndcleo; MN, membana nuclear; RE, reticulo endoplasmico; CC, cromatina

condensada; MP, membrana plasmatica. La barra representa 1 uM.
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En las células control (C), se observa un nucleo con la cromatina no condensada y se aprecian
mitocondrias sanas (Figura 10). En las células K25, no se observa gran diferencia con respecto
al control (Figura 10). Sin embargo, se observa una ligera condensacion de la cromatina, se
observan algunas vacuolas de doble membrana con contenido autofagico que se consideran
como autofagosomas (asteriscos) y membranas que parecen estructuras pre-autofagosomales
(flechas). Las células K5+S muestran una ligera condensacion de la cromatina y se observan

algunos autofagosomas (Figura 10).

En las células K5, se observa una intensa vacuolizacion y gran nimero de autofagosomas, la
cromatina se condensa tanto en la periferia del nicleo como en cimulos dentro del mismo
(Figura 10). Por lo tanto, bajo este tratamiento, las células muestran tanto caracteristicas
apoptéticas como autofagicas. Las células tratadas con STS también muestran condensacion de
la cromatina en la periferia nuclear principalmente y se observan vacuolas con contenido
autofagico, comprobando la aparicion de caracteristicas autofagicas durante la muerte inducida
por STS (Figura 10).

En las células tratadas con Glu, no se observa condensacion de la cromatina, incluso las células
se ven hinchadas, de acuerdo con el proceso necrético que se sabe esta ocurriendo en la muerte
por este estimulo (Figura 10). En los controles del glutamato, se observan vesiculas autofagicas,
de acuerdo a lo observado en la tincion con MDC, aunque este proceso podria deberse a una
sefial de sobreviviencia por la privacion de nutrientes a la que se someten estas células (Figura
10).

f. Concentracién de ATP en NGC Sometidas a Distintos Tratamientos Inductores de

Muerte

Con el fin de evaluar si el estado energético celular influye en el tipo de muerte presentada, se

determinaron los niveles de ATP en las NGC sometidas a los distintos tratamientos por HPLC.

En las células K5+S, K25 y CG, las concentraciones intracelulares de ATP se mantienen hasta
las 24 h (Figura 11). Por el contrario, en las células tratadas con K5, STS o con Glu, se observa
una disminucion gradual de ATP (Figura 11). En el caso de las células K5, se observa un
aumento en la concentracion de ATP a las 4 h, y una disminucion gradual en la misma que

muestra diferencias con el control hasta las 24 h (Figura 11).

Las células tratadas con STS muestran diferencias en el contenido de ATP a las 12 y a las 24 h.

En el caso de Glu, la disminucion en ATP se observa desde las 2 h (Figura 11). Una
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disminucién drastica en los niveles de ATP se ha asociado con muerte de tipo necrético [122].
Por lo tanto, la caida en ATP de las células tratadas con Glu corresponde con las caracteristicas

necraticas que se observan en este tratamiento.

Las células tratadas con STS se comportan de acuerdo a lo esperado en un proceso apoptotico,
donde la disminucién en el ATP se da de manera gradual [101]. Sin embargo, aungue en las
células K5 y K5+S los niveles de ATP aumentan y muestran caracteristicas apoptéticas, no
sucede lo mismo en las células tratadas con STS, por lo que ni el mantener los niveles
energéticos ni la disminucion gradual de los mismos parecen ser necesarios para observar

caracteristicas apoptoticas.
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Figura 11. Concentracion de ATP de NGC sometidas a distintos tratamientos inductores de muerte.
Las NGC se sometieron a los siguientes tratamientos: privacion de suero (K25), privacion de suero y
potasio (K5), privacion de potasio (K5+S), estaurosporina (STS), glutamato (Glu), control de glutamato
(Locke) por el tiempo indicado y se evaluaron sus niveles de ATP por HPLC. La grafica muestra media +
error estandar de un minimo de 3 experimentos independientes, * representa diferencias significativas

con respecto a t = 0; p< 0.05.

Con el fin de determinar si la concentracion de ERO influye en la aparicion de caracteristicas de

cierto tipo de MCP, determinamos las ERO producidas durante los diferentes tratamientos.

g. Produccién de ERO en NGC Sometidas a Distintos Tratamientos

Se sabe que durante el proceso de muerte apoptotica por privacion de suero y potasio de las
NGC hay una produccién de ERO [12] y que las ERO pueden promover muerte apoptotica y
necrdtica en NGC [14]. Por otro lado, las ERO parecen también tener un papel importante en la

muerte autofagica [16]. Por lo tanto, evaluamos la concentracion de ERO en NGC sometidas a
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los tratamientos estudiados por medio de tincion de dihidroetidio (DHE). EI DHE es un
compuesto reducido que puede ser oxidado por ERO, especialmente anidn superédxido (O,7),
posteriormente se intercala en el DNA y puede evaluarse por nucleos tefiidos de rojo en un

microscopio de fluorescencia.

Se observa un aumento en la cantidad de nucleos tefiidos con DHE desde las 2 h en las NGC
tratadas con Glu (Figura 12), lo cual podria deberse a una cantidad masiva de calcio que entra a
la célula y que podria activar procesos productores de ERO. Esta concentracion se mantiene
hasta las 8 h, lo que podria provocar cambios oxidativos en la célula como una peroxidacion

lipidica que llevaria a la pérdida de integridad de la membrana plasmética.
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Figura 12. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) evaluada por tincion de dihidroetidio
(DHE) en NGC sometidas a los distintos tratamientos. Las NGC se sometieron a los siguientes
tratamientos: privacién de suero (K25), privacién de suero y potasio (K5), privacion de potasio (K5+S),
estaurosporina (STS), glutamato (Glu), control de glutamato (Locke) y se evalué la produccién de ERO a
diferentes tiempos. La grafica muestra datos de un minimo de 3 experimentos independientes y se

representa la media + error estandar, * representa diferencias de t = 0 con p < 0.01.

De acuerdo con lo reportado anteriormente [12], también se observa un aumento en la
concentracion de ERO en las NGC tratadas con K5 a las 4 horas, la cual coincide con la
observada en las células K25 (Figura 12). Ambos tratamientos no muestran diferencias al
compararlos entre ellos a este tiempo (p = 0.01), por lo que la privacion de suero podria estar
produciendo el aumento en ERO en las células K5. Ademas, este aumento no se observa en las
celulas K5+S (Figura 12) en donde la tincion a DHE no aumenta hasta las 8 h, sugiriendo que la

privacion de suero provoca la produccién de ERO de las células con K5. Por otro lado, las
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células con K5 mueren con caracteristicas apoptdticas, mientras que las K25 no, por lo que la
produccién de ERO en general no se puede asociar con las caracteristicas apoptoticas. Aunque
se sabe que el uso de antioxidantes puede evitar la aparicién de caracteristicas apoptoticas en las
NGC tratadas con K5 [12], probablemente los niveles o la fuente de las ERO determine si éstas
participan o no en la morfologia apoptdtica. Finalmente, Las células tratadas con STS muestran
un aumento en tincién de DHE a las 8 h, al igual que las células K5 (Figura 12). Este aumento
en ERO coincide con la fragmentacion internucleosomal del DNA en ambos casos, por lo que

faltaria evaluar si este aumento en ERO esté involucrado en la morfologia apoptética.

. Papel de la Apoptosis y la Autofagia en cada uno de los Tratamientos de Muerte

a. Viabilidad de NGC Utilizando K5 y STS como Inductores de Muerte asi como
Inhibidores de Muerte Apoptética y Autofagica

El tratamiento de NGC con privacion de suero y potasio (K5) asi como la estaurosporina (STS)
indujeron muerte con caracteristicas apoptéticas y autofagicas. Por lo tanto, en esta parte del
trabajo se utilizaran solamente la privacion de suero y potasio (K5) y estaurosporina (STS) con
sus respectivos controles: privacion de suero (K25) y células crecidas en alto potasio (C).

Para evaluar la participacién de la apoptosis y de la autofagia en la muerte observada, se evalud
el papel de inhibidores de muerte autofagica y apoptotica sobre la viabilidad de las NGC. Para
bloquear la autofagia, se utilizé 3 metil adenina, (3MA, 10 mM), un inhibidor de la PI3K. Este
inhibidor puede disminuir la muerte de NGC sometidas a privacién de potasio y suero [68].
También se sabe que los inhibidores de caspasas pueden reducir la muerte de NGC sometidas a
privacion de potasio y suero y a STS [66]. Se utiliz6 QVD-OPH (QVD, 20 uM), un inhibidor
general de caspasas, para evaluar su efecto sobre la viabilidad en los tratamientos utilizados.
Como se observd anteriormente que existe estrés oxidativo en la mayoria de los tratamientos
utilizados y éste puede interferir en la medicion de viabilidad por MTT, la viabilidad se evalué

en lo sucesivo por tincion de FDA 'y de IP.

Ninguno de los inhibidores utilizados tuvo efecto sobre la viabilidad de las células control hasta
las 48 h (Figura 13 A y B). En cuanto a las células tratadas con K5, tal como ya se habia
descrito anteriormente [66, 68], se observa una disminucién en la muerte tanto con inhibidores
de apoptosis como con inhibidores de autofagia (Figura 13 C y E). A las 24h, el QVD-OPH sélo
protege parcialmente de la muerte, mientras que la 3MA evita por completo la muerte inducida
por privacion de suero y potasio. Por otro lado, a las 48h, mientras que la 3MA sigue
disminuyendo la muerte de manera significativa, el QVD-OPH deja de proteger. Se observa un

efecto sinérgico de los dos inhibidores, sugiriendo que bajo este estimulo, la apoptosis y la
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autofagia se activan de manera independiente, siendo esta Ultima la mas importante para la
progresion de la muerte en este tratamiento.
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Figura 13. Efecto de la inhibicion de la apoptosis/ autofagia en la viabilidad de NGC tratadas con
K5y STS. Las NGC se crecieron por 7 DIV en un medio con alto potasio y suero (C) y se trataron por el
tiempo indicado con un medio con alto potasio sin suero (K25), con bajo potasio sin suero (K5) o con
STS 0.5 uM en presencia o ausencia del inhibidor de autofagia 3-metil adenina (3MA, 10 mM) o con el
inhibidor de caspasas Q-VD-OPH (QVD 20 uM). En A-D la viabilidad se evalu6 con tinciéon de FDA
(lineas continuas) y tincidn de IP (lineas punteadas). Las gréaficas muestran media + error estandar de 5
experimentos independientes, # representa diferencias de t=0, * representa diferencia de su control
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respectivo sin inhibidor, p<0.05. En E, las células se trataron como se describié anteriormente y se

observaron en un microscopio de contraste de fases. La barra representa 20 um.

