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1. RESUMEN

El g lutatiéon ( GSH) r epresenta e 1 a ntioxidante ma s imp ortante e n e I s istema
nervioso c entral ( SNC). E sta ¢ ondicion | o ¢ onvierte e n un pot ente r egulador de 1as
especies r eactivas d e o xigeno ( ERO), | as ¢ uales ha n m ostrado t ener un pa pel e n
procesos de desarrollo como la proliferacion, diferenciacion y muerte. En particular, se
ha demostrado que la muerte programada esta intimamente ligada a los niveles celulares
de GSH. Asi, se ha visto que las células sometidas a una condicién de muerte presentan
como evento temprano, un incremento en la generacion de ERO y una disminucioén en
los ni veles de G SH. E sto s ugiere qu e 1 os ni veles de G SH s on i mportantesenl a

regulacion de la muerte celular y probablemente de otros eventos del desarrollo.

Debido a l o anterior, en este trabajo se estudi6 el papel que tiene el GSH en la
regulacion de 1a m uerte a poptdtica i nducida po r e stimulos de b ajo pot asio (K5) y
estaurosporina (ST) en un modelo in vitro de neuronas granulares de cerebelo (NGC).
Para ello, se trataron a 1as NGC con butionina sulfoximina (BSO), un i nhibidor de 1a
sintesis de G SH y e ncontramos que 1 os ni veles de G SH di sminuyeron e n f orma
significativa a p artir de 1as 24 hr s, p ero qu e e sto no pr ovoco un i ncremento en | os
niveles de ERO ni de muerte, sino hasta las 36 horas 6 mas de tratamiento. No obstante,
si las células tratadas con BSO se someten a los estimulos proapoptoticos con K5 o ST,
los niveles de ERO se incrementan marcadamente a partir de las 4.5 hrs, provocando
una disminucion clara en la viabilidad celular. En forma consistente, el pre-tratamiento
con el antioxidante EUK 134 que dismuta al O, y reduce el H,O,, disminuy6 la muerte
inducida por ambos e stimulos, a unque 1 a r educcion de 1 as E RO f ue s ignificativa
unicamente c onl a S T. E n c ontraste, e | pr etratamiento ¢ on e | M n(II[)TMPyP, un
antioxidante con capacidad de dismutar al O-", pero no d e reducir al H,O,, generd una
potenciacion de 1a muerte celular. Finalmente, el pretratamiento con N -acetil-cisteina,
un antioxidante y precursor del GSH, redujo las ERO generadas por la ST, pero no por
K35, produciendo efectos similares en la viabilidad celular. Estos resultados indican que
laau senciad e G SH p redispone al acél ula as ufrird afio o xidanted ebidoal a
acumulacion d e H,0, y otras ERO; y que es to r epercute en forma d irecta s obre l a

viabilidad celular.



Enbase al os resultados anteriores y con laidea de evaluar el papel de GSH
durante el d esarrollod elS NC in vivo,s ee valuba ni vel hi stologicoe
inmunohistoquimico, si la disminucion de los niveles de GSH repercute en el desarrollo
del cerebelo. Por un lado, encontramos que el tratamiento cronico con BSO a partir del
2° dia posnatal (P2) y hasta el P8, P12, P16 y P22, reduce significativamente los niveles
de GSH. Por otro lado, encontramos que los animales tratados con BSO hasta el P16
presentan un incremento en la activacion de la caspasa-3 en el borde de la capa granular
interna y de células de Purkinje. Adicionalmente, los animales tratados con BSO hasta
el P12 presentaron una reducida migracion neuronal. Finalmente, encontramos que los
animales t ratados con BSO m uestran un m arcado i ncremento en 1a f recuenciad e

errores, en el patron de foliacion y en las alteraciones en las capas del cerebelo.

En este estudio sugerimos que el GSH juega un papel critico en el desarrollo del
cerebelo, probablemente a través del mantenimiento de los niveles 6ptimos de ERO. Por
otro lado, demostramos que las ERO participan en la regulacion de la muerte apoptotica
y del am igracién n euronal en el cerebelo. Adicionalmente, s ugerimos q ue es tas

alteraciones pueden verse reflejadas en la morfogénesis y funcionamiento del cerebelo.



2. ABSTRACT

Glutathione r epresents t he m ost i mportant a ntioxidant i n t he ¢ entral ne rvous
system ( CNS). T his c ondition makes it a potent regulator of reactive ox ygen s pecies
(ROS), w hich ha ve been demonstrated t o ha ve a r ole i n d evelopmental p rocesses,
including proliferation, di fferentiation a nd cell death. Inp articular,i th asb een
demonstrated that programmed cell death is intimately related to cellular GSH levels.
Thus, it has been shown that during the cell death process, the levels of GSH diminish
while R OS generation increases. This suggests that GSH levels could be important in

the regulation of cell death, and probably, other events of development.

Based on these antecedents, in this work we studied the possible role of GSH in
the regulation of apoptotic death induced by low potassium (K5) and staurosporine (ST)
in an in vitro model of granule cell neurons (CGN). For this purpose, we treated CGN
with buthionine sulfoximine (BSO), an inhibitor of the synthesis of GSH and we found
that the levels of GSH decrease in a significant way at 24 hrs, but that this condition
didn’t increase neither ROS levels n or d eath before 36 h of treatment. N onetheless,
when C GN t reated w ith BSO are ex posedto K5 or ST, R OS levels ar e markedly
increased at 4.5 h, inducing a clear decrease in cell viability. Consistently, pretreatment
with the antioxidant EUK 134, which dismutates O, and reduces H,O,, diminished the
death i nduced b y bot h apoptotic ¢ onditions, how ever the obs erved ROS w ere
statistically significant only for ST. In contrast, pretreatment with Mn(II[)TMPyP, an
antioxidant that also dismutates O-, but does not reduce H,O,, potentiated cell d eath.
Finally, N-acetyl-cysteine pretreatment, an antioxidant and GSH precursor, reduced the
ROS generated by ST, but not by K5 and induced similar effects in cell viability. These
results indicate that GSH depletion predisposes the cell to oxidative injury because of

the accumulation of H,O, and other ROS; and that this affects directly the cell viability.

Based on the above results and to evaluate the role of GSH during in vivo CNS
development, w e e valuated whether G SH de pletion ha sa repercussionont he
development of t he ¢ erebellum. F ort his, w e e valuated att he hi stological and
immunohistochemical level the migration, apoptosis and morphologic parameters in the
cerebellum. On one hand, we found that the chronic treatment with BSO starting on the

2t postnatal day (P2) and until P8, P12, P16 and P22, significantly reduced GSH levels.



We also found that BSO treated animals until P16 showed an increase in cas pase-3
activity i n t he bor der of t he i nternal g ranule cell la yer and t he P urkinje c ell 1 ayer.
Additionally, the a nimals t reated w ith B SO unt il P 12 pr esented a r educed ne ural
migration. Finally, we found that BSO treated animals showed a marked increase in the
frequency of errors, in the foliation pattern and in the alterations in the layers of the

cerebellum.

These results suggest that GSH seems to play a critical role in the development of the
cerebellum, pr obably t hrough t he m aintenance of optimal R OS 1evels. On the ot her
hand, we demonstrate that ROS participate in the regulation of programmed cell dead
and i n t he ne ural m igration i n t he ¢ erebellum. F urthermore, w e s uggest t hat these

alterations can be reflected in the morphogenesis and function of the cerebellum.



3. INTRODUCCION

3.1. Desarrollo y muerte neuronal del cerebelo

El cer ebelo esuna region del ¢ erebro presente e n t odos 1 0s v ertebrados que
recibe i nformacion s ensorial de 1 a pi el, c omisuras, m usculos, s istema ve stibular y
visual, no obs tante su funcion mas notable es la regulacion motora. Grosso modo, el
cerebelo co ntribuye a este i Itimo p unto a | mantener el b alance y e quilibrio, a 1
monitorear y c orregir 1 os m ovimientos pr esentes y futuros, al c oordinar el tiempo y
ejecucion de 1 os m ovimientos vol untarios ¢ omplejos y a Il m ediar 1 a a dquisicion de

nuevas habilidades motrices (Goodlett, 2008).

El cerebelo estd compuesto por la corteza cerebelar, la materia blanca interna y
tres pa res de nu cleos profundos. A s uve z, laco rtezac erebelar del a dulto estd
constituida por cinco t ipos ne uronales or ganizados e n tres capas; és tas son la c apa
molecular, la capa de células de Purkinje y la capa de células granulares o capa granular
interna (Figura 1). E ntanto, | os t ipos n euronales p resentes en 1a corteza cer ebelar
incluyen: las células de canasta, las células esteladas, las células de Purkinje, las células

de Golgi y las células granulares (NGC).

Dentro de estas neuronas, las NGC juegan un papel de suma importancia por ser
las neuronas mas numerosas del cerebelo. Los somas de estas neuronas se localizan en
la capa mas interna o capa granular de larata adulta. Utilizan dcido glutdmico como
neurotransmisor y r eciben ¢ ontactos de 1 as fibras m usgosas, f ormando a si, s inapsis
complejas 1lamadas g lomérulos. S us axones as cienden haciala capamoleculardela
corteza cerebral formando las denominadas fibras paralelas que hacen contacto con las
dendritas de las células de Purkinje y de las interneuronas (Voogd y Glickstein 1998;

Goldowits y Hamre 1998).



Figura 1. La co rteza cer ebelar es ta o rganizada en t res cap as q ue co ntienen c¢i nco t ipos
neuronales. La figura i lustra ] a o rganizacion general d e 1 a co rteza cer ebelar representada en p lano

transversal y longitudinal (tomado de Kandel et al, 2000).

Las c ¢lulas de P urkinje s on ne uronas g randes de fenotipo G ABAérgico que
funcionan como la tinica via de salida de la corteza cerebelar. Estas neuronas presentan
mas de un axon mielinizado y terminan en neuronas del nucleo cerebelar y en algunos
nucleos de tallo cerebral. Los arboles dendriticos de estas neuronas s on aplanados y
estan orientados en forma perpendicular respecto a las fibras paralelas, las cuales, junto
con las fibras trepadoras terminan inervandolas. En relacion a su localizacion, sus somas
se distribuyen en una sola hilera entre la capa granular y molecular (Voogd y Glickstein

1998; Goldowits y Hamre 1998).

En esta misma capa también se localizan los somas de la glia de Bergmann, las
cuales dirigen la migracion de las neuronas de Purkinje y de las NGC desde su origen
en |l a matriz v entricular y capa granular externa r espectivamente, h asta s u p osicion

definitiva en la corteza cerebelar (Voogd y Glickstein 1998; Goldowits y Hamre 1998).
Pors up arte, 1 as c ¢lulas d e canasta yes teladas s on n euronas i nhibitorias

localizadas en | a cap a m olecular q ue h acen c ontacto co n 1 as cél ulas d e P urkinje,

regulando su actividad. Las células de Golgi también son ne uronas i nhibitorias pero
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estas se localizan en la capa granular interna y hacen contacto tanto con las CGNs como

con las células de Purkinje (Voogd y Glickstein 1998, Goodlett 2008).

Dados los pocos tipos neuronales de la corteza cerebelar, su arreglo en cap as
conspicuas y s u ac cesibilidad, el cer ebelo resulta un m odelo util p ara e studiar el
desarrollo en el sistema nervioso central. El desarrollo del cerebelo de la rata es posnatal
y se completa durante las 3 primeras semanas de vida, coincidiendo con el desarrollo de
las NGC (Altman, 197 2). Elp roceso d e d esarrollo d e estas n euronas i ncluye s u
proliferacion en la capa granular ex terna, una capa de células precursoras cer ebelares

con alta capacidad proliferativa localizada en la superficie externa del cerebelo.

Parte del desarrollo incluye la migracién de las NGC hacia el interior, asi como
su d iferenciacion fenotipica y el establecimiento d e co nexiones s inapticas. Desde el
primer di a pos tnatal ( DPN) a lgunas de estas célulass es ithan enl az onab asal
constituyendo la zona premigratoria que crece en grosor entre los 7 y 10 DPN. Para el
dia 11, las zonas proliferativa y premigratoria presentan una disminucion importante en
su grosor, que se debe, en parte, a la eliminacién y/o migracion masiva de NGCs hacia
la capa granular interna (Altman, 1972). Este proceso de migracion se da a través de los
procesos de las células gliales de Bergmann yse propone que el mecanismo oc urre
mediante el reconocimiento de moléculas de adhesion de ambos tipos celulares y/o por
componentes de la matriz extracelular. Alrededor de la segunda semana, se completa la
migracion y se establecen contactos sinapticos entre sus dendritas y los axones de las
fibras m usgosas. Dichas sinapsis hans ido identificadas desde el 5 DPN, s iendo
funcionales 1a mayoria de estos desde los 10-12 DPN (Arsenio-Nufiez y Sotelo, 1985;
Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988).

En relacion al proceso de eliminacion de las neuronas, se sabe que alrededor del
50% de las N GC muere por apoptosis, a yudando al e stablecimiento de inervaciones
apropiadas c on otras p oblaciones ne uronales. Se ha de mostrado que unode 1 os
momentos de m ayor m uerte de  NGC oc urre durante | a s egunda s emana pos natal
(Tanaka et al, 2000). Un estimulo critico para la diferenciacion y supervivencia de las
NGC parece estar mediado por el glutamato utilizado ¢ omo ne urotransmisor por 1as
fibras musgosas que las inervan. E studios in vivo han de mostrado que al bloquear al

glutamato entre los 10y 19 D PN se al tera la s upervivencia ( Alavez et al, 2006) y
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diferenciacion de 1as NGC (Moran et al, 1999). A dicionalmente, 1a inhibicion de 1os
receptores glutamatérgicos en rebanadas de cerebelo inmaduro genera una reduccion en

la migracién de las NGC (Komuro y Rakic, 1993).

3.2. Papel de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en el desarrollo del sistema

nervioso

Las E RO son es pecies mas r eactivas q ue el o xigeno en s uestadobasal de
energia. A lgunas E RO es tdn vinculadas a d iversos pr ocesos f isiologicos ys on
sintetizadas ¢ omo producto s ecundario del me tabolismo ¢ elular o por e nzimas
especificas como la familia de la NADPH oxidasa, la x antina oxidasa y el citocromo

P450 (Saueretal, 2001 ). Las E RO t ambién i ncluyen m oléculas co mo I os r adicales
libres superéxido (O- 1), 6xido nitrico (NO-) e hidroxilo (OH-); y especies moleculares,

como e | pe roxido de hi drogeno ( HO,) y el p eroxinitrito (ONOQO") (Dringen, 2000)
(Tabla 1). Cada una de las ERO tiene una vida media generalmente corta, indicando que
su s itio d e in teraccion co n el ementos cel ulares es cer cano al s itio en q ue f ueron
generados. La excepcion a esto, son las especies como el perdxido de hidrogeno y los
hidroperdxidos, cuya estabilidad les permite desplazarse e interaccionar con elementos

mas alla de su sitio de sintesis (Bienert et al, 2007).

Tabla 1. Lase speciest eactivas d e o xigeno s e car acterizanp ort ener una vida media
relativamente corta que restringe su lugar de interaccion. Algunas de ellas tienen vidas medias mas largas,

permitiéndoles interaccionar con elementos lejanos a su sitio de sintesis.

Dado que el consumo de oxigeno refleja la actividad celular y que este siempre
genera ¢ omo p roducto s ecundario de 1 m etabolismo m itocondrial ERO; pr ocesos

energéticamente costosos como la proliferacion, diferenciacion, migracion, crecimiento
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y muerte, presentan elevaciones en la tasa de sintesis de ERO. Lo anterior indica que los
niveles d e E RO s e regulan en u na f orma es pecifica y q ue p ueden j ugar u n p apel
particular e n cada pr oceso de de sarrollo. A si, se ha visto que las co ncentraciones
elevadas d e ERO resultan citotoxicas, mientras que las concentraciones b ajas pueden
servir como una s efial que pr omueve eventosr elacionados co n desarrollo y
diferenciacion (Valencia y M oran, 2001 ; R amiro-Cortés et al., 2009 ; Tsatmalietal.,
2006; Covarrubias et al., 2008, Hernandez-Garcia et al., 2010.). Consistentemente, los
antioxidantes y otros a gentes que a fectan 1a p roduccién o m etabolismo de l1as E RO

afectan los mismos procesos en varios sistemas (Mattson, 1998).

Ejemplificando lo anterior, se ha visto que la concentraciéon de H,O, determina

la proliferacion y detencion del ciclo celular (Covarrubias et al., 2008). De esta forma,
bajos niveles de H,O, 6 de O- , estimulan la proliferacion de células de distinto fenotipo

celular, como musculo liso y fibroblasto; y en forma consistente, la sobre expresion de
antioxidantes como la catalasa y/o SOD2 inhibe la proliferacion de células del musculo
liso en respuesta a E GF (Hernandez-Garcia et al., 2010). Por su parte, concentraciones
mas elevadas de H,O; inducen la detencion y/o senescencia celular en fibroblastos de
mamifero, asi c omol ai nactivacion de 1 a e xpresion de genes c onstitutivos yl a
activacion de genes relacionados con el estrés (Davies, 1999). Finalmente, si el estrés
oxidante es muy elevado, las células mueren en distintas formas. La decision del tipo de
muerte es 1 gualmente d ependiente d e 1 a co ncentracion de E RO enes ter ango. E n
general, | as concentraciones m as b ajas i nducen ap optosis, an iveles 1 ntermedios s e
induce autofagia y las concentraciones mas el evadas inducen necrosis (Covarrubias et
al., 2008). En estos procesos de muerte, las ERO funcionan como sefial inicial, mas que
como un e jecutor de muerte ( Schulz et al, 199 6; V alencia y Moran, 2 001; R amiro-

Cortés et al., 2009), indicando la importancia en su regulacion.

En relacién a procesos de diferenciacion, se sabe que las neuronas, pero no los
astrocitos, requieren un nivel elevado de ERO durante el proceso de diferenciacion a
partir de los progenitores neuronales ( Tsatmali et al., 2006). En esta forma, si durante
este pr oceso s € m odifica | a ¢ oncentracion de  ERO por m edio de 1 t ratamiento ¢ on

antioxidantes, 1 a di ferenciacion, pe rono el num ero de ne uronass e ve a fectada,
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obteniendo asi, una proporcion fenotipica distinta a la generada normalmente (Tsatmali

et. al., 2006).

Los ej emplos an teriores s ugieren q ue 1 as E RO s on el ementos cap aces d e
encender distintas maquinarias para llevar a cabo procesos especificos en el desarrollo,
mas que la consecuencia de dicho efecto. Por lo tanto, recientemente se ha comenzado a
estudiar cémo es que las ERO regulan estos procesos. Lo anterior puede ser explicado
por la activacién o inactivacion de distintos genes y/o proteinas; estas ultimas en forma

postraduccional.

Un ¢j emplode 1 am odulacién de | aa ctividadde 1 os g enes por E RO es
NF«xB. Se ha demostrado que el incremento de ERO como el H,O; puede inducir 1a
expresion de este gen (Schreck et al, 1991) y que este proceso puede ser regulado por el
sistema Trx/Refl (Covarrubias et al., 2008). Las tioredoxinas ( Trx) son proteinas que
contienen un s itio activo que posee un grupo disulfuro con cap acidad de reducir 1 os
grupos tiol de algunas proteinas y m antener asi, un e stado r edox r educido. D e e sta
forma, T rx pue de m antener e | e stado r educido de R efl, una proteina nuclear con
actividad de endonucleasa y oxido-reductasa que reduce a las Cys de los dominios de
unién al ADN de algunos factores de transcripcion, provocando asi un incremento en su

actividad (Covarrubias et al., 2008).

A nivel proteico, di stintos aminoacidos como Tyr, T rp, His y p rincipalmente
Cys pueden s er ox idados, pr ovocando ¢ ambios que ¢ ulminan e nl a modificacién
conformacional de las proteinas y por lo tanto, de su actividad (Droge 2002). En forma
interesante, d iversas p roteinas r elevantes p ara el d esarrollo s on s ensibles a ¢ ambios
mediados por estrés oxidante. Ejemplo de ello son las cinasas de tirosinas y las cinasas
de fosfatasas, reportadas como enzimas importantes en el control de la proliferacion y
diferenciacion por varios factores de crecimiento (Covarrubias et al., 2008). Un segundo
ejemplo es la oxidacion de la nucleoredoxina por el H,O, (Funato et al, 2006). En su
forma reducida, esta proteina es capaz de interaccionar con Dishevelled y suprimir la
senalizacion de Wnt. Al ser oxidada, la nucleoredoxina libera a Dishevelled y promueve

la acumulacion de la B-catenina en ausencia de ligando Wnt (Covarrubias et al., 2008).
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En f orma ad icional, | a es timulacion d e v arios r eceptores p or f actores d e
crecimiento y citocinas promueven o suprimen la produccion de ERO como un e vento
de sefializacion cuesta abajo. Un ejemplo de 1o anterior es el bFGF, que promueve el
crecimiento dendritico y axonal en cultivos de neuronas hipocampales (Mattson et al,
1989) mediante la regulacion de los niveles de ERO (Mattson et al, 1995). Esto indica,
que las ERO son capaces de modificar a 1 as proteinas, pero también que estas tltimas

pueden participar en forma directa en la sintesis de ERO (Covarrubias et al., 2008).

Por otro lado, se sabe que los niveles de ERO son modulados e n di ferentes
estadiosd e vidad el ar ata, 1 ndicando di stintas f unciones e n di stintos e stados de 1
desarrollo. Se ha demostrado que éstas incrementan durante el primer mes postnatal en
comparacion con 1 os niveles d etectados en et apas em brionarias (Scarpa et al, 1987,
Coyoyel al.,en preparacion) y quelarespuestadelasneuronas frenteal as ERO
también cambia durante el desarrollo (Kushima et al, 1990). Por ejemplo, el oxigeno en
concentraciones elevadas induce la muerte neuronal en embriones, pero no en neuronas

de animales en estadios postnatales (Ishikawa et al, 1999).

3.3. Relacién entre ERO y muerte neuronal

Alolargode lavidadeuni ndividuo se presentan distintos tipos de m uerte
celular. Estos eventos son regulados y necesarios para mantener la homeostasis celular,
para formar y eliminar células dafiadas, o pueden ser resultado de un e vento masivo o
cronico, co nsecuencia d e | esiones co mo t raumas ¢ i nfarto cer ebral, as ico mod e

patologias como las enfermedades neurodegenerativas.

Un ej emplo d e m uerte r egulada o curre d urante el d esarrollo d el s istema
nervioso, donde mas del 50% de las neuronas mueren (Burek y Oppenheim 1996). En
este caso especifico, el que una neurona muera o no, dependera principalmente de si
logra hacer una conexion exitosa con su célula blanco, ya que ésta le aporta factores

troficos que promueven su supervivencia (Sastry y Rao 2000).

Los efectos deletéreos provocados por las ERO representan el papel mas comtin
que se les ha atribuido desde hace algunas décadas. La capacidad de generar dafio radica

en el estado parcialmente reducido de dichas moléculas que permite su interaccion con
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diversos el ementos de la célula y que genera alteraciones co mo la peroxidacion de
acidos grasos insaturados, que puede producir la oxidacién en cadena de otros lipidos
cercanos a el los; la ox idacién de p roteinas, q ue p uede alterar los sitios a ctivos y
estructura de las proteinas y la oxidacion del ADN, que puede generar mutaciones con
impacto a distintos niveles. Estos procesos pueden activar distintas rutas que funcionan
como s enhales e n di ferentes ¢ ondiciones y que culminan ¢ on un pr oceso fisiologico

como la muerte celular (Ramiro-Cortés et al., 2009).

Las ¢ ¢lulas d el cer ebro, p rincipalmente | as neuronas, s on p articularmente
susceptibles al dafio oxidante generado por las ERO debido, entre otras cosas, a que el
cerebro genera niveles elevados de ERO dado que su tasa metabolica es la més elevada
de todos los 6rganos, consumiendo el 20% del oxigeno total. Ademas, el cerebro esta
enriquecido con acidos grasos insaturados que son facilmente peroxidables y algunas de
sus areas contienen altos niveles de hierro que cataliza la formacion de ERO (Dringen

2000). Otro punto importante es la oxidacion de varios neurotransmisores. Por ejemplo,
la dopa mina y noradrenalina pue den r eaccionar ¢ on e 1 ox igeno pa ra generar O- ».

Adicionalmente, | a ox idacion de dopa mina p uede generar H,O, enu nar eaccion
catalizada p or 1 as m onoamina o xidasas | ocalizadas en 1 a m embrana m itocondrial
(Limoén-Pacheco y Gonsebatt, 2007). Finalmente, las defensas antioxidantes del cerebro
no son particularmente elevadas en comparacion con otros 6rganos (Floyd, 1999). Dado
lo anterior, no e s di ficil c omprender el por qué una elevada p roduccion de E RO se
correlaciona con una amplia gama de enfermedades neurodegenerativas (Floyd, 1999,

Wang y Michaelis, 2010).

En 1 os c asos pa tologicos y de envejecimiento, 1 a s obreproduccion de E RO
induce la modificacion de las macromoléculas antes mencionadas provocando dafio. No
obstante, 1 as di stintas pobl aciones ne uronales r esponden al estrés oxidante en fo rma
distinta, siendo algunas de e llas m 4s s ensibles que otras. Se ha visto que ne uronas
vulnerables a este tipo de estimulo incluyen a las del CA1 del hipocampo y a las CGN
(Wang et al., 2005, 2007, 2009). En el caso de estas ultimas neuronas, es posible que su
elevada vulnerabilidad juegue un pa pel en la degeneracion observada en cerebelos de

individuos adultos (Renovell et al, 1996; Andersen et al., 2003).
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3.4. Apoptosis

El pr oceso de m uerte que oc urre dur ante e | desarrollo e mbrionario y/ol a
maduracion pos tnatal del s isteman ervioso an tes m encionado es p rincipalmente
apoptotico. E ste tipo de muerte es un e vento evolutivamente conservado y al tamente
organizado. Las etapas tempranas de la apoptosis se caracterizan por una activacion de
caspasas iniciadoras, encogimiento celular, pérdida de la asimetria en los lipidos de la
membrana plasmatica, y condensacion de cromatina. Las fases tardias, por su parte, se
caracterizan por la activacion de las caspasas ejecutoras, asi como de endonucleasas, la
liberacion d e ci tocromo c, 1 a formaciéon de c uerpos a poptoéticos yla fragmentacion

celular.

El e ncogimiento c elular o de cremento de 1 vol umen a poptético (DVA), e s un
evento critico que ocurre en las etapas tempranas de la apoptosis, asi como en las fases
tardias y en el que se presenta una alteracion idnica y de la homeostasis del agua, asi
como una reorganizacion del citoesqueleto (Benson et al, 1996; Hernandez-Enriquez et
al 2010; Maeno et al, 2000). El DV A esté asociado a movimientos de iones como el CI’
yK". Enel caso del K", ocurre una salida a favor de su gradiente, debido a la apertura
de c anales p ermeables quea suvezprovocalasalidade CI. T odo e sto genera un
desbalance osmoético que es compensado por la célula con la salida de agua, provocando

la reduccion del volumen celular.

Las caspasas por su parte, son proteasas de cisteina que tienen como substrato
residuos d e as partato y ques onex presadas en cad enas p olipeptidicas s encillas
compuestas por t res do minios: N -terminal, una s ubunidad 1 arga y una s ubunidad
pequeiia. Las caspasas iniciadoras poseen un pro-dominio N-terminal largo que alberga
al dom inio e fector de muerte ( DED) (como l as c aspasas 8 y 10) o u n dom inio de
activacion y r eclutamiento de cas pasas (CARD) (como las caspasas2 y 9) (Elmore
2007). La regulacidon negativa de las caspasas estd mediada por inhibidores de apoptosis
(IAP) como X IAP, c-IAP1, c-IAP2 yla survivina. Estos, a su vez son inhibidos por
proteinas como Smac/Diablo y Omi/HtrA2 (Elmore 2007).

En cuanto ala activacion de las caspasas, €sta ocurre cuando se unen (via sus

predominios N -terminales) a ¢ omplejos mu ltiprotéicos,c omoe 1c¢ omplejod e
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sefalizacion inductora de muerte (DISC) y el complejo del apoptosoma (Elmore 2007,
Franco y Cidlowsky, 2009) . P osterior al pr oceso de a ctivacion, s e de sencadena u na
cascada de cortes proteoliticos de caspasas a procaspasas que resulta en la activacion de

caspasas efectoras (como la 7 y la 3) y culmina con la muerte celular (Elmore, 2007).

El ¢ omplejo D ISC e std f ormado por e I dom inio de m uerte a sociado aF as
(FADD), la caspasa 8 (en algunos casos también la 10) yla proteina inhibitoria de
FLICE (FLIP). Por su parte, el apoptosoma estd c onformado por la procaspasa 9, el
citocromo c ( cit-c) y Apaf-1 que es sensible a los niveles de ATP (Circu y Aw, 2008,
Elmore, 2007) . Asi, e n c ondiciones fisiologicas nor males,el ATP seune alcit-ce
impide la formacion de dicho complejo; si sus niveles bajan (como en condiciones de

muerte) el complejo se forma.

Las cascadas de sefalizacion antes mencionadas han sido divididas en dos vias:
la ruta extrinseca, mediada por los receptores a muerte y la via intrinseca, llevada a cabo
en la mitocondria y/o en el reticulo endoplasmatico (Figura 2). La ruta ex trinseca es
disparada po r s efiales como hor monas o ¢ omponentes de 1 a familia d e f actores
necrdéticos tumorales (TNF), como TNFa, ligando Fas/CD95 o T RAIL, que se unen a
receptores d e m uerte en 1 a m embrana p lasmatica ( Elmore, 2 007). Dicha a ctivacion
provoca s u interaccion c on pr oteinas pr oapoptoéticas, r esultando en 1 a produccion d e
DISC. Este complejo dispara una cascada de sefializacion que fluye cuesta abajo hasta
activar caspasas ejecutoras como la 7 6 3, resultando en la muerte de la célula (Elmore,

2007).

Por s u p arte, la r uta in trinseca mito condrial s e e jecuta p or la lib eracion de
proteinas pr o-apoptdticas como el ci t-c, e | f actor i nductor de a poptosis ( AIF) 6 e 1
antagonista anti-apoptotico Smac/Diablo del interior de la mitocondria hacia el citosol.
Estas pr oteinas di sparan e ventos de s efializacion de pendiente e i ndependiente de
caspasas que culminan en la muerte celular (Figura 2). Se ha propuesto que el proceso
de liberacion se da por medio de la ruptura de la membrana mitocondrial provocada por
un i ncremento os motico del m edio mitocondrial, de bido a 1a formacion de un m ega
poro nombrado poro de transicion permeable (PTP) que deja pasar los solutos (Elmore,
2007). Estos eventos de permeabilidad mitocondrial son modulados por los elementos

de la familia d e p roteinas d enotada como Bcl-2, 1 os cu ales pueden s er t anto pr o-
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apoptoticos (Bcl-10, B ax, B ak, Bid, Bad, Bim, Bik, B1k, etc.) c omo anti-apoptoticos
(Bcl-2,Bcl-x, Bel-XL. Bel-2, BAG, etc) (Elomre, 2007).

Finalmente, la v ia in trinseca d el r eticulo e ndoplasmatico s € o rigina p or la
acumulacion persistente de p roteinas p legadas en forma i ncorrecta y/o d esplegadas,
perturbaciones en la homeostasis de calcio, asi como después de una situacion de estrés.
Estos eventos inducen la activacion de tres receptores transmembranales localizados en
el reticulo endoplasmatico: La cinasa del reticulo endoplasmatico tipo PKR (PERK), el
factor transcripcional activador 6 y la enzima 1 c on requerimiento de inositol (IRE 1).
Enr oedores, | a a ctivacion de e stos receptores ha s ido relacionada con el co rte
proteolitico de 1a pr o-caspasa-12, 1 ocalizada en e 1r ostro c itoplasmatico d el reticulo
endoplasmatico y sucesivamente de la caspasa-3, 6 6 7, através de la activacion de la

caspasa 9 (Mosishima et al 2002; Chowdhury et al 2008).

Figura 2. Ruta intinseca y extrinseca de muerte apoptotica. Para mayor detalles referise al texto.