En las células tratadas con STS (Figura 13 D y E), como se esperaba, el inhibidor de caspasas
disminuye la muerte observada a las 24 y a las 48h, sin embargo esta proteccion solo llega a
valores cercanos al 50%. El inhibidor de la autofagia (3MA) disminuye la muerte observada a
las 24h por el tratamiento con STS, sin embargo esta proteccion es Unicamente un retraso en la
muerte porque las células tratadas con STS y 3MA llegan al nivel de sus controles tratados s6lo

con STS a las 48h. Por lo tanto, las caracteristicas autofagicas observadas en el tratamiento con
STS si parecen estar contribuyendo a la muerte aunque sélo de manera parcial. Finalmente,
aunque ya se ha descrito la participacion de la muerte autofagica por STS en otras células [121],

no se habia descrito en NGC.

b. Efecto de los Inhibidores de la Apoptosis y de la Autofagia sobre las

Caracteristicas Apoptoéticas

Para ver si el tratamiento de los inhibidores de apoptosis/ autofagia tenian algin efecto sobre las
caracteristicas apoptéticas estudiadas, se evalu6 tanto condensacion nuclear como

fragmentacion internucleosomal con cada uno de los inhibidores de muerte.

En las células control (C) y en las células privadas de suero (K25), ni el 3MA ni el QYD-OPH
tuvieron efecto sobre la el DNA ni sobre la condensacion nuclear (Figura 14 A, D). El 3MA
inhibi6 la fragmentacion internucleosomal en las células tratadas con K5 a las 12 pero no a las
24 h (Figura 14 B), asi como la condensacion nuclear a las 48 h (Figura 14 C, E). Por lo tanto, el
retraso en la muerte celular observado con el tratamiento con 3MA y K5 es sélo un retraso en la
apoptosis ya que el DNA se sigue fragmentando y la muerte observada a las 48 h en esta
condicion parece ser apoptoética. Es interesante notar que aunque no se observa muerte celular a
las 24 h con K5 y 3MA (Figura 13 C), el DNA se fragmenta casi igual que en las células
tratadas con K5, que muestran un 50% de reduccion en la viabilidad en este tiempo (Figura 15
B). Por otro lado, no se observa fragmentacion internucleosomal en las células tratadas con K5
y el inhibidor de caspasas hasta las 48 h, sugiriendo que las caspasas estan siendo inhibidas
hasta este tiempo. Bajo estas condiciones, la condensacion nuclear disminuyé aunque no se
observo proteccion de la muerte a ese tiempo (Figura 13 C). Finalmente, el tratamiento con
ambos inhibidores de muerte inhibié por completo la condensacién nuclear y la fragmentacion
internucleosomal del DNA a las 48 h, sugiriendo la activacion de dos vias independientes por la

privacion de potasio.
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Del mismo modo, la 3MA inhibi6 la fragmentacién internucleosomal en las células tratadas con
STS a las 12 pero no a las 24 h (Figura 14 B). Ademas, redujo la condensacién nuclear a las 24
pero no a las 48 h (Figura 14 F). Tanto la inhibicion de caspasas como el tratamiento con ambos
inhibidores inhibieron completamente la fragmentacion del DNA y la condensacion nuclear a
las 48 h (Figura 14 B, F).
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Figura 14. Papel de la inhibicidn de la apoptosis y la autofagia en la muerte de NGC inducida por
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bajo potasio y STS. La fragmentacién internucleosomal del DNA (A,B) y la condensacion nuclear (C-F)
se evaluaron como caracteristicas apoptéticas en NGC tratadas con K5 o STS con o sin inhibidores de la
apoptosis o autofagia. Las CGN se crecieron por 7 DIV en un medio con alto potasio y suero (C) y se
trataron con el inhibidor de la autofagia 3-metil adenina (3MA) o el inhibidor de caspasas Q-VD-OPH
(QVD) (A) o se trataron por los tiempos indicados con un medio con alto potasio sin suero (K25) (A, D),
con un medio con bajo potasio sin suero (K5) (B, E) o con STS 0.5 uM (B, F) en presencia 0 ausencia de
3MA o QVD. Las fotos en A y en B muestran imagenes representativas de 3 experimentos
independientes. En C, las células se trataron como ya se ha indicado y los nucleos se tifieron usando
Hoechst. Las flechas muestran nlcleos condensados, la barra representa 20 um. Las gréficas en D-F
muestran media + error estdndar de 5 experimentos independientes, # representa diferencias de t=0, *

representa diferencias de cada control sin inhibidor de muerte, p < 0.05.
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c. Efecto de los Inhibidores de la Apoptosis y de la Autofagia sobre las

Caracteristicas Autofagicas

Para evaluar si la muerte celular programada no apoptotica que ocurre en las NGC tratadas con
K5 y STS junto con los inhibidores de muerte tenia caracteristicas autofagicas, evaluamos la
presencia de autofagosomas por microscopia electronica y el procesamiento de LC-3 por
Western Blot.

El corte de LC-3 (microtubule associated protein light chain-3) se ha utilizado como pardmetro
indicativo de un proceso autofagico [121, 123]. EI LC-3 enddgeno se detecta como dos bandas
por SDS-PAGE. Una representa LC3-I, que es citosolica, y la otra LC3-11, que se conjuga con
fosfatidiletanolamina (PE) y se encuentra en las membranas de aislamiento y en los
autofagosomas, y en menor cantidad en los auto lisosomas. EI LC-3 recién sintetizado (pro LC-
3), no se detecta en condiciones normales porque se procesa por Atg4 inmediatamente después
de su sintesis. Aunque el peso molecular de LC3-Il es mayor que el de LC3-I debido a la
adicion de PE, LC3-1l migra mas rapidamente que LC3-1 en un gel de SDS-PAGE
probablemente por el aumento en hidrofobicidad y LC3-I se detecta en un gel desnaturalizante
en un peso de alrededor de 16 kD y LC3-II alrededor de 14 kD [123].

En las células tratadas con K5 y STS, la formacion de autofagosomas (Figura 15 A, asteriscos)
y el procesamiento de LC-3 (Figura 15 B, C) aumentaron, y la 3MA disminuyé ambos
parametros autofdgicos. De manera interesante, se encontraron numerosas estructuras
membranales con forma de copa en las células tratadas con 3MA (Figura 15 A, flechas),
probablemente reflejando la acumulacion de estructuras pre-autofagosomales. Por otro lado, el
tratamiento con QVD-OPH indujo la formacion de autofagosomas (Figura 15 A, asteriscos), asi
como el aumento en LC3-11 (Figura 15 B, C), el cual se inhibié por el tratamiento con 3MA. Por
lo tanto, cuando se inhiben las caspasas en las NGC tratadas con K5 y STS, la muerte celular

programada muestra caracteristicas autofagicas.

Finalmente, para evaluar si la apoptosis y la autofagia ocurrian al mismo tiempo en una misma
célula o si se trataba de dos poblaciones de NGC que mueren por distintos tipos de MCP,
hicimos una inmunocitoquimica con un anticuerpo dirigido contra LC-3 junto con tincion de
TUNEL.

Encontramos que practicamente todas las células tratadas con K5 y las tratadas con STS

mostraron un aumento en el patron punteado de LC-3 después de 8 h de tratamiento (Figura 16
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A). Algunas de estas células también se tifieron con TUNEL y mostraron condensacién asi

como fragmentacion nuclear (Figura 16 A, flechas).
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Figura 15. Efecto de la inhibicion de la apoptosis y la autofagia en las caracteristicas autofagicas de
NGC tratadas con K5y STS. Se utiliz6 la microscopia electronica (A) y el corte de LC-3 (B, C, D) para
evaluar autofagia en NGC inducida por bajo potasio (K5) o STS. Las NGC se crecieron por 7 DIV en un
medio con alto potasio y suero (Control), se trataron con por los tiempos indicados con un medio con alto
potasio sin suero (K25), con un medio con bajo potasio sin suero (K5) o con STS 0.5 uM en presencia o
ausencia de 3MA o QVD-OPH (QVD). Las células se trataron por 12 h (A) o por el tiempo indicado (B,

C). Los asteriscos en A muestran autofagosomas y las flechas muestran fagéforos. N, nicleo; MN,
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membrana nuclear; CC, cromatina condensada. En D, las células se trataron con rapamicina 200 nM junto
con pepstatina A 20 pg/ml por 24 h para inducir autofagia. La barra en A representa 500 nm. Las gréaficas
en B, C y D muestran la media de unidades de densidad Optica + error estandar de 5 experimentos
independientes, * representa diferencia de las células control, p < 0.05.
LC-3
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Figura 16. La apoptosis y la autofagia ocurren simultaneamente en la muerte de NGC inducida por
bajo potasio y STS. La figura muestra imagenes de microscopia de fluorescencia de NGC control, de
células tratadas con alto potasio sin suero (K25), con un medio con bajo potasio sin suero (K5) o con STS
0.5 uM. En A, la autofagia se evalud por inmunocitoquimica de LC-3 y la apoptosis se evalud por tincion

de TUNEL junto con fragmentacion nuclear. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. El tratamiento con
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rapamicina se utilizé como control positivo (B). En C, la autofagia se evalué por tincién con
monodansilcadaverina (MDC) y la apoptosis por tincién con Anexina V. Los nicleos de las células
necréticas se tifieron con ioduro de propidio (IP). Las flechas sefialan la co-localizacién de caracteristicas

apoptoticas y autofagicas. Las barras representan 10 um.

Para confirmar estos resultados, utilizamos la tincién con MDC junto con Anexina V. La
anexina V se une a la fosfatidilserina que se expone en la membrana plasmatica de las células
apoptoticas como sefial de fagocitosis. También podria unir fosfatidilserina en la cara interna de
la membrana plasmatica de las células con membrana plasmatica dafiada (necréticas), por lo que
se utiliza junto con ioduro de propidio (IP). Las flechas en la figura 16 B muestran células con
caracteristicas tanto apoptéticas como autofagicas.

Estos resultados sugieren que ambos procesos, apoptosis y autofagia, pueden ocurrir en la

misma célula y que la autofagia debe ser un evento méas temprano.

I11. Participacion del Estrés Oxidativo en el Tipo de Muerte de NGC

Cuando las NGC son tratadas con K5 o STS, se observa un aumento en ERO que se ha
involucrado con la muerte. Trabajos previos han atribuido esta produccién de ERO a la familia
de enzimas de la NADPH oxidasa [124]. En este trabajo encontramos que cuando las NGC se
tratan con K5 o STS junto con el inhibidor de la autofagia 3MA, no se observa produccién de
ERO medida por oxidacion de dihidroetidio (Figura 17 A).