3.5. Apoptosis en el sistema nervioso y su relacién con las ERO

Como se menciond anteriormente, la apoptosis es el proceso que elimina mas del
50% de las neuronas en el desarrollo embrionario y/o en la maduracion postnatal del
sistema nervioso. Lo anterior asegura su correcta conexion con otras neuronas, asi como
la e liminacion d e n euronas que no recibieron i nervacion a lguna y t ambién e limina

neuronas que migraron a una posicion incorrecta.
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Adicional a los procesos normales de desarrollo, 1a apoptosis también juega un
papelen ev entosp atolégicosco moes el cas od eal gunas enfermedades
neurodegenerativas. Se ha demostrado que al modular distintos elementos apoptdticos
pertenecientes tanto a | a ruta intrinseca co mo ex trinseca es p osible regular 1a muerte
celular. E jemplode e lloe s queel usod e inhibidores de c aspasas previenel a
neurodegeneracion en algunos modelos animales (Ona el al, 1999). Otro ejemplo es que
el uso de la minociclina (un inhibidor de 1a liberacion mitocondrial del citocromo c)
tiene un e fecton europrotectore nm odelosa nimalesde e nfermedades
neurodegenerativas como las enfermedades de Huntington y de Parkinson y esclerosis

lateral amiotréfica (Friedlander 2003).

Sin imp ortar s 1 la apoptosis oc urre por un pr oceso n eurodegenerativo o de
desarrollo, esté siempre va acompafiado de una generacion importante de ERO. Debido
a ello, se ha estudiado en forma detallada el papel de las ERO en la sefializacion de la

apoptosis. Algunas evidencias que apoyan el papel de las ERO en la apoptosis son:

1. E xiste un 1 ncremento i mportante e n l a c oncentraciéon de O- ; en l a m uerte

apoptotica i nducida por la de privacion de factores t réficos e n di stintos t ipos

neuronales ( Satohe ta 1, 1998; G uoe t, al 1 999). D ichoa umento enl a
concentraciond e O-, esi nducido por elementosd el a N ADPH o xidasa

(Tammariello et al 2000).

2. El oxigeno en singulete induce la muerte neuronal por medio de la activacién
de caspasa 3 (Valencia y Moran, 2004) y también en la apoptosis de células no
neuronales, m ediada por B id y a Ilgunos m iembros de 1 a f amiliade M APK

(Zhuang et al 1998) y PKC (Zhang et al 2001).

3. Las ERO, en particular el peréxido de hidrégeno (Shimizu y Numata 2004;
Varela y Simon, 2004), pueden modular la actividad de 10s can ales anionicos
regulados por volumen, los cuales son activados durante la apoptosis (Okada y

Maeno, 2001, Herndndez-Enriquez et al, 2010, 2011).
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Dentro de 1os procesos de s enalizacion de muerte apoptotica, laruta de JNK
representa una de las cascadas mas conocidas regulada por ERO (Kamata et al, 2005a;
Ramiro-Cortes et al , 2009). E star uta e s a ctivada ba jo ¢ ondiciones ox idantes que
permiten la disociacion de ASK1 de la tioredoxina, promoviendo asi, la defosforilacion
dela Ser-967 de ASKI, induciendo la muerte a poptética de pendiente de JNK y p38
(Goldman et al 2004). Adicionalmente, bajo estas c ondiciones, la fosfatasa de M AP
cinasas (Mkp) se encuentra oxidada, impidiendo la inactivacion de JNK (Kamata et al,
2005a). Estos hechos se ven apoyados por el aumento en la fosforilacion de JNK1/2 y
de c-Jun (uno de los principales substratos de JNK) por K5, y por la disminucion de la

misma al momento de adicionar antioxidantes (Ramiro-Cortés et al, 2009).

Es importante mencionar que la ruta de JNK no sefializa en todos los casos de
muerte apoptdtica. El tratamiento de NGC en cultivo con estaurosporina (ST) también
induce una elevada produccién de ERO que precede a la muerte, pero no activa a JNK
(Ramiro-Cortes et al, 2009). En este caso, 1a via sefaliza unicamente por p38 en una
forma dependiente de E RO ( Ramiro-Cortés etal, 2011). Lo anterior i ndica que, sin
importar 1a via d e s efializacion, 1 as E RO es tdn relacionadas en forma directaconla
muerte apoptdtica y que su generacion es regulada por los estimulos pro-apoptoticos.
Asi mismo, indica la importancia de una regulacion fina en la concentracion de ERO en

procesos de desarrollo y muerte neuronal.

3.6. Funciones del glutatién

Los niveles intracelulares d e ERO es tan d eterminados p or el balance entre su
produccion y su tasa de degradacion o inactivacion. Los sistemas antioxidantes incluyen
enzimas como las uperdxido di smutasa, la catalasay la glutation pe roxidasa, y
moléculas como el a-tocoferol, el B-caroteno, el ascorbato y el glutation (GSH). Este
ultimo, e s un p éptido c ompuesto por por tres a minoacidos (y-L-glutamil-L-cisteinil-
glicina) y es considerado el sistema antioxidante mas abundante en el sistema nervioso

central.

La propiedad antioxidante del glutation (GSH) radica en la capacidad de donar
electrones y protones por parte de su cisteina, 1o cual provoca la oxidacion de GSH a

GSSG y la neutralizacion de especies reactivas, ya sea de oxigeno o de nitrégeno. Este
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proceso 1 o realiza por simismo o enconjuntoconla enzima glutation pe roxidasa
(GSHPx) (Figura 3). Existen al menos 4 hom6logos de esta enzima localizados en el
citoplasma y en la mitocondria y su funciéon especifica consiste en reducir al H,O, e

hidroperdxidos (Dringen 2000).

La funcion de antioxidante es el papel m as c onocido del G SH; s in e mbargo,
también s e | e at ribuyen o tras funciones (Limén-Pacheco y G onsebatt, 2007) . P uede
funcionar como r eductor de ot ros a ntioxidantes c omo e 1 a-tocoferol, a scorbato y
ubiquinonas. Es considerado el mayor reservorio de grupos tiol intracelulares y por lo
tanto de cisteina. P articipa en la reduccion de ribonucleotidos por medio del sistema
glutaredoxina (  Limoén-Pacheco y Gonsebatt, 2007) . P uede f ormar ¢ onjugados
excretables d e glutation co n p roteinas ( GS-proteina), yasea en forma espontanea o
enzimatica p or m edio de las glutation S -transferasas. E1 G SH se ha relacionado con
procesos de senalizacion celular por medio de su interaccion con cisteinas localizadas
ene lsitioactivoor egiones r eguladoras d e pr oteinas t ipo ¢ inasas y factores de
transcripcion. Finalmente, también se ha sugerido como neurotransmisor con su propio
receptor e i ncluso como regulador de canales ionotropicos glutamatérgicos (Janaky et

al, 2001; Oja et al, 2000).

El GSH conforma mas del 90% del total de los tioles no proteicos en la mayoria
de las células y su concentracion varia de 0.5 a 10 mM dependiendo el tipo celular. En
el hi gado por ejemplo, se detectan c oncentraciones de 4 a 8 m M, siendo so6lo el 5%
GSSG. En relacion a su distribucion, alrededor del 85 al 90% del glutation se encuentra
libremente d istribuido e n e 1 ¢ itosol. E 1 r esto e sta lo calizado e n o rganelos ¢ omo la
mitocondria, pe roxisomas, nic leo y reticulo e ndoplasméatico (RE) (Circuy Y ee Aw,
2008) (Figura 3). En mamiferos existen tres mecanismos que mantienen la homeostasis
del G SH: la sintesis de novo, 1a entrada d e G SH proveniente d e fuentes ex 6genas a
través d e 1a membrana celular y el reciclamiento del GSSG a GSH por mediodela
glutation reductasa (GR), la cual se encuentra distribuida tanto en el citoplasma como en
la mito condria. E1 proceso de sintesis ocurre en el citosol en dos pasos consecutivos
dependientes d e A TP, catalizados p orl a y-glutamilcisteina-ligasa ( GCL) yp or la
glutation sintetasa (Figura 3). E 1 punto limitante en la sintesis del GSH estd mediado
porla GCL yesregulado en forma ne gativa por el mismo GSH (Circu y Yee Aw,
2008). La G CL esta c onstituida por dos s ubunidades; una c atalitica ( GCLC) y una
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modificadora (GCLM). La funcion de esta ultima consiste en disminuir la Km por el
glutamato y ATP e incrementar la Ki por la retroalimentacion negativa que ejerce el
GSH. Los ratones nulos a Gclc no sobreviven mas alla del dia 9 de gestacion (E9),
mientras que 1os heterocigotos tie nen la mita d d e p roteina que el r aton s ilvestre y

aparentemente son normales (Dalton et al, 2004).

En t érminos de ¢ oncentracion de G SH y G SSG, ¢ ada or ganelo pr esenta un
ambiente redox peculiar que cumple un fin especifico. E1 GSH de 1a mitocondria por
ejemplo, c ontiende c on l1as E RO generadas por el proceso de fosforilacion oxi dativa
donde I a ¢ oncentracion de G SH:GSSH e s de 100: 1, pudi endo di sminuira 4: 1 en
condiciones de e strés ox idante. E 1 R E por s upa rte pr esentaun ambiente r edox
altamente oxidado y tiene una concentracion similar de GSH en relacién a la citosolica.
Este estado redox favorece la formacion de puentes disulfuro y el plegamiento correcto
de las proteinas. Finalmente, el GSH del nucleo juega un p apel esencial al proteger al
ADN del dafio inducido por radiacion ionizante y agentes ox idantes. A dicionalmente,
participaen | as intesis d el ADN al funcionar ¢ omo dona dor de hi drégenosenl a

reduccion de ribonucledtidos a deoxiribonucleotidos (Circu y Aw, 2008).

Dado lo anterior, es facil entender que el GSH juega un papel crucial en diversas
funciones de 1os organismos y en particular en el cerebro, el cual tiene al GSH como
defensa primaria en contra de los efectos adversos de las ERO. Ejemplo de ello es el
dafo m itocondrial i nducido por el a umento enelniveldeE RO, generadoporla
disminucion en los niveles de GSH en cerebros de ratas recién nacidas por medio de

BSO, un agente inhibidor de la sintesis de glutation (Dringen 2000).
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Figura 3. Homeostasis cel ular d el G SH: s intesis, ci clo r edox y co mpartamentalizacion. E1G SH s e
sintetiza a partir de Glu, Cys y Gly en dos pasos consecutivos dependientes de A TP catalizados por la
glutamato cisteina ligasa y la glutation s intetasa. E stos a minoacidos p recursores s on obtenidos p or la
hidrolisis e xtracelular d e d istintos e lementos, ¢ atalizada p or la y-glutamiltransferasa y d ipeptidasa.
Sintetizado el G SH, s e co npartamentaliza e n el nucleo, mitocondria y r eticulo e ndoplasmatico. E stos
organelos co ntienen d istintas co ncentraciones d e G SH, p rovocando u na d iferencia en s us a mbientes
redox. Los acarreadores dicarboxylato y oxoglutarato me dian la entrada del GSH al a mitocondria. El

reciclamiento del GSSG a GSH se lleva a cabo por la GR en un proceso dependiente de NADPH.
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4. ANTECEDENTES

4.1. Glutation y apoptosis

En forma historica, se ha propuesto que durante la muerte apoptotica ocurre una
disminucioén en los niveles de GSH resultado del estrés oxidante generado. No obstante,
estudios recientes han sugerido que el GSH es un regulador de la apoptosis (Circu y Yee
Aw, 2008, Pompella et. al., 2003). Se¢ ha demostrado que 30 minutos después de ejercer
un e stimulo ox idante, oc urre una elevacion i mportante de G SSG que precede ala
pérdida de la integridad mito condrial, 1a translocacion del cit-c yla activacion dela
caspasa 3 . C onsistentemente, el p retratamiento co n N -acetilcisteina ( NAC), un

precursor de GSH, previene la apoptosis por el mismo estimulo (Circu y Aw, 2008).

Apoyando lo anterior, se ha visto que al mantener los niveles intracelulares de
GSH por el uso de analogos permeables de GSH o al inhibir la expulsion del GSH, se
inhibe o retrasa la apoptosis (Ghibelli et al 1998). En forma adicional, existe una gran
cantidad d e informacién respecto a la resistencia de tumores con niveles elevados de
GSH a terapias de radiacion y quimioterapia ( Schroder et al, 1996). E stas evidencias

sugieren que el GSH es un regulador de la apoptosis y no un efecto secundario de esta.

Por o tro 1 ado, s e s abe que una v ez d esatada | a act ivacion d e 1 a m aquinaria
apoptdtica, la caspasa 3 induce el corte proteolitico de la GCLC en la Asp499, una region
necesaria para la asociacion con la GCLM. Este evento induce una rapida pérdida en los
niveles de GSH, y porlo tanto, ejerce un ciclo de retroalimentacion (Franklinetal,
2002). Finalmente, la disminucién en los niveles de GSH produce un incremento en los
niveles de ERO, favoreciendo e ventos c omo la di merizacion de Bax de pendiente d e
oxidacion, 1 a f ormacion de 1a poptosoma, 1 a oxi dacionde | ac ardiolipina y la
subsecuente liberacion del cit-c. También se ha propuesto que el GSH puede disparar la
apoptosis € n f orma di recta al m odular aspectos c omo 1 a f ormacionde l por od e
transicion, al prevenir la oxidacion de grupos tioles de 1a subunidad de nucleotidos de

adenina (ANT) (Armstrong et al, 2002).

Lo anterior indica que la disminucién en el contenido del GSH es un evento que

puede mediar diversos puntos de regulacion en las cascadas de sefializacion de la via
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intrinseca y de la via extrinseca apoptdtica. No obstante, hay evidencias contradictorias
(Circu y Yee Aw, 2008, Franco y Cidlowski, 2009) y en este momento no e s posible

indicar un rol preciso del glutation en la apoptosis.

En relacion al decremento de los niveles de GSH durante 1a muerte apoptotica,
existen dos mecanismos principales que lo explican. Estos son, 1a oxidacion directa del
GSH p rovocadapo r E RO y sue xpulsion de lac ¢lula atravésd el am embrana
plasmatica por medio de bombas (GSH-T) (Franco y Cidlowski, 2009). Este ultimo esta
relacionado con la activacion de los receptores de muerte y precede al estrés oxidante
generado por la acumulacion de ERO y es necesario para la progresion de la apoptosis.
Siseevitala expulsion d el G SH u tilizando L -metionina o s ulfobromoftaleina, e s

posible revertir la apoptosis (Filomeni et al, 2002).

Por otro lado, el estrés oxidante en el reticulo endoplasmatico se relaciona con la
oxidacion directa d el G SH, resultado d e al teraciones en 1os niveles energéticos de la
célula, del estado redox, de la concentracion de Ca®"y se ve reflejado en la acumulacion
0 agregacion de proteinas desplegadas capaces de disparar la apoptosis. Otro organelo
cuyo contenido de GSH se ve afectado por oxidacion es la mitocondria. En este caso, la
muerte s e i nduce c uando 1 os ni veles de G SH s e e ncuentran por de bajo del 50% en
relacion al control (Jain et al, 1991, Martensson et al, 1991), predisponiendo al ADN ya
los &cidos grasos mitocondriales a extenso dafio oxidativo (Fonnum y Lock, 2004). En
estas ¢ ondiciones, elementos del a fosforilacion oxi dativa ¢ omo 1 a succinil-CoA
transferasa y principalmente, la ATP sintetasa, presentan un decremento sustancial en su
actividad de bido a su e stado g lutationilado ( Garciaetal, 2010). Lo anterior parece
reflejarse en und ecrementoen l atasad er ecambiod e A TP yen u nal imitada
exportacion del mismo hacia el citoplasma (Vesce et al., 2005). En forma adicional, el
estrés oxidante generado por los bajos niveles de GSH en la mitocondria se asocian a la
pérdida de 1 pot encial de m embrana, 1 iberacién al citosol del cit-c e i niciaciondela

cascada apoptotica (Circu y Aw, 2008; Filomeni et al, 2002; Franco y Cidlowski, 2009).

4.1.2. Glutation y regulacion de la apoptosis

Como se mencion6 anteriormente, existe una amplia discusion alrededor del rol

especifico que juega el GSH en la apoptosis. Diversas evidencias sugieren una funcién
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protectora en este tipo de muerte celular. Ejemplo de ello es 1a capacidad del GSH de
proteger a |l as cisteinas del motivo catalitico QACRG de las caspasas, de la oxidacion
por ERO (Circu y Yee Aw, 2008). E sta proteccion se 1leva a cabo por 1a formacion
reversible de complejos S-glutation que funcionan como una barrera que impide el corte
proteolitico por otras caspasas (Circu y Aw, 2008, Pompella et. al., 2003). En forma
consistente, s e ha visto que el proceso de m uerte a poptdtica va a companado de un
incremento en la formacion de estos complejos proteina-SSG (Circu y Aw, 2008). Este
proceso de c ruce de di sulfuros e ntre 1 a ¢ isteinade 1 G SH yun m otivo de cisteina
presente en la proteina en c uestion e s ¢ onocida c omo ( S-) glutationilacion yseve
favorecida por condiciones ox idantes, c omo las inducidas por un e stimulo a poptético

(Dalle-Done et al., 2007).

Un e jemplo de estimulo a poptotico q ue d esencadena es te p rocesoes 1 a
estimulacion con el ligando Fas. Dicho estimulo desencadena la activacion de caspasas
que favorece el corte proteolitico de blancos como la glutaredoxina 1, i nhibiendo su
actividad enzimatica. Lo anterior promueve la glutationilacion de Fas, que incrementa la

unién de su ligando y aumenta la activacion de caspasas (Anathy et al., 2009).

Por ot ro l ado, existen e videncias que sugieren que B cl-2 i nteracciona con el
GSH por medio de su dominio BH3 y que esta interaccion puede regular positivamente
los niveles del ultimo (Zimmermann et al 2007). Prueba de ello es la sobre expresion de
Bcl-2 en células con niveles bajos de G SH, I a cual ge nera un i ncremento e n e stos
ultimos e inhibe la mu erte ¢ elular in ducida p or la mito condria (Alessio et al., 2 004;
Circu y Yee Aw, 2008). En forma c onsistente, | a di srupcion de e sta i nteraccion por
proteinas proapoptoticas como BimL, provoca la expulsion del GSH mitocondrial, asi
como la inhibicion del transporte de GSH a su interior (Circu y Aw, 2008). Ademas, se
ha de mostrado que va rios ¢ anales i 6nicos y transportadores estan regulados por
alteraciones en la homeostasis del GSH y ERO. Dentro de estos casos se encuentran los
canales de K*, CI y de la ATPasa de Na'/K", los cuales a su vez, han sido asociados a
los procesos de decremento en volumen celular presente en la apoptosis (Petrushanko et

al 2005).
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4.2. Disminucion del glutation en neuronas

Las evidencias anteriores de muestran que al di sminuir 1os niveles de GSH se
genera una predisposicion a la muerte apoptotica de distintos tipos celulares, incluyendo
las n euronas. T al esel cas od e v arias enfermedades n eurodegenerativas ¢ omo el
Parkinson, cuyo m arcador m &st emprano e s la di sminucién e ne 1 ¢ ontenido de
GSH/GSSG en la substancia nigra y cuya magnitud se correlaciona directamente con la
formacion de agregados proteicos y severidad de 1a enfermedad (Andersen, 2004). Lo
anterior p arece estar en 1 elacion d irecta co nl ap roducciéond e E RO, d ado q ue el
metabolismo de 1a dopa mina ge nera pr oductos ¢ omo e | s uperoxido, e I pe roxido de
hidrégeno y quininas dopaminergicas, que pueden estar ligadas con la oxidacion de la

a-sinucleina (Andersen, 2004)

En forma adicional y reciente, se ha observado que no solo los bajos niveles de
GSH inducen 1a muerte ne uronal, sino que también su s obreexpresion ejerce e fectos
deletéreos. S e s abe q ue | a s obreexpresion d e GSH g enera u na glutationilacion de
proteinas en una forma aberrante y una subsecuente muerte, indicando que debe haber
una regulacion muy fina de los niveles de GSH para la supervivencia de estas neuronas

(Garrido et al., 2011).

Enel c aso es pecifico delas N GC, 1 os es tudios de Wiillner et al. (1999)
demostraron que el t ratamiento con B SO produceunde crementode G SH
citoplasmatico dependiente de la concentracion y tiempo de tratamiento, mientras que
los n iveles d e G SH mitocondrial s e m antienen r elativamente es tables. E n es tas
condiciones, la de generacion neuronal es ap optdtica y ocurre después de 24-36 hrs de
tratamiento, tiempo en el cual la disminucion de GSH sobrepasa el 50% en relacion con
células n o t ratadas. En co ntraste, | a conjugacion d irecta d el G SH m itocondrial y
citoplasmatico por acido etacrinico induce 1a pérdida de G SH mitocondrial en forma
inmediata, lo cual genera un incremento de intermediarios de especies reactivas en tan
solo 2 hor as. E sta rapida di sminucién en los niveles de G SH produce el colapso del
potencial de membrana mitocondrial y muerte celular con caracteristicas necrdticas en
4-8 hrs. (Willner etal, 1999). Lo anterior no es de sorprender, dado queel ADN
mitocondrial es altamente vulnerable al estrés oxidante debido a su estructura circular

abierta y a la carencia de histonas que lo protejan (Ayer et al., 2010). Por ende, estos
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dafios d eben s er cap aces d e d esatar p rocesos d e s efializacion q ue co ncluyan conla

muerte neuronal.

En conclusion, el contenido de GSH parece relacionarse en forma directa con la
concentracion d e E RO y con | a m uerte ne uronal, i ndicando un pos ible pr oceso d e
sefializacion celular d esatado por estas ultimas y regulado por el GSH. Por lo tanto,
estudiar a f ondo larelacion entre el G SH, las ERO ylam uerte p rogramada en el
cerebelo y las CGN generard resultados que ayuden a co mprender el papel de este tiol

en el desarrollo del sistema nervioso.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen evidencias que sugieren que las ERO pueden funcionar como sefiales en
diversos pr ocesos fisioldgicos, i ncluyendo el de sarrollo. Dado que el glutation es la
molécula antioxidante mas importante en el sistema nervioso, es posible que regule los
procesos de desarrollo y muerte celular apoptotica en las que se ha implicado a las ERO.
Una forma de probar lo anterior es modificando los niveles de GSH mediante el uso de
BSO durante el desarrollo del sistema nervioso de la rata, un periodo en el cual el BSO
tiene acceso al sistema nervioso central y puede inducir una reduccion en los niveles de

GSH en cerebro (Martensson y Meister, 1992; Castagné et al., 2004).

6. HIPOTESIS

Dado que las ERO estan involucradas en procesos de desarrollo y que el GSH es
uno de | os sistemas antioxidantes m &s i mportantes d el s istema n ervioso, e ntonces la
reduccion de 1os niveles de G SH dur ante periodos criticos del desarrollo del sistema
nervioso afectara algunos de sus eventos, en particular la muerte neuronal programada,

y la migracion neuronal.

7. OBJETIVO

Conocer el papel de las ERO y del glutation en el desarrollo del cerebelo.

7.1. Objetivos particulares

-Conocer los niveles de glutation en neuronas granulares de rata in vitro.

-Estudiar el efecto del BSO en los niveles de glutation y ERO en cultivos de neuronas
granulares de rata en condiciones control y sometidas a una condicidon apoptoética.
-Explorar la participacion del glutation en la regulacion de los niveles de ERO en el
cerebelo durante procesos del desarrollo como la muerte apoptdtica, la migraciony la
proliferacion de CGN.

-Estudiar los efectos provocados por la disminucion de 1os niveles de glutation en el

desarrollo del cerebelo de rata a nivel histologico.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Materiales

El suero fetal bovino, p enicilina/estreptomicina fueron adquiridos en GIBCO
(Grand Island, NY, USA). El 5,5'-Ditiobis(2-acido nitrobenzoico) (DTNB), la glutation
reductasa (GR), la butionina sulfoximina (BSO), el NADPH, el N-acetil cisteina (NAC),
la 5-bromo-2'-deoxiuridina ( BrdU), el i oduro de pr opidio ( IP), I a p oli-L-lisina, la
tripsina, la A DNasa, | a citosina-D-arabino-furoanosida y1a gelatinad e bovi no, s e
compraron e n Sigma Aldrich ( St L ouis, MO, US A). El Mn(II[)TMPyP y EUK134
fueron de Calbiochem. La calceina-AM vy el anticuerpo Alexa Fluor 488 de pollo anti-
rata [gG (H+L) se compraron en Invitrogen, Molecular Probes (Eugene, OR, USA). El
anticuerpo policlonal contra caspasa-3 cortada (Asp 175) se obtuvo de Cell Signaling
technology (New England Biolabs, Ipswich, M A, USA). El anticuerpo monoclonal de
rata-anti BrdU fue comprado en Accurate Chemical & Scientific (Westbury, NY, USA).
El Vectashield fue adquirido en Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA).

8.2. Cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo

Se obtuvieron a partir de ratas Wistar de 8 DPNs (Moran y Patel, 1989). Para
ello, se disecto el cerebelo y se disociaron las neuronas con tripsina y ADNasa. Dichas
neuronas s ¢ cultivaron a una densidad de 1.5 x 10° células/ml en caj as d e p lastico
previamente cubiertas con 5 pug/ml de poli-L-lisina. El medio utilizado fue basal Eagle
suplementado con 10% ( v/v) de s uero f etal b ovino i nactivado por ¢ alor, 2m M de
glutamina, 25 m M de K Cl, 50 U /ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina. Las
neuronas se incubaron a 37° C en una atmoésfera humeda al 95% de aire y 5% de CO..
Finalmente, a los cultivos se les anadid citosina arabinosida 10 uM 24 hrs después de
sembradas, e vitando asi | a pr oliferacion de c élulas no ne uronales. E stos c ultivos s e

emplearon para determinar parametros de viabilidad celular, niveles de GSH y de ERO.

8.3. Tratamiento de los cultivos
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Los cultivos c elulares fueron tratados entre los 6 y 8 dias in vitro (DIV). El
primer tratamiento fue con concentraciones de BSO de 50, 100, 200, 300 y 500 uM a 4,
8,12,24 y36hrs. Dicho tratamiento tuvo c omo fin e ncontrar una ¢ oncentracion y
tiempo adecuado para disminuir los niveles de GSH. Conociendo esta concentracion y
en forma pos terior a 1a di sminucion de 10s ni veles de G SH, s e utilizé un s egundo
tratamiento con estimulos apoptoticos como el cambio de medio sin suero con KCI 5
mM (referido como K5) 0 0.5 uM de estaurosporina (ST). Este experimento tuvo como
fin conocer el papel del GSH frente a un estimulo apoptotico. Finalmente se utilizaron
antioxidantes como el NAC 3, 5 y 10 mM, Mn(III)TMPyP a 50 6 100 uM y EUK 134 a
15 uM dur ante 23 hor as y m edia de spués d el tratamiento con BSO2 00 uM y30
minutos antes de 1os estimulos apoptoéticos (Figura4). En el caso del K5, el BSO fue
removido al mo mento d el c ambio d el me dio, mientras que al tratarconla ST, e ste
continuo hasta el final del ensayo. El fin de estos experimentos fue comprobar si los
cambios oc asionados por la di sminucion del G SH y los e stimulos eran debidos a la
generacion de ERO, asi como obtener una idea de qué especies podrian estar jugando un

papel en ello.

Figura 4. Eld iagrama i lustra el o rden y d uraciond el a ad ministracion d e BSO, de los
antioxidantes (EUK 134, Mn(IIT)TMPyP, NAC) y del estimulo proxidante (K5 en azul 6 ST enrojo). La
regleta central indica las horas y las flechas delimitan el comienzo y fin de cada tratamiento.

Transcurridas las 36 horas, los experimentos fueron evaluados en un microscopio de epifluorescencia.

8.4. Viabilidad celular

Posterior a los tratamientos realizados, se cuantificé la viabilidad de los cultivos.
Para ello se someti6 a las células a 0.4 uM de calceina-AM por 10 minutos 6 a SuM de

diacetato de diclorofluoresceina (FDA) por 15 minutos. Estas moléculas son permeables
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a l as m embranas l ipidicas d e 1 as cél ulas y s on co rtadas p or | as es terasas d e cél ulas
viables, liberando asi una fluorescencia verde. El ensayo se complement6 con la adicién
de ioduro de propidio (IP) 2 uM para tefiir células muertas o en proceso de muerte. A
partir d e la co ntabilizacion d e cél ulas p ositivas a c alceinae IP yla o btencion | as
proporciones de éstas respecto al total de células en el campo, se obtuvo la viabilidad de
las cél ulas. Para h acer es tas evaluaciones, s e f otografiaron 1 os pozosy sehizola
cuantificacion del 40% del campo. Las imégenes fueron adquiridas con un microscopio
de epifluorescencia (Nikon Diaphot TMD; Nikon Corp., Japan) y se utilizaron filtros

Nikon para fluoresceina y rodamina.

8.5. Evaluacion de los niveles de GSH in vitro

Los niveles de G SH s e d eterminaron en hom ogenados de NGC, mediante el
ensayo de reciclamiento enzimatico de Tietze publicado (Rahman et. al., 2007). E ste
ensayo consiste en oxidar al G SH por medio de 5,5 -ditio-bis (2-acido ni trobenzoico)
(DTNB) para formar el derivado amarillo 5-tio-2-acido nitrobenzoico (TNB) (medido a
412 nm) y el aducto oxidado G S-TNB. E ste producto es reciclado a G SH utilizando
NADPH y ala GR, produciendo la liberacion de TNB. En esta forma se obtiene 1a
medicion d e g lutation ¢ elular to tal. P arala me diciond el G SSG,e G SHs eu ne
covalentemente con 2-vinilpiridina. Este compuesto tinicamente se une al GSH y por lo
tanto ev ita q ue interaccione con el D TNB. En esta forma, se mide el TNB liberado
unicamente por la reduccion de GS-TNB, obteniendo la medicion del glutation oxidado.
A partir de los resultados s e puede o btener 1 a diferencia entre el glutation total y el
GSSG para asi conocer el GSH presente en la muestra. Las concentraciones de GSH y
GSSG se obtuvieron a p artir de 1a curva de regresion generada y de la cuantificacion

proteica hecha por el ensayo de Bradford.

8.6. Evaluacion de los niveles de ERO

Se d eterminé 1a pr oduccion de ERO en N GC incubadas por 20 m inutos ¢ on
dihidroetidio (DHE) 3.2 uM, las cuales se fijaron con paraformaldehido 4%. E1 DHE es
una molécula altamente susceptible a 1a oxidacion por distintas ERO, produciendo su
descomposicion a etidio, el cual es capaz de unirse al ADN. Al contabilizar los nticleos

positivos a DHE respecto al total de las células por campo, se obtuvo una medida del
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estado ox idante del ascél ulas. E stas evaluaciones s e hi cieron e mpleando un
microscopio de e pifluorescencia (Nikon D iaphot T MD; N ikon C orp., Japan) con un

filtro Nikon para rodamina.

8.7. Tratamiento de las ratas

Las ratas se inyectaron diariamente una vez y en forma intraperitoneal (i.p.), a
partir de las 48 hrs de nacimiento y hasta el dia de su perfusion. Se utilizaron 2 dosis de
BSO (1.5 mmol/Kg de peso total y 3 mmol/Kg peso total) y como control solucion de
NaCl 0.9%. Cuatro horas antes de la perfusion se hizo una dosis i.p. de DHE 27 mg/Kg
de rata. En los experimentos donde se utiliz6 BrdU, se hizo una inyeccion en el 8 DPN

de 50 mg/Kg de rata, ya sea 2 horas (8§ DPN) 6 4 dias (12 DPN) antes de la perfusion.

8.8. Evaluacion de los niveles de GSH in vivo

Los t ejidos s € obt uvieron a pa rtir de r atas d ecapitadas a | m omento de la
recoleccion. El tejido se disectd en forma rapida, se lavo en una solucion fria de NaCl
0.9%, se pesod y posteriormente se suspendié en 0.5 m1 de &cido sulfosalicilico 4.31%.
En este medio se hizo el homogenado de tejido, se centrifugd a 8000 g por 15 minutos a
4°C yserecuperd el sobrenadante. A p artir es te U1 Itimo s e r ealizo el ensayo de
reciclamiento enzimatico de Tietze y apartir del pellet se hizo la cuantificacion de

proteina por medio del ensayo de Bradford.

8.9. Evaluacion de la morfologia del cerebelo

Se prefundi6 y fijo a las ratas con paraformaldehido al 4%. Posteriormente se
obtuvieron cortes sagitales seriales del vermis del cerebelo y estos fueron tefiidos con
hematoxilina/eosina. La e valuacién de 1 a m orfologia s e hi zo a pa rtir de 1 magenes

obtenidas en un microscopio estereoscopico.