Como ya se ha reportado previamente [124], encontramos un aumento en la produccion de
células positivas a dihidroetidio (DHE) después de 4.5 h en células tratadas con K5 y después de
5 h en células tratadas con STS. Este aumento en ERO se inhibi6 por el tratamiento con 3MA o
con un antioxidante (MnTMPyP, MN) (Figura 17). Este efecto no se debe a propiedades
antioxidantes de la 3MA ya que ésta no pudo evitar el aumento en células positivas a DHE
provocado por el tratamiento con peréxido de hidrégeno (H,O,) o con xantina / xantina oxidasa
(Xa/XO0), un sistema generador de superoxido. Ademas, la 3MA asi como la wortmanina, otro
inhibidor de la PI3K, evitaron el aumento en actividad de la NADPH oxidasa observado a las 4
h en NGC tratadas con K5y a 5 h en células tratadas con STS (resultados no mostrados). Esta
observacion puede deberse al hecho de que algunas subunidades de la NADPH oxidasa tienen
sitios de union a lipidos que ayudan al anclaje de las subunidades regulatorias de la enzima a la
membrana. Cuando las células se activan, p40 "™ se fosforila y se transloca junto con el
complejo p47 "™ p67 P" a la membrana, donde su dominio PX se une a fosfatidilinositol-3
fosfato, el producto de la PI3K tipo 111 [125].
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Figura 17. Papel de las ERO y de la NADPH oxidasa en las caracteristicas apoptéticas de la muerte
de NGC inducida por K5y STS. A) La produccion de ERO se evalu6 por tincion de dihidroetidio. El
MnTMPyP (MN) se utiliz6 como antioxidante. La grafica muestra la media + error estandar de 3
experimentos independientes, # representa diferencias con respecto al control, * representa diferencia de
su control respectivo sin 3MA o antioxidante, p < 0.05. B) La fragmentacion internucleosomal del DNA
se utilizd para evaluar el efecto de la inhibicién de la NADPH oxidasa sobre la apoptosis. Se utilizaron
DPIl y AEBSF (AE) para inhibir a la enzima.

Se evalu6 también el papel de las ERO y de la NADPH oxidasa en la aparicién de las
caracteristicas apoptoéticas (Figura 17) y autofagicas (Figura 18) de NGC tratadas con K5y STS.
Utilizamos dos inhibidores de la NADPH oxidasa, difenileniodonio (DPI), y 4-(2-aminoetil)
bencensulfonil fluoruro (AEBSF, AE) asi como un antioxidante (MN). Aunque el AEBSF (AE)
y el MN disminuyeron la fragmentacion internucleosomal que se observa a las 8 h en las células
tratadas con K5 y STS (Figura 17 B), esto refleja sélo un retraso en la aparicion de las
caracteristicas apoptéticas ya que a las 12 h no se observa diferencia. EI DPI puede inducir un
aumento en la muerte cuando se utiliza junto con STS, por lo que no se utilizd en este
tratamiento [124].
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Figura 18. Papel de las ERO y de la NADPH oxidasa en las caracteristicas autofagicas de la muerte

de NGC inducida por K5 y STS. Para evaluar las caracteristicas autofagicas se utiliz6 mocroscopia
electrénica junto con Western Blots anti LC3 para evaluar procesamiento del mismo. Las células se
trataron con K5 o STS junto con un antioxidante (MN) o con inhibidores de la NADPH oxidasa (DPI,
AE). Las gréficas en A y B muestran la media + error estdndar de 6 experimentos independientes, *
representa diferencia con respecto al control, p < 0.05. Los asteriscos en C muestran estructuras
consideradas como autofagosomas, las flechas muestran estructuras pre autofagosomales y las estrellas
muestran vacuolas con acumulacion de membranas. N, nicleo, MN, membrana nuclear, CC, cromatina
condensada. La barra en C representa 500 nm.

Del mismo modo, ni los inhibidores de la NADPH oxidasa (AE, DPI) ni el antioxidante
utilizado (MN) aumentaron el procesamiento de LC 3 (Figura 18 A y B) en las NGC tratadas

con K5 o STS. Ademas, se observaron autofagosomas y fagéforos en las NGC tratadas con K5
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0 STS en presencia de MN, DPl o AEBSF en la microscopia electronica (Figura 18 C).
También se observo la acumulacién de estructuras membranales en CGN tratadas con STS y
AEBSF o0 MN (Figura 18 C).

V. Papel del Metabolismo Energético en el Tipo de Muerte de NGC Tratadas con K5
0STS

Con el fin de evaluar el papel del metabolismo energético en el tipo de muerte de NGC se
utilizaron inhibidores energéticos para disminuir el ATP en células sometidas a los siguientes
tratamientos: privacion de suero y potasio (K5), estaurosporina (STS) y sus respectivos
controles: privacién de suero (K25) y células crecidas en alto potasio (C). Se utilizd
oligomicina, un inhibidor de la ATP sintasa mitocondrial, y yodoacetato de sodio, un agente
alquilante de grupos sulfhidrilo que se sabe puede inhibir a la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa glicolitica. Como se muestra en la figura 19, en todas las condiciones
estudiadas, a las 4 h la oligomicina en sus dos concentraciones y el yodoacetato pudieron
disminuir el ATP intracelular. A las 12 horas, los inhibidores energéticos siguen disminuyendo
el ATP a excepcion de las células K5 donde so6lo el yodoacetato puede disminuirlo.
Probablemente la gliclisis sea un proceso mas importante que la fosforilacion oxidativa en el
mantenimiento de los niveles de ATP en estas células. Por el contrario, en el aumento en ATP
que se observa a las 4 horas parecen estar involucradas tanto la glicdlisis como la fosforilacion

oxidativa de acuerdo con lo reportado anteriormente (Atlante et al, 2005).

Para evaluar el papel de la disminucion de ATP causada por los inhibidores energéticos en la
viabilidad de las NGC, ésta se evalud por tincién de FDA/IP (Figura 19).

Las células control, al igual que las tratadas con K25, muestran un comportamiento similar al
tratarse con los inhibidores energéticos, aunque las células K25 parecen ser mas resistentes a la
disminucién en la viabilidad causada por oligomicina 1.5 ng/ml a las 12 h. En ambos casos, la

muerte causada por el yodoacetato muestra un aumento en la tincion a IP a las 12 h.

En las células K5 no se modifica la disminucién en la viabilidad con oligomicina en sus dos
concentraciones hasta las 24 h. Por lo tanto, el aumento de ATP que se ve a las 4 h con este
tratamiento no tiene ningun efecto en la viabilidad de estas células. Falta evaluar si tiene algin
efecto sobre las caracteristicas de la muerte. En este mismo tratamiento, el yodoacetato produce
una dréstica disminucién en la viabilidad a las 12 h que también ocurre con un aumento en la

tincion con IP.
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Figura 19. Concentracién de ATP y viabilidad de NGC sometidas a distintos tratamientos

inductores de muerte junto con inhibidores energéticos.

Las células control, privadas de suero (K25),

privadas de suero y potasio (K5), y tratadas con estaurosporina (STS) se trataron con oligomicina o

yodoacetato para disminuir la concentracion intracelular de ATP. La viabilidad se evalud con tincion de

FDAVIP. Las graficas de ATP muestran datos de 4 experimentos independientes y en las gréficas de

FDAVJIP se muestran datos de 6 experimentos independientes. # diferencia significativa con K25, tiempo 0

h, p = 0.05; * diferencia significativa con su respectivo control sin inhibidores energéticos, p = 0.05.
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Finalmente, las células tratadas con STS muestran una marcada reduccion en la viabilidad con
todos los inhibidores energéticos desde las 12 h y esta muerte parece ser de tipo necrético por el

aumento en IP que se observa a este tiempo.

Para determinar si las caracteristicas apoptoticas que presentan las NGC se ven afectadas por la
concentracion intracelular de ATP, se evalud la fragmentacién internucleosomal del DNA, los

resultados se muestran en la figura 20.
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Figura 20. Efecto de la inhibicion energética sobre la fragmentacion internucleosomal de NGC con
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distintos tratamientos inductores de muerte. Las células control, privadas de suero (K25), privadas de
suero y potasio (K5), y tratadas con estaurosporina (STS) se trataron con oligomicina o yodoacetato para
disminuir la concentracion intracelular de ATP y se evalud la fragmentacion internucleosomal como

caracteristica apoptdtica.

En las células control, el yodoacetato a las 12 h induce una marcada degradacion del DNA. La
oligomicina en sus dos concentraciones sélo indujo degradacion del DNA asi como una ligera

fragmentacion internucleosomal a las 24 h. Es interesante observar que aunque la oligomicina 3
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ng/ml y el yodoacetato a las 12 h disminuyen el ATP y la viabilidad a los mismos niveles

(Figura 19 A), el DNA so6lo se degrada con el tratamiento con yodoacetato a este tiempo.

En las células privadas de suero (K25), a pesar de que a las 12 h tanto la oligomicina 3 ng/mL
como el yodoacetato han disminuido la viabildad y la concentracién intracelular de ATP de
manera significativa, no se observa fragmentacion internucleosomal del ADN ni degradacion
del mismo (Figura 20 C), por lo que la inhibicidn energética en estas células parece no producir

muerte apoptdtica ni necrética.

En las células privadas de suero y potasio (K5) aunque la oligomicina en ambas concentraciones
inhibe el aumento en ATP a las 4 h, se sigue observando la fragmentacion internucleosomal
caracteristica de la apoptosis (Figura 20 B), por lo que este aumento en ATP no es necesario
para que ocurra la apoptosis. En el caso del yodoacetato 5 uM, a pesar de que provoca una
disminucién drastica en la viabilidad que nos podria sugerir un tipo de muerte necrética, no
produce degradaciéon del DNA a las 12h (Figura 20 B), falta por evaluar las caracteristicas
autofagicas en todos los tratamientos.

Las células tratadas con STS, disminuyen su viabilidad desde las 12h tanto con oligomicina
como con yodoacetato (Figura 19), y a pesar de disminuir también sus niveles de ATP
drasticamente, la muerte parece seguir siendo apoptdtica, ya que se sigue observando la
fragmentacion del ADN (Figura 20). Por otro lado, el yodoacetato, a pesar de disminuir los
niveles de ATP y la viabilidad a niveles semejantes a la oligomicina, produce también una

degradacion del DNA, sugiriendo un componente necrético.

Resulta interesante cémo el yodoacetato a pesar de provocar degradacién del DNA en las

células control y las tratadas con STS, no tiene el mismo efecto en las células K25 y Kb.
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DISCUSION

En este trabajo encontramos evidencias de caracteristicas apoptoéticas y autofagicas en NGC en
proceso de muerte inducida por tratamiento con K5 o STS. Ambos procesos parecen estar
involucrados en la disminucion en la viabilidad y nuestros resultados sugieren que ocurren en la
misma célula. Proponemos que las especies reactivas de oxigeno y la autofagia funcionan como

dos mecanismos independientes que promueven la apoptosis en este modelo.