8.10. Inmunohistoguimica contra caspasa 3 activa

Los cortes se lavaron 3 veces y por 4 m inutos con PBS. Subsecuentemente se

bloqued con suero de cabra al 3% diluido en PBS + Triton X-100 0.3% (PBT) por 2 hrs
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y at emperatura am biente. P osteriormente s € s ometieron | os co rtes al an ticuerpo
primario policlonal contra caspasa-3 cortada (Asp 175) (1:200) diluido en PBT por 2
dias y a 4 °C. Terminado este tiempo, se hiceron 4 lavados por 5 minutos en PBS y se
puso el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 de pollo anti-rata IgG (H+L) (1:250) por
1 hora y a temperatura ambiente. Concluido este tiempo, se hicieron 3 lavados en PBS
por 5 minutos y se procedié a montar con Vectashield. Las imdgenes fueron analizadas

en un microscopio confocal (FluoView FV1000, Olympus, Japan).

8.11. Inmunohistoquimica contra BrdU

Losc ortes s el avaron 3 ve ces ypor 4 m inutosc onP BS. El ADN f ue
desnaturalizado c on HCI 1M por 30 minutos ya 45° Paraneutralizarelacidose
hicieron 3 l1avados de 5 minutos con PBS. En forma subsecuente se bloqued con suero
de cabra al 3% diluido en PBS + Triton X-100 0.3% (PBT) por 1 hr y a temperatura
ambiente. P osteriormente s e sometieron los cortes al anticuerpo primario monoclonal
anti BrdU hecho en rata (1:200) diluido en PBT por 2 dias ya 4 °C . Terminado este
tiempo, se hicieron 4 lavados por 5 minutos en PBS y se puso el anticuerpo secundario
Alexa F luor 488 de pollo anti-rata I gG (H+L) (1:500) por 2 horas y atemperatura
ambiente. C oncluido e ste tiempo, s e hi cieron 3 | avados en PBS por 5 m inutos yse
procedié a montar con Vectashield. Las imagenes fueron analizadas en un microscopio

confocal (FluoView FV1000, Olympus, Japan).
8.12. Analisis estadistico

Los resultados s e analizaron con un analisis de varianza d e di sefio a leatorio
(ANOVA) de una serie de experimentos independientes seguidos o por una prueba t de

Student, de pendiendo el caso. La significancia utilizada fue de p<0.05. El ntimero de

ensayos se indica en los pies de figura.
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9. RESULTADOS

9.1. Rol del glutation en las neuronas granulares del cerebelo de rata

Conel find ees tablecer p untos cr iticos d et ratamiento q ue af ectenl a
supervivencia de las NGC, se realizé una curva de tiempo y concentracion de BSO. Se
tomo ¢ omo r eferencia e 1t rabajo de W {illner et. al. (1999) p ara es tablecer al gunas
concentraciones y tiempos. E stos pa rametros s € a mpliaron con el fin d e obt ener un
rango mas completo, evaluando asi concentraciones de BSO de 50, 100, 200, 300 y 500

uM. Estas se administraron por tiempos de 4, 8, 12, 24 y 36 hrs. (Figura 5).

Figura 5. Efecto del tratamiento de B SO sobre 1a viabilidad cel ular. L a viabilidad se evalu6
como la incorporacion de ioduro de propidio para identificar n euronas muertas y como la tincionde
calceina para identificar las neuronas vivas. Los tratamientos se hicieron durante 4, 8, 12, 24 y 36 hrs. Las
concentraciones usadas fueron de 50 a 500 uM como se indica en el recuadro. Los resultados expresan
como el porcentaje de células marcadas del total de neuronas tefiidas con ioduro de propidio y calceina en
el mismo campo. Las barras representan el error estandar de por lo menos 3 experimentos independientes.

ANOVA de una via, p <0.05 vs. control.

Los r esultados 1 ndican una t endencia ai ncrementar el n imero d e n euronas
muertas de f orma de pendiente de concentracion y det iempo. Los ¢ ambios m as
importantes oc urrieron después de las 12 h rs. de t ratamiento, s iendo s ignificativos
algunos de ellos. No obstante, es notorio que el BSO per se, no afecta la viabilidad en
una forma importante. Finalmente, se llegaron a hacer algunos experimentos tratando a
las ne uronas c on BSO por 48 hr s. A pe riodos tan [ argos como éste, las célulasse

encuentran totalmente muertas.
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Para conocer los niveles de ERO generados en estas mismas condiciones, se hizo
la cu antificacion d e c €lulas p ositivas a D HE ( Figura 6). Los resultados i ndicaron un
ligero aumento dependiente del tiempo tratamiento con BSO a partir de las 12 hrs. Este
aumento fue significativo unicamente a tratamientos largos (36 hrs). De esta forma, se
observa una correlacion entre la viabilidad y la produccién de ERO en neuronas tratadas
con B SO, s ugiriendo q ue e 1 pr oceso de m uerte pue de s er m ediado p or I os e fectos

deletéreos de las ERO.

% de células positivas a DHE

300

N N N

[cNeNeNoNoNolleNolNolNoleloloNe N elNo]
HNOPCOOMOOOMOOOINCOQON OO
™ - N ® -~ 32} — 52} -
8

control

hrs 12 hrs 24 hrs 36 hrs

Figura 6. Produccion de ERO generada por el tratamiento con BSO a 4, 8, 12,24 y 36 hrs. Las
concentraciones ut ilizadas fueronde 50a 300 uM. Los resultados d enotan el p orcentaje d e cél ulas
positivas a dihidroetidio respecto al to tal. L as b arras r epresentan e | e rror e standar o btenido en por lo

menos 3 experimentos independientes. ANOVA de una via, p < 0.05 vs. control.

Intentando correlacionar los resultados anteriores con los niveles de GSH y con
el find e co nocert iempos y concentraciones precisas q ue d isminuyan e n f orma
significativa los niveles de GSH, se analizaron las concentraciones de GSH y GSSG en
NGC ba jo ¢ ondiciones ba sales yt ratadas ¢ on B SO por di ferentest iempos y
concentraciones. Para cumplir este objetivo, se montd una técnica basada en el ensayo

de reciclamiento de Tietze (Figura 7).
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Figura 7. Efecto del BSO en los niveles de GSH total en NGC tratadas por 4, 8, 12, 24 y 36 hrs.
de. Las concentraciones usadas fueron de 50 a 500 uM. Las barras negras indican los niveles de G SH,
mientras que l as r ojas 1 os d e G SSG. E | e rror e stdndar s e obt uvo de por 1o menos 3 e xperimentos

independientes. ANOVA de una via, p < 0.05 vs. Control.

Los resultados obtenidos indicaron que la disminucién en los niveles de GSH
producidos por 1ainhibicion de 1a s intesis de novo con B SO s on de pendientes de 1
tiempo. La di sminucién m &s s ignificativade GSHoc urrioa las24y 36 hrsde
tratamiento, s iendo ¢ onsistentes ¢ on | os r esultados a nteriores. Interesantemente, 1 os

niveles de GSSG no tuvieron cambios significativos.

Dado que los niveles de GSH disminuyeron en forma significativa a partir de las
24 hrs yque e sto c orrelaciona c onunl igero aumento e nla generaciond e E RO,
intentamos revertir estos efectos introduciendo dos antioxidantes al momento de poner
el BSO. El Mn(III)TMPyP (50 y100 pM), que es una porfirina de manganeso que posee
actividad de reductasa de peroxinitrito y de superoxido dismutasa (SOD); y el N-acetil
cisteina (NAC), 2, 5 y 10 mM, que es una molécula con cualidades de antioxidante que
mantiene el reservorio de cisteina y que sirve como precursor del GSH. Los resultados
obtenidos c one | N ACno g eneraron cambio s ignificativo e n 1 a m uerte ne uronal,
mientras q ueen f orman oes perada,el Mn(III)TMPyP produjouni ncremento

exacerbado en la muerte (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del tratamiento de Mn(III)TMPyP (50 y100 uM) y NAC (2, 5y 10 mM) sobre
la viabilidad celular. La viabilidad se evalu6 con la incorporacion de ioduro de propidio para identificar
neuronas muertas ( A) yconlatinciond e cal ceina ( B) p ara i dentificar | as neuronas v iables. Los
tratamientos s e hicieron d urante p or 2 4 hrs. L os r esultados ex presan co mo el p orcentaje d e cél ulas
marcadas del total de neuronas tefiidas con ioduro de propidio y calceina en el mismo campo. Las barras
representan el error estandar de por lo menos 3 e xperimentos independientes. ANOVA de una via, p <

0.05 vs. control.

Sabiendo que los niveles de GSH disminuyen en forma significativa a las 24 hrs
de tratamiento con BSO, pero que este tratamiento no compromete en forma importante
la supervivencia neuronal, se estudio el efecto de someter a 1 as neuronas granulares a
tratamientos que inducen un aumento en la produccion de ERO (Valencia A. y Moran
J., 2001; Valencia A. y Moran J., 2004). Para ello, se disminuyeron los niveles de GSH
con BSO200 pM o300 uMpor 24 hor as ypos teriormente s € trataron co n
estaurosporina 500 nM o potasio 5 mM (K5). En el primer caso, las células conservaron
el medio con BSO durante el tiempo de tratamiento con estaurosporina. En el segundo
caso, se cambio el medio de cultivo por uno con K5 y por lo tanto, se removié el BSO

preexistente.

Los resultaros obt enidos i ndicaron qu e | as ¢ élulas c uyos ni veles de glutation
fueron disminuidos al tratarlas con BSO por 24 hrs y que recibieron en forma posterior
el e stimulo p ro-oxidante ( K5 0 S T), t uvieron una di sminucién s ignificativae n la
viabilidad, r especto al as cél ulas t ratadas 0 nicamente co n el estimulo p ro-oxidante

(Figura 9). De esta forma se observa que las células tratadas con BSO + K5 por tan solo
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4.5 hrs tienen niveles d e muerte cercanos al 50 %, equiparables a 1 os obtenidos en
células tratadas tinicamente con K5 por 24 hrs. A las 12 hrs, se observa una dramatica
disminucién en | a pobl acidon ne uronal, encontrando pr oporciones s uperiores al 80 %

respecto a la poblacion total. Finalmente, a 1as 24 hr s, todas 1as células en cultivo se
encuentran vi rtualmente m uertas. E s ne cesario m encionar que t odos 1 os r esultados
presentaron cambios s ignificativos r especto a | ¢ ontrol K 25 y alas c ¢lulas t ratadas
unicamente con BSO por 24 hrs y que por lo tanto, el efecto observado es resultado del
efecto de ambos tratamientos y no de uno solo. Esto demuestra que la carencia de GSH
produce una reduccion importante en el tiempo necesario para que la viabilidad celular

se vea afectada en forma significativa.

Por otro lado, se puede observar que al utilizar dos concentraciones distintas de
BSO (200 uM y 300 uM) existe un aumento en la muerte celular entre a las 4.5, 6 y 12
hrs. E ste aumento no e s e stadisticamente s ignificativo, no obs tante, ha ce not orio un

posible efecto de toxicidad mediado por el BSO a estas concentraciones.

Posteriormente, s e co rrelaciond el p roceso d e m uerte, observado ba jo e stas
condiciones, con un i ncremento en la generacion de ERO (Figura 10). Los resultados
indicaron que la carenciade G SH generada por el tratamiento con BSO provoca un
incremento significativo de ERO, respecto a su control correspondiente, a partir de las
12 hr sde t ratamientoc onK 50S T.T odos losr esultados pr esentaron ¢ ambios
significativos respecto al control K25 y a las células tratadas unicamente con BSO por
24 hrs; por lo tanto, el efecto observado es resultado del efecto de ambos tratamientos y

no de uno solo.
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Figura 10. Produccion de ERO generada por K5 por 4.5, 6, 12 y 24 hrs 6 estaurosporina por 6,
12y 24 h rs, en N GC pr eviamente s ometidas a B SO 200 uM por 24 h rs. L os r esultados de notan e
porcentaje de células positivas a d ihidroetidio respecto al total. Las barras representan el error estandar
obtenido (n >3). Las “*” indican diferencia significativa frente a su respectivo estimulo pro-oxidante.
Todos los valores son significativos respecto al control. ANOVA de una via, p < 0.05 vs. el respectivo

estimulo pro-oxidante.

Enrelacidon alus o de dos c oncentraciones di stintas de B SO, no s e obs ervaron
diferencias significativas en la generacion de ERO (datos no mostrados). Por lo tanto, el
posible efecto de toxicidad mediado por la concentracion de BSO no es generado por un
aumento en estas. De esta forma, 1os resultados obtenidos indican que la carencia de
GSH generada por el pre-tratamiento con BSO, provoca un incremento significativo de
ERO apartirdelas1 2 hrsde tratamientoc onK 50S Tr especto as uc ontrol

correspondiente.

En s ecuencial 6gica y da dos1 osr esultados obtenidos ba jo e stas ¢ ondiciones,
utilizamos tres an tioxidantes parar educirl osni velesd e E RO (Figura 11) y
correlacionamos s u efecto co n 1 a vi abilidad ¢ elular ( Figura 12). P araes tefin,s e
administraron los antioxidantes 30 minutos antes del estimulo pro-oxidante (K5 o ST) y
¢éstos continuaron en el medio hasta que se hizo la evaluacion de la viabilidad y de la
produccion de I a nién s uperoxido por DHE . Los a ntioxidantes ut ilizados pa ra e stos

experimentos fueron:
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a) Mn(III)TMPyP (100 uM), una porfirina de manganeso que posee actividad de
reductasa de peroxinitrito y de superdxido dismutasa (SOD).

b) NAC, 5 m M, agente que mantiene el reservorio de cisteina y que sirve como
precursor d el G SH. A dicionalmente es te co mpuesto t iene cu alidades de
antioxidante dado su grupo tiol.

c¢) EUK 134 (15 uM), un c omplejo sintético de bajo peso molecular con actividad
de SOD y catalasa.

Dentro de estos antioxidantes, el Mn(III)TMPyP fue el mas eficiente en disminuir las
ERO generadas por ambos estimulos pro-oxidantes (K5 y ST) (Figura 11). No obstante,
la supervivencia de las células fue incluso menor a l a obtenida al disminuir el GSH y
poner los estimulos pro-oxidantes (Figura 12). Resultados similares fueron obtenidos en
experimentos previos, al someter a las células a BSO y Mn(III)TMPyP sin estimulo pro-

oxidante alguno (Figura 8).

Figura 11. Reducciénd e E RO por medio de 1a a dministracion de a ntioxidantes e n N GC
previamente sometidas a BSO 200 uM por 24 hrs y en forma posterior, al estimulo pro-oxidante durante
12 hrs. L os resultados d enotan e 1 p orcentaje d e ¢ élulas p ositivas a dihidroetidio respecto al total. L as
barras representan el error estandar obtenido (n >3). Los “*” indican diferencia significativa frente a su
respectivo e stimulo pro-oxidante. T odos los valores son significativos respecto al control. ANOVA de

una via, p < 0.05 vs. el respectivo estimulo pro-oxidante.
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El EUK134, por su parte, evitd en forma eficiente el decremento en la viabilidad
celular obs ervado e n 1 as ¢ ¢élulas t ratadas c on BSO por 24 hr s m as 1 os e stimulos
apoptoéticos por 12 hrs (Figura 12). La cuantificacion con DHE indic6 que a diferencia

del Mn(III)TMPyP,el EUK 1 34noes capaz dereduciren forma s ignificatival a
generacion de O- , en las células tratadas con K5, pero si en las tratadas con ST (Figura

11), s ugiriendo que | ar educcion del H ,0, mediado por ¢ | G SH esun pr oceso

indispensable para la supervivencia celular.

Finalmente, y en forma no esperada, el NAC, un precursor del glutatién y por lo
tanto un ¢ andidato i mportante pa ra di sminuir la ge neraciond e E RO (Figura 11) ,

disminuy¢ significativamente la muerte inducida por ST, pero no por K5 (Figura 12).

De esta forma, 1os resultados obtenidos de muestran que la generacion de ERO

esta directamente relacionada con la supervivencia neuronal y que dentro de el las, el
H,0, yel O, juegan un papel importante en la muerte d¢ NGC con niveles de GSH

abatidos. A dicionalmente, podriamos e specular que 1 a s upervivencia ne uronal ba jo

estas condiciones depende en primer término, de la reduccion del H,O,, y en segunda
instancia, de la reduccion del O- ,. De esta forma, la efectiva proteccién por el EUK
134, que tiene la capacidad d e reducir ambas es pecies r eactivas, disminuy6 en forma
efectiva 1 a m uerte cel ular i nducida p or I a administracién de K5, aun cuandoel O-,
detectado por el DHE no se redujo en forma significativa, mientras que al utilizar al
Mn(IIT)TMPyP, ¢ uyas p ropiedades i ncluyen 1 a r educcién del O- 5, s e incrementd la

muerte.

Lo anterior apoyalaimportanciadel GSH (ya sea per se oporla glutatiéon
peroxidasa) c omo una poderosa d efensa frente al H ,O, y s ugiere q ue al ab atirsu
expresion, ha y unincremento e nla concentracion de 1 pe roxido de hi drégeno que
conlleva a dafios celulares. No obstante, los experimentos realizados no son una prueba
directa d e 1 o anterior y es necesario e studiar 1 os ni veles de H,0O, en ne uronas c uyos

niveles de GSH estén abatidos.
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Figura 12. Efecto del tratamiento con distintos antioxidantes en NGC previamente sometidas a
BSO 200 uM por 24 hrs y un posterior estimulo pro-oxidante. La incorporacion de ioduro de propidio (A)
identifica neuronas muertas; la tincidn con calceina (B), identifica neuronas vivas. Los resultados denotan
el porcentaje de células positivas respecto al total. Las barras representan el error estandar obtenido (n
>3). Las “@” indican diferencia significativa entre el control y cualquier otra categoria. Las “ * ” indican
diferencia significativa frente a su respectivo tratamiento pro-oxidante. ANOVA de una via, p < 0.05 vs.

el control 6 estimulo pro-oxidante de cada categoria.
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9.2 Rol del glutation en el desarrollo del cerebelo de rata in vivo

Con el fin de disminuir los niveles de GSH in vivo para poder estudiar procesos
de desarrollo, administramos BSO via intraperitoneal (i.p.) diariamente a partir de los 2
DPN vy hasta el dia de sacrificio. E studios previos indicaron que la administracion de
dos dos is di arias de 3 mmol di sminuye en forma e ficiente 1 os ni veles de G SH. N o
obstante, esta dosis genera una tasa de mortandad del 83% (Martenson et. al, 1991). Por
otrolado, Jainet.al, (1991) administraron do s dos is di arias d e 2 m mol de BS O,
obteniendo una eficiencia similar en la disminucion de GSH, pero con un 40% de tasa
de mortandad. Debido a ello, nosotros intentamos disminuir el GSH sin generar una tasa
de mortandad tan elevada, utilizando una inyeccion i.p. de 3 mmol por dia 6 una de 1.5
mmol. Las dos is utilizadas pr ovocaron 1 a m uerte de un niimero muy bajo d e r atas.
Adicionalmente, en la mayoria de los casos, se generaron cataratas en los ojos de los

roedores, un sintoma comun de los niveles bajos de GSH (Williams 2006).

Los resultados obtenidos indican que 1a administraciéon de ambas dosis de BSO
son s uficientes para disminuir 10s niveles de G SH en forma significativa en distintos

tejidos (Tabla 1).

1.5mmaol de BSO
cerebelo corfezs higado
nm G5H1otallg tejido 232 +538 B21+ 784 XBBE5+ 518
JImmel de BSO
cerebelo corteza higado
nm G5Hotal'g tejido 187 +£1.41 ZF472 273 1977x0.9

Tabla 1. Efecto del BSO 1.5 mmol/kg de rata y 3 mmol/kg de rata, sobre los niveles de GSH
total en ratas de 8 DPN. Los resultados se expresan como el porcentaje respecto al control. + indica el
error es tandar de 4 ex perimentos i ndependientes. T odos los v alores fueron s ignificativos r especto al

control. ANOVA de una via, p <0.05 vs. control.

Dado que los estudios in vitro demostraron que un de cremento por debajo del
50% en los niveles de GSH es capaz de inducir un proceso de muerte y que los niveles

obtenidos en cerebelo por la administracion i.p. de 3 mmolde BSO en forma diaria
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disminuyeron un 85.3% ; intentamos estudiar cambios en procesos del desarrollo como

la proliferacion, migracion y muerte apoptdtica en el cerebelo de rata.

Los resultados presentados en las siguientes secciones son de caracter cualitativo

y preliminar. El andlisis cuantitativo y a detalle est4 en desarrollo.

9.2.1. Repercusion de la carencia del glutation en la morfologia del cerebelo

Dado que 1 as E RO han de mostrado r egular pr ocesos de pr oliferacion,
diferenciacion y m uerte ( Covarrubias e t al., 2 008, H ernandez-Garcia etal., 2010 )
estudiamos sila disminucion de los niveles de GSH genera c ambios en el patron de
estos e ventos de desarrollo. Para saber si lo anterior ocurre, obtuvimos informacion a
partir de cortes sagitales del vermis del cerebelo de ratas de distinta edad. Las edades

escogidas fueron dias en los que los procesos anteriores ocurren en mayor proporcion.

De esta forma, el estudio de ratas de 8 DPN se utilizo para obtener informacion
de células en proliferacion, 1as ratas de 12 D PN dieron informacion relacionada a l1a
migracion neuronal, las ratas de 16 DPN permitieron ver cambios en la activacion de
caspasa-3 y por lo tanto una probable activacion de la ruta apoptotica y finalmente el
analisis de ratas de 22 D PN brindo6 informacion sobre el estado del cerebelo de ratas

adultas jovenes.

Inicialmente, estudiamos si la carencia de GSH generaba errores visibles a nivel
histolégico y posteriormente intentamos profundizar en ellos analizando los procesos de
desarrollo a ntes m encionados ut ilizando un a cercamiento i nmunohistoquimico. P ara
ello, se utilizé al BrdU como marcador de proliferacion y migracion, y un anticuerpo

contra caspasa-3 activa como marcador de apoptosis.

A ni vel hi stolédgico, 1 os r esultados obt enidos i ndican que t anto en as r atas
control, como en las ratas tratadas, existe una tendencia a presentar errores en las folias
V, V1 yen menorinstancia en las folias VIII y X IX ( Figura 13). N o obs tante, l a
frecuencia, nimero de errores y magnitud parece incrementar en las ratas tratadas con
BSO ( Tabla2) . De estaf orma, 1 as r atas co ntrol p resentan en f orma es poradica,

pequefios errores en las folias V y VI, mientras que las ratas tratadas con BSO tienen un
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mayor numero de er roresy lafrecuencia ym agnitud de e stos e s mucho m ayor.

Resultados similares, pero con menor frecuencia fueron observados en las folias VIII y

XIX.

BSO

Control

Figura 13. Imagenes r epresentativas d e co rtes s agitales d e cer ebelo d e ratas i nyectadas con
solucidén salina o BSO. Las folias V y VI de los animales tratados con BSO tienen regiones fusionadas y
llegan a p resentar discontinuidades o interrupciones de la capas granular externa y molecular. En casos

menos numerosos, las folias VIII y XIX llegan a presentar errores similares.

Debido a es to, analizamos en forma m inuciosa los errores p resentes en es tas
folias a lo largo d el tie mpo e n a nimales tr atados y c ontrol. A los 8 D PN, la capa
granular externa normalmente presenta diferencias en su grosor a nivel del apice y de la
base de las folias, siendo mayor en este ultimo (Mares y Lodin, 1970). No obstante, en
esta zona, el tratamiento cronico con BSO indujo la fusion de la capa granular externa
de dos folias distintas (V y VI; VIII y XIX). En los sitios de fusion se puede observar
una fuerte de sorganizacion de 1as neuronas en relacion a su orientacion, asi como la
generacion de pequeiias interrupciones en la continuidad de las mismas (Figura 13 y 14,

BSO 8 DPN).

La magnitud de estas alteraciones se vio incrementada en las ratas de 12, 16 y
22 DPN. En estos casos, observamos una fuerte desorganizacion en el patron de todas
las capas de la corteza cerebelar, existiendo fusiones entre ellas, asi como interrupciones

parciales o totales de las mismas (Figura 13 y 14). A diferencia de las ratas de 8 DPN,
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donde los errores ocurrieron principalmente en los sitios de fusion de la capa granular
externa, las alteraciones observadas a estas edades fueron més generalizadas, ocurriendo
tanto en sitios de fusion como en sitios donde no ocurrié tal evento. A continuacién
detallamos los errores observados en las distintas capas de las ratas tratadas con BSO a

estos dias.

Tabla 2. indice de alteracion generado por el tratamiento de BSO. El BSO incrementa la tasa de
malformacion observada en los cortes de rata de distintas edades. Los porcentajes refieren a la proporcion
de individuos que presentaron alguna alteracion visible a nivel morfologico en relacion al total de la
poblacion de una condicion dada (del control o de las ratas tratadas; n > 8).

La c apa granular e xterna pr esentd grandes di scontinuidades, 1legando a e star
practicamente ausente en algunas zonas (Figura 14, BSO 8, 12 y 16 DPN). Las células
presentes en esta capa comunmente tienen una orientacion aberrante cuando otras capas
se e ncuentran di storsionadas, f usionadas o1 nterrumpidas. E na lgunos c asoss e
observaron cumulos de ne uronas de | ac apa granular e xterna i nmersas e nl ac apa
molecular e1 ncluso z onas en teras d e ¢ apa granular ex ternar odeadas p or cap a

molecular. En estas islas, la orientacion de todas las células es aberrante.

Enr elacion al ac apa molecular, s e o bservaron m uchas an ormalidades en
relacion a su continuidad y grosor. Varias zonas de esta capa fueron muy anchas o muy
delgadas y en ocasiones se pudieron observar porciones de capa molecular totalmente
aisladas (Figura 13 y 14, BSO 12, 16 y 22 DPN). En forma adicional, dentro de esta
capa pudimos observar CGNs migrando en forma aberrante (Figura 14, BSO 22 DPN).

Por su parte, la capa de células de Purkinje presentd interrupciones a lo largo de

su monocapa y en ocasiones posicion fue aberrante; estando estas inmersas en la orilla
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de la capa molecular (Figura 14, BSO 12, 16 y 22 D PN). A dicionalmente, pudi mos
observar que algunos de 1os somas de estas células se orientan en forma diagonal en
relacion al resto de las células con el mismo fenotipo y por lo tanto sugiere que sus
arborizaciones se cruzan en algin punto. En algunos casos, 1as imagenes pe rmitieron
observar que l as islas d e C GNs estan conectadas con 1 os ar boles d endriticos d e | as

células de Purkinje en una forma aberrante.

Finalmente, 1a c apa gr anular i nterna pr esentd z onas que invadieron a la capa
molecular, ya sea unicamente en los bordes (Figura 14, BSO 16 DPN) o en su totalidad,
uniendo asi a la capa granular interna con la externa o a la capa granular externa consigo

misma (Figura 14, BSO 12 DPN).

Control BSO

12

16

22

Figura 14. Magnificaciones de cortes sagitales de cerebelo a nivel de las folias V y VI de ratas
inyectadas c on solucion salina o con BSO y sacrificadas a distintos DPN. Las folias de 1os animales
tratados presentan fusiones entre las distintas capas, asi como alteraciones en su patréon y continuidad. Las
flechas indican la invasion de células de una capa en otra, las cabezas de flecha indican la ausencia de una
capa de células ylaslineas indican un grosor anormal de una capa dada. Los DPN seindicanenla

columna izquierda.

50




Es importante mencionar que todos estos errores no ocurren a lo largo de todo el
cerebelo. A lan alizarl ass eriesd e co rtes s agitales o btenidos d e 1 os cer ebelos,
observamos que estos se concentran a nivel del vermis y tienden a desaparecer en los
hemisferios. Por lo tanto, pueden existir secciones, ya sean cortas o largas, con pedazos

que presenten alteraciones que tienden a desaparecer en forma lateral.

9.2.2. Los bajos niveles de GSH inducen alteraciones en la migracion y muerte

neuronal del cerebelo

Posterior a 1 a nalisis hi stologico de cidimos pr ofundizar s obrel os e rrores
observados e ntre las folias V 'y VL P ara ello d ecidimos ev aluar I as al teraciones
observadas a ni vel hi stoldgico en relacion a 1a migracion de 1as C GN utilizando el
marcaje con BrdU, asi como la susceptibilidad a | a muerte de 1as CGN encontrada en
los estudios in vitro, utilizando un anticuerpo contra caspasa-3 activa. El analisis de los
cortes de ratade 12 D PN tratada con B SO de muestra un m enor nim ero de neuronas
marcadas con BrdU, asi como una menor fluorescencia enrelacion al a de las ratas

control (Figura 15).

En cuanto a la caspasa-3 activa, los cortes de las ratas de 16 DPN mostraron una
poblacién de células positivas cuya distribucion se concentrd principalmente a lo largo
del borde de la capa granular interna y de la capa de células de Purkinje. Las c¢lulas
positivas presentaron una fluorescencia notoriamente mayor en los cortes de las ratas

tratadas con BSO y su numero fue mayor en relacion al control (Figura 16).
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Figura 15. Imagenes representativas tomadas del apice de la folia 6 de ratas de 12 DPN, a nivel
del vermis del cerebelo. L as ratas tratadas con B SO presentan una menor marca, asi como un menor
numero de células positivas a BrdU. La distribucion de esta marca se localiza en toda la capa granular
interna. Con el fin de hacer mas evidentes las diferencias, se incluyen imagenes obtenidas por
microscopia co nfocal ( panels uperior),as ico moi magenes ad quiridasco n microscopiad e

epifluorescencia (panel inferior).
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Contraste DAPI Caspasa-3 DAPI/caspasa-3 Merge

Control -

Control

BSO

Contraste DAPI Caspasa-3

Control -

Control

BSO

Figura 16. Imagenes representativas tomadas del apice de la folia 6 de ratas de 16 DPN, a nivel
del vermis del cerebelo. L as ratas tratadas con B SO presentan una mayor marca, asi como un mayor
numero d e células p ositivas a caspasa-3 activa. Notese la distribuciéon de la marca en una fina linea
localizada en el borde de la capa granular interna, asi como algunas neuronas positivas en el interior de la
misma. Con el fin de hacer mas evidentes las diferencias, se incluyen imagenes obtenidas por microscopia
confocal ( panel s uperior), as i co mo i magenes ad quiridas co n microscopia d e ep ifluorescencia ( panel

inferior).
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9.2.3. Repercusion de las alteraciones observadas en el cerebelo por la disminucion

en los niveles de GSH sobre el equilibrio de las ratas

El cer ebelo esla estructura q ue co ntrola 1 a a gudeza y co ordinacion del os
movimientos, asi como el balance. Por lo tanto, el incremento en el nimero y magnitud
de errores presentes observado por el tratamiento con BSO deberia repercutir en forma
directa en alguna de estas tareas. Debido a ello, decidimos evaluar el equilibrio de las
ratas tratadas con B SO utilizando la prueba de la barra de equilibrio (Beam w alking)
(Carter etal,2001). Paraello, sehizocaminaral asrataspor2 barras de distinto
diametro. Una cuadrada de 12 mm de didmetro (menor dificultad) y una cilindrica de 11
mm de didmetro (mayor dificultad). Los resultados de la primera barra se ilustran en la
figura 17 e indican que las ratas tratadas con BSO requieren de un tiempo mayor para
poder atravesar por completo la barra de equilibrio, y que en el transcurso de esta tarea,
se resbalan con mayor frecuencia hacia el lado derecho, pero no hacia el lado izquierdo,

que las ratas tratadas con solucion salina.

Figura 17. Prueba de equilibrio en ratas tratadas con BSO (verde) y solucion salina fisiologica
(morado). Los resultados denotan los segundos promedio que las ratas tardaron en completar 1a prueba,
asi co mo el n umero d e v eces q ue es tas r esbalaron h acia el 1ado d erecho o1 zquierdo. Lasb arras
representan el error estandar obtenido (n=6 por cada categoria). T de student p < 0.05 vs. el control de

cada categoria.
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En algunos casos, tanto las ratas tratadas con BSO, como las ratas control, se
impulsaron G nicamente con |l as p atas d elanteras, mientras que 1 a p arte trasera s e fue
deslizando por la barra. No obstante, 1a latencia y frecuencia de esto fue mayor en las
ratas tratadas que en las ratas control. Lamentablemente, estos experimentos no fueron

contundentes debido a que la repeticion de los mismos no gener6 datos representativos.