La muerte celular programada que ocurre en el sistema nervioso central ha sido considerada de
tipo apoptotico [61]. Sin embargo, bajo ciertas condiciones fisiolégicas y patoldgicas, la muerte
neuronal también puede mostrar caracteristicas no apoptéticas [3]. Se ha demostrado que en
ciertas areas del sistema nervioso, las neuronas deficientes en caspasas mueren por un
mecanismo no apoptotico [4]. Aunque en células en proceso de muerte se pueden observar
niveles de autofagia excesivos [3, 126, 127], aln no es claro si el proceso autofagico esta
involucrado en la muerte celular o si se trata de una respuesta de sobrevivencia activada después
de una sefial inductora de muerte. Sin embargo, se encuentran caracteristicas autofagicas en
células que convencionalmente se ha considerado que mueren apoptdticamente [68, 70] asi

como en células donde se inhibe la apoptosis [57].

Aunque se ha considerado que los tratamientos utilizados en este estudio inducen muerte de tipo
apoptético [65, 66], encontramos una contribucion importante de la muerte celular autofagica en
NGC tratadas con K5 o STS. Nuestros resultados sugieren dos vias de muerte independientes.
De manera interesante, mientras que la muerte celular autofagica parece ser mas importante en
la muerte por K5, la apoptosis tiene un papel mas significativo en la muerte de NGC inducida
por STS.

Se considera que la autofagia precede a la apoptosis en NGC tratadas con K5, y se ha propuesto
que la activacion de las catepsinas sea necesaria para la activacion de las caspasas [68]. En
nuestro trabajo encontramos que la inhibicién de la autofagia indujo un retraso en la aparicion
de las caracteristicas apoptéticas inducidas por K5 y STS. Por otro lado, la inhibicion de
caspasas ocasion0 un retraso en la muerte celular inducida por ambos tratamientos, sin
fragmentacion internucleosomal del DNA (Figura 14), aumento en la formacion de
autofagosomas y aumento en el procesamiento de LC3 (Figura 15), sugiriendo que la muerte

que ocurre es de tipo autofagica.

De manera interesante, en el caso de K5, cuando las NGC se tratan con inhibidores de autofagia

y de apoptosis, el DNA no se fragmenta, los ndcleos no se condensan o fragmentan (Figura 14),
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el procesamiento de LC3 no aumenta (Figura 15) y no se observa disminucion en la viabilidad,
aun a las 48 h (Figura 13). Ambos inhibidores poseen un efecto aditivo en la muerte celular
inducida por K5, sugiriendo de nuevo, que se activan dos mecanismos independientes con este
tratamiento. Ademas, mientras la 3MA evita la muerte por K5 a las 24 h, la inhibicién de
caspasas s6lo aumenta la viabilidad celular en un 20% (Figura 13). Por lo tanto, la autofagia
parece contribuir mas que la apoptosis a la disminucion en la viabilidad observada en este

tratamiento.

Cuando la muerte de NGC es inducida por STS, tanto el inhibidor de la apoptosis como el de la
autofagia disminuyen la muerte celular, esta disminucion en la viabilidad es sélo transitoria y
las NGC mueren a las 48 h (Figura 13). Posiblemente la inhibicion de proteinas cinasas por STS
tenga un efecto sumamente toxico en el que las células no pueden recuperarse ain cuando

ambas vias de muerte estan inhibidas.

Ademas, en el caso de STS, la autofagia parece estar promoviendo la apoptosis y no tener un
papel fundamental en la disminucién de la viabilidad, dado que el 3MA solo disminuye la
muerte transitoriamente y no se observa efecto sinérgico con ambos inhibidores (Figura 13 D).
También, aunque ambos inhibidores de muerte muestran una proteccion similar de la muerte a
las 24 h, sélo el QVD-OPH protege de la muerte a las 48 h (Figura 13 D). Por lo tanto, la

apoptosis parece ser la via principal de muerte en las NGC tratadas con STS.

Todos estos resultados sugieren que las NGC mueren tanto por mecanismos de MCP tipo 1 y Il
cuando se tratan con K5 o STS y que son capaces de sufrir un mecanismo alterno de muerte
cuando el otro se encuentra inhibido. Es importante mencionar que Se encontraron
caracteristicas apoptéticas y autofagicas en la misma célula (Figura 16). Esta evidencia nos
sugiere que la activacion de ambas vias ocurre en la misma célula mas que en una sub poblacion
de NGC.

Por otro lado, la familia de la NADPH oxidasa se ha involucrado en la muerte apoptética de
NGC tratadas con K5 o STS. Los inhibidores de la NADPH oxidasa pueden disminuir la muerte
de estas células asi como la actividad de caspasas a las 8 h con ambos tratamientos [124]. En
este trabajo, los inhibidores de la NADPH oxidasa, DPl y AEBSF asi como un antioxidante,
retrasaron la aparicion de los fragmentos internucleosomales del DNA a las 8 h en ambos
tratamientos. Sin embargo, esta disminucién es solo transitoria y las células finalmente mueren
de manera apoptética (Figura 17). Ademas, no se observaron diferencias en el procesamiento de
LC3 a los tiempos estudiados (Figura 18 A). Por lo tanto, la produccion de ERO por la NADPH

oxidasa y el proceso autofagico deben estar promoviendo la apoptosis de manera independiente.
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Finalmente, el inhibidor de la PI3K, la 3 metil adenina (3MA), disminuyé la muerte celular y la
produccién de ROS en los tratamientos de K5 y STS (Figura 13 y Figura 17 A). Parte de este
efecto podria deberse al hecho de que durante la activacion de la NADPH oxidasa, una de sus
subunidades requiere la unién de fosfatidil inositol-3 fosfato, el producto de la PI3K tipo IlI
[125]. La proteccién tan evidente que se observa después del tratamiento con 3MA,
especialmente con K5, podria deberse a la inhibicién simultanea de la produccion de ERO por la

NADPH oxidasa y la autofagia, los dos procesos promotores de apoptosis.

Al evaluar el posible papel de los niveles intracelulares de ATP en el tipo de muerte de NGC
tratadas con K5y STS, no encontramos una asociacion entre la aparicion de las caracteristicas
apoptdticas y la concentracion intracelular de ATP. El tratamiento con oligomicina pudo inhibir
el aumento en ATP que se observa en las células tratadas con K5 a las 4h asi como los niveles
de ATP en las células tratadas con STS. Sin embargo, no fue capaz de inhibir la fragmentacion
internucleosomal del ADN. Aunque se sabe que la apoptosis tiene pasos dependientes de ATP
(Figura 3) y se propone que necesita mitocondrias relativamente intactas [10] y ciertos niveles
de ATP para ocurrir [98], las NGC tratadas con K5 o STS y con niveles disminuidos de ATP
siguen muriendo de manera apoptética. Falta evaluar si el componente autofagico que se

observa en estos tratamientos se ve afectado por el tratamiento con oligomicina.

Por otro lado, cuando los niveles de ATP disminuyen por el tratamiento con yodoacetato, se
observa degradacion del DNA en las células control y las tratadas con STS, sugiriendo un tipo
de muerte necrético. Ademas, el yodoacetato puede inhibir la recuperacion de los niveles de
ATP en las células tratadas con K5 y disminuir su viabilidad y no asi la oligomicina (Figura 19).
Por lo tanto, las NGC parecen ser particularmente susceptibles a la inhibicién glicolitica. Queda
por evaluar si las NGC con los tratamientos inductores de muerte y yodoacetato muestran

alteraciones en las caracteristicas autofégicas.

En conclusidn, encontramos que la autofagia promueve apoptosis en las NGC tratadas con K5 o
STS; sin embargo, parece que la autofagia no es necesaria para que ocurra la apoptosis porque
las células con inhibicion de la autofagia, siguen muriendo de manera apoptotica. Por lo tanto,
proponemos un mecanismo en el que las NGC tratadas con K5 y STS activan ambos
mecanismos de muerte, y cuando uno se inhibe, las células son capaces de morir por la via
alterna. Encontramos que tanto la autofagia como los ROS promueven apoptosis. La formacion
de los cuerpos apoptdticos podria acelerar la remocidn de las células en proceso de muerte por
heterofagocitosis y por lo tanto, parece ser que la apoptosis es la via preferida de MCP bajo

estas condiciones. La autofagia podria entonces estar funcionando como un mecanismo para
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reducir la masa celular previo al proceso apopt6tico, como ya se ha sugerido con anterioridad

[128], y como un mecanismo de respaldo en caso de que la apoptosis se vea inhibida.
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RESUMEN DE RESULTADOS

I. Caracterizacion del Tipo de Muerte de NGC Sometidas a Distintos Tratamientos
Inductores de Muerte

Se observaron caracteristicas apoptdticas  (condensacion  nuclear, fragmentacion
internucleosomal y condensacion de la cromatina) en las NGC tratadas con K5, K5+S y STS
(Tabla 1).

Se observaron caracteristicas autofagicas (aumento en tincion con MDC, formacion de
autofagosomas) en las NGC tratadas con K5, K5+Sy STS (Tabla 1).

Se observaron caracteristicas necréticas (degradacion del DNA, liberacion de LDH, tincion con
IP) en las células tratadas con glutamato, junto con caracteristicas apoptéticas (ligera

fragmentacion internucleosomal del DNA, condensacién nuclear, Tabla 1).

Las células tratadas con K5 y K5+S mostraron un aumento en los niveles de ATP a las 4 h de

tratamiento y no asi las tratadas con STS que sufren una disminucion gradual en estos niveles.

Se observa un aumento en la concentracion de ERO en las células tratadas con glutamato, K5,
K25y STS.

) o Tratamiento
Tipo de Muerte Caracteristica
K25 | K5 | K5+S | STS | L | Glu
. Condensacion Nuclear X X X X
Apoptosis _
Fragmentacién Internucleosomal X X X X
Tincién con MDC X X X X | X| X
Autofagia Autofagosomas por microscopia
. X X | X
electronica
) Liberacion de LDH X X
Necrosis _
Degradacion del DNA X

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de cada uno de los tipos de muerte estudiados. Privacién de suero
(K25), privacién de suero y potasio (K5), privacion de potasio (K5+S), estaurosporina (STS), glutamato
(Glu), control de glutamato (Locke, L).
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Il.  Papel de la Apoptosis y la Autofagia en cada uno de los Tratamientos de Muerte

El tratamiento con 3MA no tuvo ningun efecto en la viabilidad de las células control ni en las
K25, por lo que la autofagia parece no tener un papel importante en la sobrevivencia de estas

células.

Tanto el 3MA como el inhibidor de caspasas disminuyeron la muerte de las células tratadas con
K5. Sin embargo, la muerte en estas células parece ser principalmente de tipo autofagico, ya que
la mayor proteccidon se observa con el tratamiento con 3MA.

Tanto el 3MA como el QVD-OPH disminuyeron la muerte de las NGC tratadas con STS. Sin
embargo, la muerte en estas células parece ser principalmente de tipo apoptético, ya que la

mayor proteccion se observa con el tratamiento con QVD-OPH.

Las NGC tratadas con K5 o STS y 3MA para inhibir la autofagia, mueren con caracteristicas

apoptoticas (fragmentacion internucleosomal y condensacion nuclear).