En relacion a la segunda barra, inicamente el 50% de las ratas control fue capaz
de terminar la prueba en forma satisfactoria. En este caso la latencia promedio fue de 10
segundos y las caidas no se cuantificaron, ya que en la mayoria de las ocasiones, las
ratas deslizaron su parte trasera durante toda la prueba. Ninguna de las ratas tratadas con

BSO fue capaz de completar la prueba.
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10. DISCUSION

El glutation ha demostrado ser participe de distintos eventos celulares, ya sea en
una f orma i ndirecta, v ial ar egulacion d e u na am plia gamad e ERO, o per se al
interaccionar co n p roteinas v ial a S -glutationilacion. De esta f orma e xisten varias
opciones de como puede participar o regular los procesos en los que se le ha atribuido
algiin rol. Dado que en el sistema nervioso, este antioxidante es el mas prominente en la
regulacion de ERO, resulta importante estudiar el papel que juega en algunos aspectos

del desarrollo del sistema nervioso.

Este proyecto tuvo como finalidad estudiar el rol del GSH en el desarrollo del
sistema n ervioso, t omando ¢ omo m odelo a l ¢ erebelo y 1 as N GC. Los r esultados
obtenidos s e e nfocaron p rincipalmente en 1a muerte n euronal in vitro, y en s egunda

instancia y en forma preliminar, en aspectos de proliferacion y migracion in vivo.

10.1. Efecto de la disminucion del GSH en la generacion de ERO y su repercusion en

la viabilidad celular

La cantidad de ERO presente en una célula es regulada por su tasa de sintesis y
degradacion. A s uv ez, e statl Itima esr eguladap orl a concentracion cel ulard e
antioxidantes especificos a esa especie reactiva. En estos experimentos, la disminucion
en los niveles de GSH indujo un i ncremento en las ERO en una forma inversamente
proporcional. N o obs tante, al an alizar | os resultados en f orma de tallada, s e pue de
observar un desfase entre estos dos elementos, siendo primero la disminucion del GSH

y en segunda instancia el incremento en las ERO.

De estaf orma,a 1 as 12hr sd et ratamientos e obs ervan disminuciones
importantes de G SH, p ero s 6lo 1 igeros 1 ncrementos e nl as E RO que s e vu elven
significativos ha stal as 36 hrs. E stoindicaqueenformab asal yen au senciad e
estimulos que incrementen a | as E RO, la di sminucién en 1 os niveles de GSH per se

facilita un lento incremento de ERO.

Por otro lado, el no haber obtenido diferencias en los niveles de GSH al utilizar

distintas c oncentraciones de BSO, pero siunatendencia en el incremento de E RO,
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sugiere un pos ible e fecto de t oxicidad por parte del BSO yporlo tanto c ontradice
estudios que indican que es posible utilizar concentraciones elevadas de este farmaco

sin obtener efectos toxicos importantes (Watababe et al, 2003).

Al relacionar los niveles de ERO con la viabilidad celular, se ve que los niveles
de ERO no i ncrementan en forma importante a tiempos cortos (4-24 hrs), y que en la
misma forma, la viabilidad celular tampoco disminuye en forma importante. A tiempos
largos (36 hrs), los niveles de ERO presentan un incremento pero la muerte celular no lo
hace sino hasta las 4 8 hrs de tratamiento con BSO; tiempo en el cual, las células se

encuentran totalmente muertas.

Esto indica que las concentraciones el evadas de E RO registradas por el D HE
ejercen un e fecto en el de terioro de 1a vi abilidad c elular obs ervado t iempo de spués
probablemente p or la activacion d e el ementos q ue activen la c ascada a poptotica. Un
ejemplo de esto es la oxidacion de grupos sulthidrilo especificos capaces de promover
la induccion del poro de transicion (Kowaltowski et al, 2001). Por lo tanto, la relacion
entre el GSH-ERO-viabilidad es una escalera en la que debe ocurrir un evento primero,

para que tiempo después ocurra el siguiente.

Alternativamente, es probable que otros el ementos estén jugando p arte en este
efecto. P or ejemplo, se hareportado que el estado redox d el G SH p uede a fectar 1a
transcripcion de algunos genes. Dentro de estos casos, la transcripcion de NFxB yde
genes 1 elacionados co n s u act ivacion h a d emostrado s er s usceptibleaes tetipode
regulacion ( Farugi R M. etal, 1997, FratelliM .etal, 2005). Importantemente, 1 a
carencia d e d icho f actor d e t ranscripcion e sta relacionado conlainducciénde 1a
apoptosis de CGNs, sugiriendo que su presencia es necesaria para la supervivencia de

las CGNs (Piccioli et al, 2001).

En forma adicional, en cultivos de CGNs se ha comprobado que la pérdida del
GSH mitocondrial produce un incremento en las ERO en tan solo 2 horas y que éste va
seguido d e una muerte con cualidades necréticas ap roximadamente 4 -8 h oras de spués
(Wiillner et al, 1999). Respuestas similares se han encontrado en otros tipos celulares y
han de mostrado q ue el G SH m itocondrial es t4 as ociadoal ap reservaciond el a

viabilidad celular y el abatir sus niveles genera una mayor disfuncion y pérdida de la
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viabilidad cel ular en cél ulas s ometidas a u na v ariedad de fuentes d e es trés o xidante
(Meredith y Reed, 1982; Colell et al, 1998, 2001) . En forma especulativa, esto puede
indicar q ue el tratamiento con B SO disminuye lo s n iveles d e G SH c itoplasmatico,
reduciendo en forma paulatina los niveles de GSH presente en los organelos. Este efecto
puede da r ¢ omo r esultado uni ncremento enl as E RO que de sate da fios a va rios
elementos d e 1 a m itocondria como as u ADN u ot ros e lementos pr esentes e n e ste

organelo como el complejo I mitocondrial (Jha et al, 2000).

10.2. La carencia de GSH facilita la acumulacién de ERO e induce la muerte

neuronal

Los estimulos pro-oxidantes K5 y ST han sido caracterizados en forma previa y
su m ecanismo de accion s e c onoce r elativamente bi en. A mbos e stimulos i nducen 1 a
apoptosis en cultivos de CGNs debido a una elevacion en las ERO que parece preceder
este tipo de muerte (Moran et al., 1999; Valencia y Moréan, 2001; Bobba et al, 2008;
Prehn et al, 1997; Deshmukh y Johnson, 2000). La generacion de estas ERO, tienen un
patron bien definido y es dependiente de los distintos homologos de la NADPH oxidasa
(NOX). Enel caso del K5, se sabe que 1a producciéon de ERO es independiente de la
NOX2 (Guemez-Gamboa y Moran, 2009) y que su incremento mas importante ocurre a
las 4.5 hrs de tratamiento. En el caso de la ST, las ERO presentan un fuerte incremento
a las 6 hrs (Coyoy et al, 2008; Valencia y Moran , 2001) y un segundo pico a las 24 hrs
(Figura 10, ver c ontroles), 1 os c uales parecen s er de pendientes de 1a actividad de 1a
NOX2. P osterior a este i ncremento, 1 os ni veles de E RO pr esentan u n de cremento
(Figura 10, ver controles) probablemente asociado a la disminucion en la actividad de la
NADPH oxidasa (Coyoy et al, 2008), de 1a lipoxigenasa (Bobba et al, 2008) y a un
probable incremento en la expresion de algunos antioxidantes (Valencia y Moran et al,
datos no publ icados). En contraste, si bajo estas condiciones se disminuyen en forma
previa l os ni veles de G SH, el patron se pierde ylosniveles de ERO no presentan
decremento alguno, sino un i ncremento lineal que llega a su pico mas elevado al cabo
de las 12 horas de tratamiento con ambos estimulos pro-oxidantes. Esta elevacion en la
concentraciond e ERO T epercute enf orma paralelas obrel av iabilidad cel ular,

induciendo la muerte neuronal en tiempos cortos (4.5 hrs — 12 hrs).
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Una hipotesis factible formulada a p artir de 1o anterior, pero que tendra que ser
validada, es que al someter a las NGC a los estimulos pro-oxidantes utilizados, el GSH
presenta un aumento en su expresion que apoya a la disminucion en los niveles de ERO
observados después de los picos de ERO. En este caso, 1o anterior no oc urre debido al
tratamiento con BSO, y en esta forma, se observa un incremento lineal en los niveles de

ERO y muerte celular.

Resultados pr evios i ndican que el us o de antioxidantes pr otege de 1a m uerte
apoptotica inducida por K5 y ST en neuronas (Valencia y Moran, 2001; Pong K et al,
2001; Prehnetal, 1997). D e e sta forma, e ] G SH de be a mortiguar 1 os e fectos pr o-
oxidantesd el K 5 y S T, ev itando | a act ivacidn d e cas pasas, | a t ranslocaciond el a
fosfatidil serina y la condensacion de la cromatina; mientras que su ausencia produce el
incremento observado en los niveles de ERO que adelanta la muerte neuronal por varias

horas.

Anteriormente, nuestro laboratorio realizé experimentos de esta indole (Valencia
A. yMoran J., 2001), afiadiendo 5-10 mM de GSH en paralelo al cambio de las NGC a
K35, encontrando Uinicamente protecciéon marginal. No obstante ésta no es una evidencia
que descarte la hipdtesis anterior, ya que la célula no posee transportadores que ingresen
este tiol. EI GSH anadido en esta forma, debe ser transformado a los aminoacidos que lo
conforman para que estos puedan ingresar a la célula y aportar asi, a la sintesis del GSH

(Dringen, 2000; Dickinson y Forman, 2002), o en forma alternativa, estar esterificado.

Por otro 1ado, el analisis c ualitativo de la can tidad d e fluorescencia o btenida
indicé que la mayor sefial se encuentra a menor tiempo de exposiciona K50 ST (4.5
hrs, 6 hrs y 12 hrs) y que en forma posterior disminuye en forma gradual y continua
llegando a ser minima a las 24 hrs. En forma paralela pero inversamente proporcional,
se observo la disminucion gradual y continua de la viabilidad celular, la cual llegd a su
minimo a | as 24 hor as de t ratamiento, i ndicando que I as E RO e stan directamente

relacionadas con la disminucidon observada en la viabilidad celular.

En conjunto, estos resultados indican que la disminucion del GSH per se genera
un incremento en las ERO, pero no una muerte significativa. No obstante, si bajo estas

condiciones las c ¢lulas presentan un incremento i mportante de E RO, se produce una
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disminucién muy importante en la viabilidad celular. Por lo tanto, el GSH actia como
una b arrera frente al as E RO generadas b ajo un es timulo p ro-oxidante que e vitala

muerte apoptotica.

10.3. El rol del GSH en la muerte de las CGNs radica en evitar la acumulacion de
H,0,

Los r esultados a nteriores c omprobaron que 1a di sminucion de | os ni veles de
GSH potencia la acumulacion de ERO y que esto correlaciona con la muerte neuronal.
No obstante, obtener una comprobacion de este efecto es primordial para poder asegurar
que las ERO observadas yno e | GSH per se son responsables d e regular I a m uerte

neuronal.

Debido a lo anterior, escogimos en forma cuidadosa tres antioxidantes. Uno con
la cap acidad d e el iminar al O-, (Mn(II[)TMPyP), que es una de las d os principales

ERO formadas por el metabolismo, otro que tuviera la capacidad de contender contra
esta misma ERO pero también con el H,O, (EUK 134), la segunda ERO principalmente
generada por el metabolismo y finalmente un compuesto antioxidante y precursor del

GSH (NAC).

En es tos ex perimentos s e an alizo siel usode los an tioxidantes es capazde
revertir los efectos en la viabilidad y produccion de ERO obtenidos por el tratamiento
con K5 0 ST en células cuyo GSH ha sido disminuido en forma previa. Los resultados
obtenidos fueron variados y sirvieron para inferir y sugerir lo que puede estar haciendo

el GSH para limitar el efecto de estimulos pro-oxidantes como el K5 y ST.

El primer a ntioxidante a d iscutir esel Mn(III)TMPyP. E ste a ntioxidante
disminuy6 las ERO producidas por el K5 y ST (datos preliminares no mostrados), pero
esto en ve z de di sminuir | a m uerte, 1 a pot enci6 e n forma i mportante. En ¢ ontraste,
estudios previos demostraron que la adicion de la forma citoplasmatica Cu/Zn SOD y
mitocondrial Mn SOD protegen muy eficientemente de 1a muerte celular inducida por
K5 (Valencia y Moran, 2001) y ST (Prehn et al, 1997) e inhiben la activacion de la
caspasa 3 (Valencia y Moran 2004). Esto sugiere que el tratamiento con BSO puede ser

responsable de este efecto.
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Una f orma factible de i nterpretar este r esultado, e s que e 1 M n(III)TMPyP
disminuye en forma eficientel a concentraciéond e O‘-z, pr oduciendo H ,0, que

normalmente deberia ser reducido por el GSH/GSHPx a H,O. Dado que los niveles del
GSH estan disminuidos por el tratamiento con BSO, el H,0; tiende a incrementar su
concentracion y su descomposicion via la reaccion de Fenton, incrementa a su vez la

produccion de OH-, una molécula mucho mas dafiina para la célula. En forma adicional,
el H,O, y el O- ; pueden interactuar con el NO para generar aniones citotoxicos como el

peroxinitrito ( ONOO"). E ste 0l timo pude r eaccionar ¢ on el di 6xidode carbono,
provocando dafio proteinico via la formacion de nitrotirosinas y la oxidacion de lipidos.
Una al ternativa m enos p robable yn oes tudiadaes q ueel B SOp uedaes tar

interaccionando con el Mn(IIT)TMPyP, generando un complejo toxico para la célula.

Cabe m encionar q ue el D HE p rincipalmente detecta el O-,, ye n forma

secundaria, cu ando h ay presencia d e iones m etalicos d e transiciéon o de actividad de
peroxidasa, es pecies comoel H;0, (Hernandez-Garciaet al .2 010). Y aq ue el
Mn(III)TMPyP dismuta a la especie principalmente detectada y que el H,O, generado
no es detectado en forma eficiente por este método, se puede sugerir que los niveles de
ERO obs ervados por e ste t ratamiento f ueron sumamente ba jos de bido a I m étodo
utilizado. Una opcion mas factible es que simplemente las neuronas analizadas estaban
muertas y por lo tanto, metabolicamente inactivas. E sta o pcioén indica q ue  a muerte

ocurri6 horas antes del analisis con la DHE.

Cualquiera que sea la opcion, se demuestra que el H,O; participa en la muerte de
las N GC bajo estas condiciones. En forma consistente, e studios previos demostraron
que al someter alas NGC a H,0, se induce la muerte en forma acelerada. La muerte
detectada en estos experimentos, no presenta parametros de muerte apoptotica como la
condensacion y fragmentacion nuclear, nila activacion d e ¢ aspasas, s ugiriendo un a
muerte necrotica (Valencia y Moran, 2001, 2004). Lo anterior sugiere que los resultados
observados con el tratamiento con BSO y Mn(III)TMPyP ocurren por 1a acumulacion
de esta ERO. En esta forma, un a umento en la produccion d e H,O, puede g enerar

efectos aun mas dafinos en células que no tengan GSH para contender con éste.
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La hipotesis anterior se ve apoyada en parte, por los resultados obtenidos con
EUK 134 (Figura 11), el cual puede reducir tanto al O- ', como al H,O,. En este caso, la
administracion p revia dees te an tioxidanten o f uecap azd er educiren f orma
significativa la generacion de O- ; en las células tratadas con K5, pero si en las tratadas

con S T. N o obs tante, e n a mbos c asos, s e recuper6 el decremento e nla viabilidad

celular.

De esta forma, si tomamos en cuenta que los analogos de 1a SOD y EUK 134
han probado ser utiles en contrarrestar los efectos inducidos por la ST y K5 en neuronas
cuyos niveles de GSH son normales (Resultados del laboratorio; Pong et al. 2001; Prehn
etal, 1997 Valencia y Moran, 2001, 2004 ), pero solo el EUK 134 es capaz de hacerlo
cuando los niveles de GSH son abatidos, podemos concluir que el medio por el cual este
tiol contiende contra estos estimulos radica principalmente, en su capacidad de reducir

el HzOz.