Las NGC tratadas con K5 o STS y QVD-OPH para inhibir la apoptosis, mueren con
caracteristicas autofagicas (aumento en el ndmero de autofagosomas, aumento en el

procesamiento de LC3).

Se observaron caracteristicas apoptoticas (fragmentacién nuclear, TUNEL, tincién con Anexina
V) asi como autoféagicas (patron punteado de LC3, aumento en la tincion con MDC) en la
misma célula con ambos tratamientos (K5 y STS), por lo que ambos mecanismos parecen estar

activandose en la misma célula y no en una subpoblacion de NGC.

I1l. Participacion del Estrés Oxidativo en el Tipo de Muerte de NGC

La 3MA puede disminuir las ERO que se observan en las NGC tratadas con K5 y STS

probablemente por medio de la inhibicion de la NADPH oxidasa.

Los inhibidores de la NADPH oxidasa solo retrasan la aparicion de los fragmentos
internucleosomales del DNA y no tienen ningln efecto sobre las caracteristicas autofégicas, por
lo que la autofagia y los ROS parecen estar contribuyendo de manera independiente a la
aparicion de caracteristicas apoptoticas. La proteccion tan marcada que se observa con la 3SMA
tanto en los tratamientos de K5 como de STS puede deberse a la inhibicion simultanea de la

NADPH oxidasa y la autofagia.
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IV. Papel del Metabolismo Energético en el Tipo de Muerte de NGC Tratadas con K5 o
STS

El tratamiento con oligomicina o yodoacetato pudo disminuir los niveles de ATP en casi todos
los tratamientos estudiados. Las NGC tratadas con K5 y oligomicina son capaces de restablecer
sus niveles de ATP, probablemente por accion de la glicolisis.

En general, los inhibidores energéticos causan una disminucion en la viabilidad de las NGC con
los tratamientos estudiados. Las células control y las tratadas con STS son particularmente
susceptibles a esta inhibicion energética. Por otro lado, las células K5 tratadas con oligomicina

no muestran cambios en la viabilidad con respecto a sus controles.

La aparicion de fragmentos internucleosomales del DNA puede ocurrir a pesar de una

disminucién en los niveles de ATP en las NGC tratadas con K5 o STS.

Falta por evaluar las caracteristicas autofagicas en las NGC con los distintos tratamientos y los

inhibidores energéticos.
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CONCLUSIONES

Encontramos que la autofagia puede promover un proceso apoptético en las NGC tratadas con K5 o
STS. Sin embargo, la autofagia no es necesaria para que ocurra la apoptosis porque las células con
inhibicién de la autofagia, siguen muriendo de manera apoptética. Se propone un mecanismo en el
gue las NGC tratadas con K5 y STS activan ambos mecanismos de muerte, y cuando uno se inhibe,
las células son capaces de morir por la via alterna. Ademas, encontramos caracteristicas tanto de
apoptosis como de autofagia en la misma célula sugiriendo que ambos procesos ocurren en la
misma poblacion celular y no en dos poblaciones diferentes. Encontramos que tanto la autofagia
como los ROS promueven apoptosis. La formacion de los cuerpos apoptéticos podria acelerar la
remocion de las células en proceso de muerte por heterofagocitosis y por lo tanto, parece ser que la
apoptosis es la via preferida de MCP bajo estas condiciones. La autofagia podria funcionar como un
mecanismo para reducir la masa celular previo al proceso apopt6tico y como un mecanismo de

respaldo en el caso de que la apoptosis se vea inhibida.

No se encontrd asociacion entre la aparicion de las caracteristicas apoptéticas y la concentracion de
ATP, ya que la disminucién de los mismos por inhibidores energéticos no pudo evitar la aparicion
de la fragmentacion internucleosomal en las células tratadas con K5 o STS. Falta por evaluar el

papel de la concentracion de ATP sobre las caracteristicas autofagicas.
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PERSPECTIVAS

El papel de la apoptosis en las neuronas durante el desarrollo y en las enfermedades
neurodegenerativas estd ampliamente documentado. En este trabajo, encontramos un papel
importante de la autofagia en la muerte de neuronas granulares de cerebelo en cultivo sometidas a
dos tratamientos diferentes, privacion de potasio y STS. Seria interesante determinar si la autofagia
esta involucrada en la muerte de todas las neuronas que mueren durante la morfogénesis del sistema
nervioso o si esto depende del sitio del sistema nervioso, o del estado de diferenciacién neuronal.
También es importante establecer si el proceso autofagico contribuye a la muerte de las neuronas en
las enfermedades neurodegenerativas y en procesos de hipoxia o isquemia, 0 si se trata de una
respuesta de sobrevivencia. La inhibicion o estimulacion de la autofagia podria utilizarse junto con

la inhibicion de la apoptosis para disminuir la muerte neuronal en estos padecimientos.
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Apoptosis and Autophagy in Rat Cerebellar Granule Neuron Death:

Role of Reactive Oxygen Species
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Programmed cell death (PCD) has been defined
as an active, controlled process in which cells
participate in their own demise. Apoptosis, or
type | PCD, has been widely characterized, both
morphologically and  biochemically. More
recently, autophagy, the self-digesting mechanism
involved in the removal of cytoplasmic long-lived
proteins, has been involved in cell death and type
Il PCD is defined as cell death occurring with
autophagic features. Neurons can undergo more
than one type of PCD as a backup mechanism
when the traditional death pathway is inhibited,
or in response to a particular death inducing
stimulus. Reactive oxygen species (ROS) have
shown to be important signaling molecules in the
execution of apoptosis and more recently, in the
autophagic pathway. In this work, we
characterized apoptotic and autophagic cell death
in rat cerebellar granule neuron (CGN) culture, a
widespread model for the study of neuronal
death. Potassium deprivation (K5) and
staurosporine (STS) were used for death
induction. We found apoptotic and autophagic
features under both conditions. Caspase
inhibition as well as autophagy inhibition by 3-
methyl adenine decreased cell death. Moreover,
CGN can undergo the alternative type of cell
death when the other one is inhibited. An
antioxidant or NADPH oxidase inhibitors,
delayed apoptosis and had no effect in autophagic
features. Thus, we found that autophagy plays a
role in cell death of CGN and that when cells are
treated with K5 or STS, both autophagy and
ROS seem to promote apoptosis by independent
mechanisms.

Keywords: caspases, 3-methyl adenine, serum and
potassium deprivation, staurosporine.

Programmed cell death (PCD) occurs in
physiological and pathological processes. In the
nervous system it is important for the correct
shaping of structures during development and in the
neuronal loss occurring in neurodegenerative

diseases (De Zio et al. 2005; Krantic et al.
2005).Type | PCD or apoptosis is characterized by
the activation of a family of cysteine proteases or
caspases. Caspases are responsible for chromatin
and nuclear condensation, phosphatidylserine
translocation, internucleosomal DNA fragmentation
and cell disintegration into apoptotic bodies which
are later removed by heterophagocytosis (Clarke
1990; Thornberry and Lazebnik 1998).

Autophagy was initially described as a process in
which cytoplasmic material is degraded in
lysosomes  providing nutrients  for  survival.
However, autophagic features have also been
observed in cells exposed to pathologic insults as
well as in remodeling tissues and autophagy
inhibitors can rescue cells from death (Canu et al.
2005; Codogno and Meijer 2005; Xue et al. 1999).
Thus, type Il PCD or autophagic cell death is
characterized by the presence of autophagosomes,
double-membrane  vacuoles, which transport
cytoplasmic content into lysosomes for its
degradation and depends on the activation of Atg
proteins (Codogno and Meijer 2005).

Rat cerebellar granule neuron (CGN) culture is a
widespread model for the study of cell death.
Cultured CGN require depolarizing conditions as
high extracellular potassium (KCI 25 mM, K25) or
glutamatergic stimulation to survive and mature in
vitro. It has been suggested that this stimulation
mimics the establishment of CGN glutamatergic
connections with mossy fibers during in vivo
development (Balazs et al. 1988; Moran and Patel
1989). When CGN grown in K25 for 6-8 days in
vitro (DIV) are transferred to a medium with KCI 5
mM (K5), about 40-80% cells die with apoptotic
features after 24-48 h, respectively (Caballero-
Benitez and Moran 2003; Moran et al. 1999).
Although PCD induced by potassium deprivation in
CGN has usually been considered apoptotic, recent
evidences suggest the involvement of autophagy
(Canu et al. 2005; Kaasik et al. 2005) in this model.
CGN also die apoptotically when cells are treated
with staurosporine (STS), a protein kinase inhibitor,
which induces cell death with caspase activation,



cytochrome-c release and nuclear condensation
(Caballero-Benitez and Moran 2003).

On the other hand, reactive oxygen species (ROS)
have been implicated in a large diversity of
processes, not only as byproducts of cellular
reactions but also as signaling molecules involved in
cell functions (Covarrubias et al. 2008), in apoptotic
signaling pathways (Valencia and Moran 2001), and
more recently in autophagic cell death (Scherz-
Shouval and Elazar 2007). It has been recently
reported that when CGN are treated with K5 or STS,
an increase in ROS generation occurs as well as an
activation of a NADPH oxidase, a superoxide
producing enzyme that seems to be involved in the
apoptotic death of GCN (Coyoy et al. 2008). In this
work we evaluated the autophagic cell death of CGN
induced by K5 and STS as well as its relationship
with apoptosis. We corroborated that apoptotic cell
death is induced under these conditions; however,
we also found an important contribution of
autophagic PCD to the loss of cell viability induced
by K5 and STS. We also studied ROS involvement
in both types of PCD induced by K5 and STS in
CGN. Although ROS have been previously involved
in the appearance of apoptotic features in both
treatments, we only found a delay in apoptotic
feature appearance and no effect in autophagic
features when CGN are treated with K5 or STS
together with an antioxidant or with NADPH
oxidase inhibitors.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. Unless otherwise noted reagents were
purchased from Sigma.

Cell culture. Animals used for experimentation in
this study were treated in accordance with
procedures approved by the local Committee of
Research and Ethics of the Instituto de Fisiologia
Celular, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico. Protocols used followed the Guidelines for
the Use of Animals in Neuroscience Research as
well as the National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals. All efforts
were made to minimize animal suffering and to
reduce the number of animals used.

CGN were obtained as previously described (Moran
and Patel 1989). Briefly, eight-day-old Wistar rats
were decapitated and dissociated cerebellar cell
suspensions were plated at a density of 265,000
cells’‘em® in plastic dishes coated previously with 5
pg/ml poly-L-lysine. Culture medium contained
basal Eagle’s medium supplemented with 10% (v/v)
heat inactivated foetal calf serum (Gibco-

Invitrogen), 2 mM glutamine, 25 mM KCI (K25), 50
ug/ml streptomycin and 50 U/ml penicillin. Culture
dishes were incubated at 37°C in a humidified 5%
CO,/ 95% air atmosphere, and cytosine arabinoside
(10 uM) was added after 24 h. After 7-8 DIV, CGN
were changed to a medium containing 25 mM KCI
without serum (K25), or a medium containing 5 mM
KCI without serum (K5). Other cells were treated
with STS (0.5 uM) for the indicated time or with
100 puM glutamate plus 1 pM glycine in Locke
medium (154 mM NaCl, 5.6 mM KCI, 3.6 mM
NaHCO,, 2.3 CaCl,, 5.6 mM glucose, 10 mM
Hepes, pH 7.4) for 30 min and then returned to its
culture medium for the indicated time. Glutamate
control cells were left in Locke medium for 30 min
and returned to their original medium for the
indicated time (Locke). To inhibit apoptosis, we
used Q-VD-OPH (QVD), a general caspase inhibitor
(MP Biomedicals). Diphenylene iodonium (DPI)
and 4-(2-aminoethyl)  benzensulfonyl fluoride
(AEBSF) were used to inhibit NADPH oxidase at a
concentration of 520 nM and 40 uM, respectively.

Cell viability. Cells were treated with 5 uM
fluorescein diacetate (FDA) and 10 uM propidium
iodide (PI) for 5 min at 37°C, washed and observed
in a Zeiss Axiovert 200M epifluorescence
microscope with excitation wavelengths of 510-560
nm and 450-490 nm respectively.

Nuclear condensation. After treatment, CGN were
fixed with 4% formaldehyde in PBS for 30 min,
washed and incubated with 0.01% Hoechst 33258
(Molecular Probes) for 5 min. Cultures were washed
and observed in a Zeiss Axiovert 200M
epifluorescence  microscope  with  excitation
wavelength of 330-380 nm.

DNA extraction. CGN were homogenized in lysis
buffer (10 mM Trizma, 10 mM EDTA, 10 mM
NaCl, 2% SDS, pH 7.4) for 30 min at 4°C and
digested with proteinase K at 56°C for 2 h. DNA
was extracted with  phenol-chloroform and
precipitated with ethanol. Samples were digested
with RNase A (Roche), separated in a 1.5% agarose
gel and visualized with ethidium bromide staining.

Monodansylcadaverine (MDC) staining. Cells
were grown on coverslips and after treatment were
incubated with 0.5 uM MDC in PBS for 10 min at
37°C, washed and mounted on a perfusion chamber.
Cells were observed on an inverted Zeiss Axiovert
200M epifluorescence microscope with excitation
wavelength of 330-380 nm. For annexin staining,
CGN were previously incubated with Annexin-V
FLUOS staining Kit (Roche) for 10 min at 37 °C and



then incubated with MDC. Annexin-V and
propidium iodide were observed at excitation
wavelengths of 510-560 nm and 450-490 nm,
respectively.

Electron microscopy: Cells were washed, fixed
with 3% glutaraldehyde in PBS, collected, washed
and secondary fixation was done with 1% OsO,.
Cells were dehydrated in increasing ethanol
concentrations, treated with propylene oxide and
embedded in Epon resin. 70 nm sections were
stained and observed in a JEOL JEM-1200 EXII
electronic microscope at 60-70 KkV. Area
measurement was done using the Image-J program,
NIH Image version 1.38x.

Immunoblots. Cells were washed with PBS and
homogenized using lysis buffer containing 25 mM
Tris, 50 mM NaCl, 2% Igepal, 0.2% SDS and
Complete protease inhibitors (Roche), pH 7.4.
Protein concentration was determined by the method
of Bradford (Bradford 1976). Cell homogenates
were separated in 20% acrylamide Tris-Tricine gels
and were transferred to a PVDF (Millipore)
membrane. Blots were blocked with Tris-buffered
saline (100 mM Trizma, 150 mM NaCl, pH 7.5)
containing 5% non-fat dry milk for 1 h, washed with
TTBS (0.1% Tween in TBS) and incubated
overnight with anti-LC3 antibody (PD014, MBL
Int.) or anti-GAPDH antibody (Chemicon) primary
antibody at 4°C. After washing, blots were incubated
with an anti-rabbit (Zymed) or anti-mouse (Sigma)
secondary  antibodies coupled to alkaline
phosphatase for 1 h at room temperature. Blots were
processed for visualization using a
chemiluminiscence system according to the
manufacturer’s recommendations (CDP-Star) and
exposed to Kodak Biomax Light film. Densitometric
analysis was done using the Image-J program, NIH
Image version 1.38x. As a positive control, CGN
were treated with 200 nM rapamycin and 20 pg/ml
pepstatin A for 24 h.

Immunocytochemistry. CGN were grown on cover
slips previously coated with 25 pg/ml poly-L-lysine.
After treatment, CGN were fixed in 4%
paraformaldehyde in  PBS, washed and
permeabilized using 0.1% sodium citrate and 0.1%
Triton. Cells were blocked with 10% goat serum in
0.3% Triton in PBS, washed and treated with
TUNEL reagent (Roche) coupled to fluorescein for
60 min at 37°C. Primary anti-LC3 antibody (PM036
MBL Int.) was used at 1:100 in blocking solution
overnight at 4°C. Cells were washed and incubated
with Texas Red secondary antibody (Vector Labs) at
1:500 in blocking solution at 37°C, washed and
mounted using Vectashield mounting media with

DAPI (Vector Labs). Cells were visualized in an
Olympus 1X71 fluorescence microscope.

ROS detection. CGN were either changed to a
medium containing 25 mM KCI without serum
(K25), changed to a medium containing 5 mM KClI
without serum (K5) for 4 h or treated with 0.5 pM
STS for 5 h and incubated for 30 min with 3.2 uM
dihydroethidine (Molecular Probes) in culture
medium at 37°C. Cells were washed with PBS, fixed
with 3% formaldehyde at 4°C for 7 min, washed and
observed in an epifluorescence Nikon microscope
using a G2A filter (excitation 546 nm, emission 590
nm). 25 uM H,0, and xantine / xantine oxidase
(XaXO0) were used as positive controls. CGN were
treated for 4 h with H,0, or for XaXO treatment,
cells were incubated with 100 uM xantine for 2 h
and then treated with 45 mU/ml of xantine oxidase
for another 2 h. MnTMPyP (MN, Calbiochem) was
used at a concentration of 50 uM for the indicated
time.

NADPH oxidase activity. NADPH oxidase activity
was evaluated by the superoxide dismutase (SOD)-
inhibitable reduction of cytochrome-c in a
quantitative kinetic assay (Shpungin et al. 1989).
After 4h of K5 or 5h of STS treatment, cells were
washed with PBS and homogenized in a saline
buffer (150mM KCI, 150mM NaCl, 1 mM MgCl,,
1mM EGTA, 2 mM NaN3, 1 mM DTT, pH 7.4) plus
2% (v/v) glycerol. The homogenate was incubated at
25°C for 90 s with a reaction mixture containing
saline buffer plus 0.1 mM cytochrome-c, 10 uM
FAD, 1 mM DTT and 100 uM SDS, pH 6.8.
Activity was started with the addition of 0.2 mM
NADPH and followed spectrophotometrically as the
reduction of cytochrome-c at an excitation
wavelength of 550 nm during 120 s. The reference
cuvette additionally contained 300 U/ml SOD
(Roche). Protein was determined by the method of
Bradford and results are expressed as change in
absorbance per second per gram of protein.

Statistical Analysis. Data in graphs are expressed as
mean + SE of more than three independent
experiments. One-way ANOVAs were used
followed by Tukey-Kramer HSD pairwise
comparisons using Systat 11 Software (Systat
Software, Inc).
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RESULTS

Characterization of cell death of CGN

To define the type of PCD of CGN induced by
different experimental conditions, we evaluated
apoptotic and autophagic features in cells grown for
7 DIV under depolarizing conditions (25 mM KCl,
control cells (C)) and then switched to Ilow
potassium (5 mM KCI, K5) or treated with 0.5 pM
STS. Because potassium deprivation is also
accompanied by serum deprivation, and since
autophagy has a survival role in cells deprived of
nutrients, we studied the effect of serum deprivation
of CGN maintained in a medium with 25 mM KClI
(K25).

Under these conditions we found that serum
deprived cells (K25) were not affected for up to 24 h
(Fig. 1 A), in contrast to K5 and STS treated cells
that suffered a gradual decrease of cell viability of
57 and 43% as compared to untreated cells,
respectively. To evaluate a possible necrotic
component of death under these conditions, we also
studied the effect of glutamate that is known to
induce excitotoxic cell death of CGN (Ankarcrona et
al. 1995). Glutamate treatment also induced a
marked decrease of cell viability that, in contrast to
K5 and STS (Fig. 1 A), showed a marked P1 staining
at early times of treatment (i.e. 6h) (Fig. 1 B). So,

Locke 8h

T T T T
10 15 20 25
time (h)

Figure 1. Apoptotic features of CGN treated
with low potassium or staurosporine. Cells
were treated for the time indicated with (A): a
medium containing 25 mM KCI without serum
(K25), 5 mM KCI without serum (K5), or 0.5
puM STS, or with (B):100 uM glutamate (G) or
Locke medium as a control for G treated cells
for 30 min. Cells were stained with fluorescein
diacetate (FDA, continuous lines) and
propidium iodide (PI, dashed lines). In C: CGN
G were treated for 24 h as indicated above and
24h  48h nuclei were stained with Hoechst. Closed
arrows show fragmented and condensed nuclei
and open arrows show only condensed nuclei.
In D: cells were treated as above for the
indicated  times, and internucleosomal
fragmentation was evaluated. K25 and Locke
cells were treated for 48h. Graphs show mean +
SE of 4 independent experiments, * represents
differences from t = 0 h, p < 0.05. C and D
show representative images of 3 independent
experiments. Scale bar in C represents 20 pm.

although K5 and STS also induced an increase of Pl
staining, it could be attributable to secondary
necrosis probably occurring by the absence of
phagocytes in culture.

In agreement with previous results (Caballero-
Benitez and Moran 2003; D'Mello et al. 1993;
Moran et al. 1999), we found that both K5 and STS
induced CGN death with apoptotic features. After 24
h of both treatments we found nuclear condensation
and fragmentation (Fig. 1 C) as well as
internucleosomal DNA fragmentation (Fig. 1 D). No
DNA degradation was observed in K5 nor STS
treated cells after 48 h, suggesting the existence of a
programmed rather than necrotic cell death. In
contrast, glutamate induced nuclear condensation
(Fig. 1 C) and a marked DNA degradation as well as
a slight internucleosomal DNA fragmentation at 8 h
(Fig. 1 D), which is in accordance to previously
published results (Ankarcrona et al. 1995).

To characterize autophagy, we carried out
monodansylcadaverine (MDC) staining and electron
microscopy analysis (Fig. 2). MDC accumulates in
the acidic spherical compartments containing acid
phosphatase and cathepsin D (Biederbick et al.
1995) and it has also high affinity for the lipid
content of autophagic vacuoles
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Figure 2. Evaluation of autophagic features in CGN treated with low potassium or staurosporine. Cells were treated for
8 h with a medium containing 25 mM KCl without serum (K25), 5 mM KCl without serum (K5), or 0.5 uM STS and stained
with monodansylcadaverine (MDC, A) or treated for 12 h and analyzed by electron microscopy as detailed in methods (B).
The scale bar in A represents 10 um and in B 1 um. Asterisks in B show vesicles with double membrane considered as
autophagosomes; arrows show membranous structures considered as phagophores; N, nucleus; NM, nuclear membrane; CC,
condensed chromatin; M, mitochondria; ER, endoplasmic reticulum. C shows the quantification of autophagosome area as the
percent of cytoplasmic area and shows mean + SE of 3 independent experiments, * represents difference from C, p < 0.05.



(Niemann et al. 2000). Therefore, although a basal
lysosome staining is expected, an increase in
fluorescence  could indicate  autophagosome
formation. This was observed in untreated cells that
showed a basal MDC staining with diffuse
cytoplasmic staining and fluorescent dots (Fig. 2 A).
K25 cells showed an increase of fluorescence and
dye accumulation. We also found that most CGN
treated with K5 showed a marked dye accumulation
which occurred in one pole of the cells after 8 h of
treatment. On the other hand, dye accumulation was
not clearly observed in STS treated cells; however,
fluorescent dots looked bigger when compared to
control cells.

Electron microscopy analysis showed that control
cells contained healthy mitochondria, uncondensed
nucleus and relaxed chromatin. After 12 h of
treatment, K25 cells showed some double membrane
vacuoles with autophagic content, which were
considered autophagosomes that could account for
the increase in MDC staining (Fig. 2 A). However,
no increase in autophagosome area in electron
microscopy analysis could be detected in K25 when
compared to control cells (Fig. 2 C). In K5 and STS
treated cells, we observed chromatin condensation
and an intense autophagosome formation (Fig. 2 B,
asterisks) as well as an increase in the
autophagosome area (Fig. 2 C). We also observed an
increase in LC3 processing by Western Blot as well
as an increase in LC3 punctuate staining by
immunocytochemistry induced by both treatments.

Effect of apoptosis and autophagy inhibition on
PCD features

We evaluated the possible interrelationship between
autophagy and apoptosis in cell death induced by K5
and STS. It is known that the autophagic process is
regulated by class 11l PI3K that can be inhibited by
3-methyl adenine (3MA) (Canu et al. 2005;
Codogno and Meijer 2005; Xue et al. 1999). Also, it
has been reported that caspase inhibition blocks
apoptosis in both K5 and STS treated cells. Fig. 3 A
and B show that neither 3MA nor QVD-OPH
(QVD), a cell permeant general caspase inhibitor,
had any effect on the viability of control or K25
cells. In agreement with previous results (Caballero-
Benitez and Moran 2003; Canu et al. 2005), both
apoptosis and autophagy inhibitors protected K5
treated CGN from cell death at 24 h, being 3MA
more effective than the caspase inhibitor (Fig. 3 C,
E). The observed protection is significantly reduced
after 48 h of 3MA treatment and no protection was
seen with QVD-OPH. Moreover, treatment with
both inhibitors protected CGN more than 3MA
alone, suggesting two independent death pathways.

STS induced cell death was also delayed by both
apoptosis and autophagy inhibitors (Fig. 3 D, E). At
24 h, both 3SMA and QVD-OPH reduced cell death
to the same extent and at 48 h only caspase
inhibition could decrease cell death. However, at 24
h about 50% of cells die regardless of the treatment
with both inhibitors, suggesting that STS could have
an additional toxic effect and cells cannot recover
although both death pathways are inhibited.

To further evaluate the contribution of each type of
PCD on death occurring with both stimuli we
evaluated apoptotic and autophagic features on CGN
treated with K5 and STS in the presence of both
inhibitors.  We used internucleosomal DNA
fragmentation and nuclear condensation to assess
apoptosis. Under these conditions, neither 3MA nor
QVD-OPH treatment had any effect on
internucleosomal DNA fragmentation or nuclear
condensation in control (C) or serum deprived cells
(K25, Fig. 4 A, D). However, 3MA inhibited
internucleosomal DNA fragmentation in K5 treated
cells at 12 h but not at 24 or 48 h (Fig. 4 B) as well
as nuclear condensation at 48 h (Fig. 4 C, E). Thus,
the delay in cell death observed with 3MA treatment
in K5 cells is only a delay in apoptosis since DNA is
still fragmented and cell death observed at 48 h
under this condition seems to be apoptotic. It is
interesting to note that although no cell death was
observed at 24 h with K5 and 3MA, DNA is
fragmented to almost the same degree as in K5
treated cells showing a 50% cell death (Fig. 4 B). On
the other hand, no internucleosomal DNA
fragmentation was seen in cells treated with K5 and
a caspase inhibitor even at 48 h, suggesting that
caspases are being effectively inhibited. Under these
conditions, nuclear condensation was decreased
even though no protection from cell death was seen
at that time. Finally, treatment with both death
inhibitors completely inhibited nuclear condensation
and internucleosomal DNA fragmentation at 48 h,
suggesting the activation of two simultaneous death
pathways triggered by potassium deprivation.
Likewise, 3MA inhibited internucleosomal DNA
fragmentation in STS treated CGN at 12 but not at
24 h (Fig. 4 B). In addition, it reduced nuclear
condensation at 24 but not at 48 h (Fig. 4 F).
Caspase inhibition as well as treatment with both
inhibitors completely blocked DNA fragmentation
and nuclear condensation at 48 h (Fig. 4 B, F).

We also evaluated the effect of both death inhibitors
on autophagic characteristics in CGN treated with
K5 and STS, Under these conditions, we examined
the presence of autophagosomes by electron
microscopy (Fig. 5 A) as well as LC3 processing by
Western Blot (Fig. 5 B, C). An increase in LC3
conjugated to phosphatidylethanolamine (LC3



K25

Control B

100 4 e — 100 - - 100
- - . -
: L o
rea 17 < 2 -
° ] 8 2
e @ 2w Lso 8
g2 »x @OcC 5 2 U7 O K5 T ¢
N i - 2
4 QvD @ g
< 3MA+QVD {= & 8 1 w 3ma+QvD iz 2
a2 v o ™ o
- 104 o ewemmzEEd qr e & 10 =

° = ° ]

time (h)

m

a2
403
C g
E]
I3
100 4 8
&
®
90 4
0
80
Q
@
= 70
=
o
<]
Q. 60
<
Qo] oks
%S ® 3MA i
= A avp A #
404 w 3MA+QVD
a- T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 80
time (h)
" 80
2 3MA
LA me
D STS s ol U8
a7 4 e
100 4 ,,’:ij,;,szzu—ik §
PE 20 &
£2-3 -
w 80
E 0 snh 50 °
= time (h) QvD
> 60 *
= *
7]
o
o 404
<
E O sTs
® 3MA #
X 21 A aw
3MA+QVD i
M 3MA+ £
0 T T T T T T 1 QVD

30 40

time (h)

Figure 3. Effect of apoptosis and autophagy inhibitors on CGN death induced by low potassium and staurosporine. CGN
were grown for 7 DIV in a 25 mM KCI medium with serum (C) and treated for the indicated times with 25 mM KCI medium
without serum (K25), with 5 mM KCl medium without serum (K5) or with 0.5 uM STS in the presence or absence of the
autophagy inhibitor 3-methyladenine (3MA, 10 mM) or the caspase inhibitor Q-VD-OPH (QVD, 20 uM). In A-D, viability was
assessed using FDA (continuous lines) and Pl staining (dashed lines). Graphs show mean + SE of 5 independent experiments; #
represents difference from t = 0 h; * represents difference from each respective control with no inhibitor, p < 0.05. In E, cells
were treated as described above and observed by phase contrast microscopy. Scale bar represents 20 pm.

In K5 and STS treated CGN, both autophagosome
formation (Fig. 5 A, asterisks) and LC3 processing
(Fig. 5 B, C) were clearly increased, and 3MA

I1),which migrates faster in SDS-PAGE due to its
increase in hydrophobicity, reflects an increase in
autophagosome formation (Klionsky et al. 2008;
Mizushima and Yoshimori 2007).



effectively decreased both autophagic parameters.
Interestingly, numerous cup shaped membrane
structures were found in 3MA treated cells (Fig. 5 A,
arrows), probably reflecting pre-autophagosomal

structure accumulation. On the other hand, QVD-
OPH treatment induced the formation of
autophagosomes (Fig. 5 A, asterisks), as well as an

3MA

QVD

3MA+
QvD

which was inhibited by 3MA. Thus, when caspases
are inhibited in K5 and STS treated CGN, neuronal
death is reduced. However, cells still die showing
autophagic features.

To evaluate if both apoptosis and autophagy are
occurring at the same time in a single cell or in two
different populations of CGN dying by different

24h 48h

time (h)

K5 #

% condensed nuclei
"

20 % o 50
time (h)

STS I

STS

3MA

Qvb
3MA+QVD

3

3
4pon

% condensed nuclei
8
:

time (h)

Figure 4. Effect of apoptosis and autophagy inhibitors on apoptotic features of CGN treated with low potassium and
staurosporine. Internucleosomal DNA fragmentation (A, B) and nuclear condensation (C-F) were evaluated as apoptotic features in
COGN treated with K5 or STS with or without apoptosis or autophagy inhibitors. CGN were grown for 7 DIV (control, C) and treated
with 10 mM 3MA or 20 uM QVD-OPH (QVD, A) or were treated with 25 mM KCI medium without serum (K25, A, D), 5 mM KCI
medium without serum (KS, B, E) or 0.5 uM STS (B, F) in the presence or absence of 3MA or QVD. Pictures in A and B show
representative images of 3 independent experiments. In C, arrows show condensed nuclei, scale bar represents 20 pm. Graphs in D-F
show mean + SE of 5 independent experiments; # represents difference from t = 0; * represents difference from its control with no

death inhibitor, p < 0.05.
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Figure 5. Effect of apoptosis and autophagy inhibitors on autophagic features of CGN treated with low potassium and
staurosporine. Autophagy of CGN treated with 5 mM KCI medium (K5) or STS was evaluated by electron microscopy (A) and LC3
immunoblots (B, C, D). CGN were grown for 7 DIV (control) and were treated with 25 mM KCI medium without serum (K25), 5
mM KCI medium without serum (K5) or 0.5 uM STS with or without 10 mM 3MA or 20 uM QVD-OPH (QVD). Cells were treated
for 12 h (A) or for 6 h (B, C). Asterisks in A show autophagosomes and arrows show phagophores; N, nucleus; NM, nuclear
membrane; CC, condensed chromatin. In D, cells were treated with 200 nM rapamycin for 24 h to induce autophagy. Scale bar in A
represents 500 nm. Graphs in B, C and D show mean optical density units + SE of 5 independent experiments; * represents

difference from control cells, p < 0.05.

types of PCD, we performed an chemistry analysis
with an anti-LC3 antibody together with TUNEL
staining. We found that practically all K5 and STS
treated cells showed an increase in LC3 punctuates
staining after 8 h of treatment (Fig. 6 A) and some of

some cells with increased MDC accumulation after
K5 treatment or with enlarged fluorescent dots after
STS treatment were also stained with Annexin V, an
indicator of phosphatidylserine exposure
(Supplemental Figure). These facts suggest that in
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Figure 6. Localization of autophagic and apoptotic parameters in CGN. CGN were treated with 25 mM KCI medium without
serum (K25), 5 mM KCI medium without serum (K5) or with 0.5 uM STS and visualized by fluorescence microscopy. Autophagy
was assessed with LC3 immunocytochemistry and apoptosis was evaluated with TUNEL staining and nuclear fragmentation. Nuclei
were stained with DAPI. For a clearer comparison between treatments, control and K25 LC3 staining pictures were overexposed.
Rapamycin was used as a positive control (B). Arrows show cells with both apoptotic and autophagic features. Scale bar represent s

10 pm.

both treatments, apoptosis and autophagy are taking
place in the same cell and that autophagy could be
an earlier event.

Role of oxidative stress and NADPH oxidase in
CGN programmed cell death

When CGN are treated with K5 or STS, an increase
in ROS occurs that seems to be involved in cell
death. Previous studies have suggested that ROS
could be attributable to NADPH oxidase . We found
an increase in ROS measured as dihydroethidine
(DHE) positive cells after 4-5 h of K5 or STS
treatment that was inhibited by an antioxidant
(MnTMPyP, MN). Interestingly, we also found that
the inhibitor of autophagy 3MA markedly prevented
the observed ROS generation induced by both K5
and STS (Fig. 7 A). This effect was not due to a
possible antioxidant property of 3MA because it did
not prevent the increase of DHE positive cells
induced by hydrogen peroxide (H,0,) or
xantine/xantine oxidase (XaXO), a superoxide
generating system (Fig. 7 A). Moreover, 3MA as
well as wortmannin (W), another PI3K inhibitor,
prevented the increase of NADPH oxidase activity
seen at 4-5 h in K5 and STS treated cells (Fig. 7 B).

We also evaluated apoptotic and autophagic features
of CGN treated with K5 or STS with the antioxidant
MN as well as two different NADPH oxidase
inhibitors: diphenylene iodonium (DPI) and 4-(2-
aminoethyl) benzensulfonyl fluoride (AEBSF).
Under these conditions we found that although
AEBSF (AE) and MN decreased internucleosomal
DNA fragmentation at 8 h in K5 and STS treated
cells, no differences were seen at 12 h as compared
to their respective controls (Fig. 7 C). Neither
NADPH oxidase inhibitors nor the antioxidant tested
changed the amount of LC3 Il processed in K5 and
STS treated CGN (Fig. 8 A). Furthermore,
autophagosomes and phagophores were still
observed in CGN treated with K5 or STS in the
presence of MN, DPl or AEBSF in electron
microscopy analysis (Fig. 8 C). Also, the
accumulation of membranous structures was
observed in CGN treated with STS plus AEBSF or
MN (Fig. 8 C). It has been reported that DPI induces
an increased cell death when used together with
STS, therefore it was not used in STS treated cells
(Coyoy et al. 2008).
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DISCUSSION

In this study we found evidence of apoptotic
and autophagic features in CGN undergoing
cell death by K5 or STS treatment. Both
processes seem to be involved in the observed
decrease of viability and our results suggest that
they occur in the same cell. We propose that
reactive oxygen species and autophagy function
as two independent mechanisms for promoting
apoptosis in this model.

Programmed cell death occurring in the nervous
system has usually been considered to be
apoptotic (De Zio et al. 2005). However, under
some physiological and pathological conditions,
neuronal death can also show non apoptotic
features (Clarke 1990). It has been
demonstrated that in some areas of the nervous
system, caspase deficient neurons die by a non
apoptotic mechanism (Oppenheim et al. 2001).
Although excessive levels of autophagy can be
found in dying cells (Clarke 1990; Codogno
and Meijer 2005; Levine and Yuan 2005) it is
not yet clear whether the autophagic process is
involved in the cell demise or if it is rather a
survival response activated after a death
inducing signal. However, autophagic features
are found in cells conventionally considered to
die apoptotically (Canu et al. 2005; Xue et al.

Figure 7. Role of ROS
and NADPH oxidase in
apoptotic  features of
CGN death induced by
low potassium and
staurosporine. ROS
production was evaluated
as dihydroethidium
staining (A) and NADPH
oxidase activity was
measured
spectrophotometrically
(B). MNnTMPyP (MN, 50
uM) was used as an
antioxidant and
diphenylene iodonium
(DPI, 520 nM) and

_ w = w =
< = ﬁ # represents difference
from control and *
represents differences
from each respective
control with no 3MA or
antioxidant, p < 0.05.
Internucleosomal  DNA

KS sTs AEBSF (AE, 40 uM)
were used to inhibit
STS 8h STS 12h NADPH oxidase. Graphs

show mean + SE of 3
independent experiments;

fragmentation (C) was
evaluated in CGN treated
as indicated above and as
detailed in methods.

1999) as well as in cells where the apoptosis
pathway is inhibited (Lang-Rollin et al. 2003).
Although the treatments used in this study have
been considered to be apoptotic (Caballero-
Benitez and Moran 2003; Moran et al. 1999),
we found an important contribution of
autophagic cell death in CGN treated with K5
or STS. Our results suggest two independent
death pathways. Interestingly, while autophagic
cell death seems to be more important in K5-
induced cell death, apoptosis would play a more
significant role in CGN death induced by STS.
Autophagy is considered to precede apoptosis
in CGN treated with K5, and cathepsin
activation has been proposed to be necessary
for caspase activity (Canu et al. 2005). In our
study we found that autophagy inhibition
induced a delay in the appearance of apoptotic
features induced by both K5 and STS. On the
other hand, caspase inhibition produced a delay
of cell death induced by both treatments, with
no internucleosomal DNA fragmentation, an
increase of autophagosome formation and an
increase in LC3 processing (Fig. 5) suggesting
that cell death is occurring through autophagy.
Interestingly, in the case of K5 when CGN are
treated with both autophagy and apoptosis
inhibitors, DNA is not fragmented (Fig. 4 B),
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death induced by low potassium and staurosporine. Autophagy of CGN was evaluated by
electron microscopy and LC3 immunoblots. Cells were treated with potassium deprivation (K5)
or 0.5 uM STS in the presence or absence of the antioxidant MnTMPyP (MN, 50 uM) and the
inhibitors of NADPH oxidase diphenylene iodonium (DPI, 520 nM) and AEBSF (AE, 40 uM).
Graphs in A and B show mean + SE of 6 independent experiments; * represents differences
from control cells (C), p < 0.05. Asterisks in C show autophagosomes; arrows show pre-
autophagosomal structures; stars show vacuoles with membranous accumulation. N, nucleus;
NM, nuclear membrane; CC, condensed chromatin. Bars in C represent 500 nm.

nuclei are not condensed or fragmented (Fig. 4
E), LC3 processing does not increase (Fig. 5 B)
and no decrease in viability is seen, even at 48 h
(Fig. 3 C). Both inhibitors show an additive
effect on cell death induced by K5, suggesting
again that two independent pathways are

activated by this treatment. Moreover, while
3MA prevents cell death of K5 cells at 24 h,
caspase inhibition only increases cell viability
by 20% (Fig. 3 C). Thus, autophagy seems to
contribute more than apoptosis to the decrease
in viability observed under this treatment.



When CGN death is induced by STS, both
inhibitors of apoptosis and autophagy decrease
cell death, this decrease in viability is only
transient (Fig. 3) and CGN die at 48 h. It is
possible that inhibition of protein kinases by
STS is having an effect that cells cannot face
although both death pathways are inhibited.
Moreover, in the case of STS, autophagy seems
to be promoting apoptosis and not to have a key
role in the decrease in viability, since 3MA only
decreases cell death transiently and no
synergistic effect is seen with both death
inhibitors (Fig. 3 D). Furthermore, although
both death inhibitors show a similar protection
from cell death at 24 h, only QVD-OPH
protects from cell death at 48 h (Fig. 3 D). Thus
apoptosis seems to be the main death pathway
occurring in STS treated CGN.

All these results suggest that CGN die through
both type | and Il PCD mechanisms when
treated with K5 or STS and that they are able to
undergo one cell death pathway when the other
one is inhibited. It is worth mentioning that
both apoptotic and autophagic features were
detected in the same cell (Fig. 6 and
supplemental figure). This evidence strongly
suggests the activation of both pathways in the
same cell rather than in a subpopulation of
CGN.

On the other hand, the NADPH oxidase family
has been involved in apoptotic death of CGN
treated with K5 or STS. NADPH oxidase
inhibitors can decrease K5 and STS treated
CGN death as well as caspase activity at 8 h
(Coyoy et al. 2008). In this study, the use of
NADPH oxidase inhibitors, DPl and AEBSF,
as well as an antioxidant delays the appearance
of internucleosomal DNA fragments at 8 h in
both K5 or STS treated CGN. However, this
decrease is only transient and cells finally die
apoptotically (Fig. 7 C). Moreover, no
differences in LC3 processing were seen at the
tested times (Fig. 8 A). Thus, ROS production
by NADPH oxidase and autophagy must be
promoting apoptosis independently. Finally,
the PI3K inhibitor, 3 methyl adenine (3MA),
decreased cell death and NADPH oxidase
activity as well as ROS production in K5 and
STS treatment (Fig. 3 C, D and Fig. 7 A, B).
Part of this effect could be due to the fact that
during NADPH oxidase activation, one of its

subunits requires the binding of
phosphatidylinositol-3 phosphate, the product
of class Il PI3K (Lambeth et al. 2007). The
strong protection from cell death observed after
3MA treatment, especially with K5, could be
caused by simultaneous inhibition of both ROS
production by NADPH oxidase and autophagy,
the two apoptosis promoting pathways.

In conclusion, we found that autophagy
promotes apoptosis in CGN treated with K5 or
STS; however, it seems that autophagy is not
necessary for apoptosis to occur because cells
with  autophagic  inhibition  still  die
apoptotically. Thus, we propose a mechanism in
which CGN death induced by K5 and STS
activate both death pathways, and when one is
inhibited, the cells are able to die by the
alternative mechanism. We found that both
autophagy and ROS promote apoptosis.
Apoptotic body formation could accelerate the
clearance of dying cells by heterophagocytes
and therefore, it seems to be that apoptosis is
the preferred PCD pathway under these
conditions.  Autophagy could then be
functioning as a mechanism to reduce cell mass
prior to apoptosis, as it has been previously
suggested (Lockshin and Zakeri 2004), and as a
backup pathway in case apoptosis is inhibited.
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