Finalmente, el tercer antioxidante a discutir es el NAC, el cual ha sido utilizado
en forma rutinaria en estudios donde los niveles de GSH se encuentran comprometidos
y el cual funciona como precursor del glutation. Debido a lo anterior, este antioxidante
era un candidato importante para disminuir la generacion de ERO en las NGC tratadas
con BSO. En forma interesante, este tratamiento Uinicamente fue capaz de recuperar la
alterada vi abilidad c elular i nducida por el ST, pero no por el K5. A nteriormente, s e
estudio la proteccion del NAC frente al K5 (Valencia y Moran 2001) y ST (Prehn et al,
1997) ys ee ncontraronl os m ismos r esultados. N o obs tante, e ne stos ul timos
experimentos los niveles de GSH no fueron disminuidos y la viabilidad celular se vio

afectada en una magnitud mucho menor.

Estos resultados apoyan la importancia del GSH como antioxidante y en forma
interesante, i ndican qu el as di ferencias obs ervadas entre ambos e stimulos pr o-

apoptoticos, se deben al antioxidante utilizado y no al GSH. De esta forma, la capacidad
del N AC de di sminuir la c antidad de O, presente en | as cél ulas t ratadascon S T

repercute en forma directa sobre la recuperacion de la viabilidad celular; mientras que
sur estringida cap acidad de ha cerlo e n ne uronas t ratadas con K 5, produce una

restriccion similar en su supervivencia.
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En f orma pr evia, s e h anr eportado diferencias en 1 os m ecanismos de m uerte

generados por el K5 y la ST en neuronas. Algunos ejemplos son:

a)

b)

d)

La produccion de ERO por parte de 1a ST parece ser dependiente del homologo
del aN ADPH o xidasa2 ( NOX2),m ientrasq uel ad el K 5p areces er
independiente de ella y requiere de otros miembros de la familia NOX (Guemez-
Gamboa y Morén, 2009).

Bajo estos dos estimulos apoptoticos, las CGN disminuyen su volumen celular
por mecanismos distintos. En el caso de K5 es dependiente de iones K'y CI,
mientras que el de la ST unicamente es dependiente de CI" (Hernandez-Enriquez
et. al, 2010).

La ruta de sefializacion de estos estimulos pro-oxidantes es distinta. La apoptosis
inducida por K5 parece ser dependiente de JNK y media por ERO, mientras que
el incremento en ERO mediado por ST no a ctiva dicha ruta (Ramiro-Cortés y
Moran, 2009).

Los ¢ ambios m orfologicos e n 1 a m uerte m ediada por e stos e stimulos son
distintos. La muerte neuronal inducida por K5 a 12 hrs presenta la pérdida del
soma, pero presencia de procesos neuriticos; mientras que la muerte mediada por

ST 500 nM presenta el fenotipo opuesto (Ortega y Moran, 2011).

Este ultimo punto nos llevé a analizar la morfologia de los cultivos y, en la mayoria

de los casos, observamos resultados similares. Adicionalmente, en la mayoria, mas no

en todos los cultivos tratados con los antioxidates (EUK 134 en el caso de K5 y ST;

NAC unicamente en el casode S T)serevirtieron I os ef ectos, s ugiriendo q ue es tas

diferencias pueden deberse a 1 as ERO presentes en dicha situacion a l a fuente que las

produce (NOX e specificas). Los ¢ asos m 4s i nconsistentes oc urrieron conlaS T y

probablemente se deba a una diferencia en su concentracion final en distintos cultivos

neuronales. En forma previa se ha demostrado diferentes concentraciones de ST pueden

provocar e fectos v ariables en células d e una misma o di stinta pobl acién ne uronal en

relacion a | a tiempo, mecanismo y por lo tanto, morfologia y tipo de muerte neuronal

(Deshmukh y Johnson, 2000; Pong et al, 2001, Belmokhtar, et al 2001).
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Asi, las di ferencias en | os e fectos producidos porel K5 y el ST sedebenal os
mecanismos y rutas de sefializacion que activan y/o a la produccion de distintas fuentes
de ERO (posiblemente diferentes homologos de la NADPH oxidasa) (Guemez-Gamboa
y Moran, 2009). Por lo tanto, estos resultados indican que la condicion especifica del

estimulo dictamina como sefializara y como sera la muerte celular.

Dado l o anterior, los resultados obtenidos de muestran que 1a generacion de ERO

esta directamente relacionada con la supervivencia neuronal y que dentro de el las, el
H,0, yel O, juegan un papel importante en la muerte de NGC con niveles de GSH
abatidos. A dicionalmente, s ugieren quel a supervivencian euronal ba joe stas
condiciones de pende e n pr imer t érmino, de | ar educcion de I H ,0,, y e n's egunda
instancia, de la reduccion del O- ,. De esta forma, la efectiva protecciéon por el EUK
134, que tiene la capacidad de reducir ambas es pecies reactivas, disminuyd en forma
efectiva la muerte celular inducida por el K5 y la ST, aun cuando el O- , detectado por
el DHE no se redujo en forma significativa, mientras que al utilizar al Mn(III)TMPyP,

cuyas propiedades incluyen la reduccion del O ,, se increment6 la muerte.

Esto ap oya la importancia del GSH (ya sea per se o por la glutatién peroxidasa)
como una poderosa defensa frente al H,O, y sugiere que al abatir su expresion hay un
incremento en la concentracion de esta ERO que conlleva a dafios celulares o eventos de

sefalizacion que pueden repercutir en el desarrollo neuronal. Apoyando esto tltimo, se
ha propuesto que dentro de las tres principales ERO generadas por el metabolismo (O- ,,

H,0, y OH"), tinicamente el H,O, es un elemento potencial de sefializacion. Esto debido
a su produccion y degradacion enzimatica, asi como de su vida media estable. Dichas
propiedades 1 e ¢ onfieren a e sta m olécula, e specificidad e n tiempo y espacio que le
permiten interaccionar con sus blancos y desatar procesos de sefializacion por medio de

la oxidacion especifica de grupos tioles (Forman et al, 2010).

En resumen, los experimentos in vitro demuestran que la inhibicion de la sintesis
de GSH per se, no compromete la viabilidad celular (tiempos cortos 1-24 hrs) ni genera
un incremento importante de ERO. No obstante, hace susceptible a las neuronas al dafio

mediado por el es trés o xidante generado por una fuente e xdgena como el K56 ST.
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Cuando esto ocurre, se producen picos significativos de ERO que se acumulan en forma
gradual y continua de bido a 1a faltade G SH quelas reduzca. E sto pr ovoca d afos
acumulativos en la célula o un proceso de sefalizacion que resulta en la muerte celular,
disminuyendo la viabilidad celular. De esta forma, al someter a las células a un estimulo
pro-oxidante, se genera un incremento de ERO tan répido que elimina a casitodala

poblacion neuronal.

En esta forma, los resultados obtenidos sugieren que la generacion de picos de
ERO producidas en forma natural por fuentes endégenas de ben a fectar 1 a vi abilidad
celular de células cuyo contenido de GSH es disminuido. Extrapolando estos resultados,
generamos la hipotesis de que en la misma forma en que la disminucion del GSH afecta
la viabilidad celular debido a un incremento en las ERO, otros procesos del desarrollo
regulados por estas ultimas deben de ser igualmente afectados. Lo anterior nos llevo a
estudiar in vivo, si la migracion, la proliferacion y la muerte neuronal se ven afectados

al inhibir la sintesis del GSH.

10.4. La carencia de glutation favorece las generacion de alteraciones durante el

desarrollo del cerebelo

La cantidad de E RO generadae nunt iempo y sitio da doj uegaun papel
importante ¢ n1 os pr ocesos de d esarrollo. A si, ¢ oncentraciones ba jasd e H,O;
promueven e ventos de proliferacion y di ferenciacion, m ientras que ¢ oncentraciones
elevadas promueven la muerte (Hernandez-Garcia et al, 2010). Dado que los estudios in
vitro sugieren una acumulacion de estas ERO en neuronas con niveles bajos de GSH,
esperamos encontrar diferencias in vivo en el cerebelo de la rata al administrar una dosis

diaria de BSO 3mmol.

La disminucion en los niveles de GSH generada por este tratamiento fue muy
eficiente, siendo esta del 84.29 % . Esta disminucion generd un a umento importante en
la tasa y magnitud de errores observados en las ratas. Los errores mas notorios a nivel
morfoldgico se presentaron en las folias V y VI (fisura primaria); VIII y XIX (fisura
secundaria), y constaron de fusiones, supresiones, aislamientos y cambios en el grosor
de las capas de la corteza cerebelar, asi como de una desorganizacion en la orientacion y

posicion de sus células.
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Alteraciones s imilares a es tas fueron r eportadas co mo ev entos n aturales q ue
ocurren entre el 20-40% de la poblacion de ratas Wistar, acoplandose a lo observado en
este estudio (Griffin etal 1980; Necchi et al, 2000; Cerri et al, 2010). Los grupos de
trabajo de estas dos ultimas referencias analizaron la poblacion de ratas a partir de los 4
DPN vy hastalos 22 D PN, con intervalos de 2 DPN y reportaron que la aparicion de
estos errores ocurre a partir de los 10 D PN, mientras que nosotros pudimos captarlos
tanto en las ratas control como en las ratas tratadas con BSO a partir de los 8 DPN. Esto
puede sugerir que la generacion de estos errores comienza a l os 8 DPN como ligeras
fusiones en tre | as cap as g ranulares ex ternasde las foliasV y VI VIII y X IX que

progresan generando alteraciones mas evidentes en dias posteriores.

Dentro de las alteraciones observadas en nuestro trabajo, es de notar la carencia
y alteracion del posicionamiento de las células de Purkinje y de sus arborizaciones. Este
punto es de importancia debido a que estas células son las unicas neuronas que llevan
informacion fuera del c erebelo y por 1o tanto, alteraciones en s us co nexiones d eben
repercutire nf ormai mportante s obrel asf unciones de 1c erebelo. E nf orma
complementaria a 1 o obs ervado por nos otros, N ecchie ta I, ( 2000) u tilizaron u n
acercamiento inmunohistoquimico que les permitié comprobar en forma fehaciente que
las células d e Purkinje conectan con l1as masas de c¢lulas granulares ect dpicas y que
incluso en ocasiones, en los sitios de fusion de las fisuras, los arboles dendriticos de las
células de Purkinje llegan a invadir a 1a folia vecina (Necchi et al, 2000, Cerri et al,

2010).

Estas al teraciones s ugieren una r elacion en tre I as C GNs 1 ocalizadas en forma
ectopica y las células d e Purkinje. D esde hace mas de 3 décadas se ha estudiado la
relacion en tre am bos t ipos cel ulares ysehallegadoal ac onclusion que e stoss e
desarrollan en forma simbidtica. A lteraciones que afecten la viabilidad, mo rfologia o
actividad el éctrica d e cualquiera d e l as afectara ala otra. Asi, l1acarenciade C GNs
afecta el c recimiento d el as d endritas d e 1 as ¢ €lulas d e P urkinje de bido a que 1as
primeras proveen de factores troficos necesarios para la diferenciacion de las ultimas
(Altman, 1982). Por ejemplo, el disminuir la poblacién de CGNs por medio del uso de
drogas a ntiproliferativas que a fectan a 1a pobl acion de C GNs m itoticamente act iva,

provoca una di sminucion enla e xpansion de la capa granular interna y dela capa
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molecular, asi como un mal posicionamiento de los somas de las células de Purkinje y

alteraciones en sus dendritas (Woodward et al 1975).

A suvez, se ha demostrado que la proliferacion de las CGNs y la foliacion del
cerebelo requieren de las células de Purkinje, ya que si éstas se abaten, ambos procesos
se detienen (Fedderden et al 1992, Smeyne et al 1995) debido en parte a que la tasa de
divisionde 1as CGN delaE GL es co ntrolada p or | as cél ulas d e P urkinje. A sila
poblacion de CGNs de los ratones staggerer estd comprometida y el 25% de las células
de P urkinje pr esentan una r educcién i mportante e n s u & rbol d endritico ( Herrup y
Mullen, 1979). En forma adicional, los ratones weaver presentan una degeneracion de la
mayoria de las CGNs, mientras que las células de Purkinje se mantienen relativamente

estables (Rezai y Yoon, 1972).

En f orma i mportante, e studios e n e ste tl timo mutante de mostraron q ue | a
alteracion en la migracion de las CGN se debe a fuertes irregularidades presentes en los
procesos de la glia radial de Bergmann (Rakic y Sidman, 1973). Esta glia, (Rakic, 1971)
junto con los axones de CGNs de la capa granular interna generados en forma previa,
proveen d el s ubstrato p aral am igraciond el as C GNs d el a capa granular externa
(Komuro y R akic, 1998), sugiriendo que las células e ctopicas observadas se deben a
alteraciones en la glia radial de Bergmann, y que estas provocan los errores observados

en las células de Purkinje.

Lo anterior es de esperar ya que la glia radial de Bergmann se localiza en la
misma capa de las células de Purkinje y que mantiene una estrecha relacion con ellas y
con las CGNs. Se ha reportado que los procesos de diferenciacion de la glia radial de
Bergmann s e ¢ orrelacionan ¢ on1 a m igracion, de ndritogénesis, s inaptogénesis y
maduracion de las células de Purkinje. A su vez, la plasticidad morfologica y molecular
de esta neuroglia parece s er regulada p or 1 a diferenciacion de 1 as mismas células de
Purkinje ( Yamada y W atanabe 2002). Por 1o tanto, 1a generacion d e al teraciones en

cualquiera de estas tres células afectard a las demas.

Ejemplo de lo anterior es lo encontrado por Cerri et al (2010), donde las fibras
de la glia radial de Bergmann son irregulares, desorganizadas e interrumpidas y carecen

de contactos con las CGN en los puntos de fusion de las fisuras primaria y secundaria
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del cer ebelo (Cerri et al, 2010) y se correlacionan con errores en la arquitectura del

cerebelo (Qu and Smith, 2005; Yue et al., 2005; Weller et al., 2006).

Las evidencias an teriores p arecen ex plicar porque e |t ratamiento ¢ on B SO
incrementa la tasa de error y la malformacion de los errores en el cerebelo de la rata. El
BSO se comenz6 a inyectar en forma crdnica a partir de los 2 DPNs y hasta el momento
del s acrificio. E sto de bi6 ha ber pot enciado 1 a m uerte de 1as c élulas de P urkinje que
normalmente ocurre durante la primer semana postnatal (Jankowski et al, 2009) debido
a los efectos deletéreos provocados por el incremento esperado en las ERO o en forma

alternativa por un retrazo en la diferenciacion de las mismas.

10.5. EIl tratamiento con BSO induce la expresion de la caspasa-3 y disminuye la

migracion de las CGNs

Los estudios inmunohistoquimicos realizados en ratas tratadas cronicamente con
BSO indican que estas ratas presentan un incremento en la cantidad de caspasa-3 activa
(mayor fluorescencia), asi como en el numero de c ¢lulas p ositivas a la misma. E sta
marca se localizd principalmente y en forma consistente en células de tamafio reducido

situadas entre la capa granular interna y la capa de células de Purkinje.

Esto sugiere que la muerte apoptotica que normalmente ocurre alos 16 DPN y
que funciona para eliminar a las neuronas que no establecieron una conexion correcta
con sus blancos se ve incrementada en las CGNs. Esto puede deberse a dos razones: La
primera, es que la carencia de GSH produce un incremento en la generacion de ERO
que r epercute en f orma d irecta s obre s u v iabilidad cel ular en formas imilaral os
resultados obtenidos in vitro. Lamentablemente, esto no lo pudimos comprobar durante
la realizacion d e esta tesis. La segunda causa p osible es que la diferenciaciéon de 1as
células de Purkinje se haya visto retrasada debido a 1a alterada migracion observada en

las CGNss.

Lo anterior se vio comprobado por el marcaje especifico del BrdU de las células
en estado proliferativo, que en el caso del cerebelo inicamente estd conformado por las
células de la capa granular externa CGNs. De esta forma, el menor nimero de células

marcadas con BrdU, asi como la m enor fluorescencia o btenida d e 1as mismas en 1as
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ratas tratadas con BSO vy sacrificadas a los 12 DPN, indicé una menor tasa de migracion
hacia la capa granular interna. Esto sugiere que la disminucion en los niveles de GSH
estd alterando en alguna forma la migracion de estas células y que al existir un menor
numero de C GNs que hagan contacto con las células de Purkinje, se ve afectada su
diferenciacion, generando el fenotipo observado en los somas y arboles dendriticos de

estas células.

En forma es peculativa, esta disminucion en la migracion se podriadeberal a
sobre expresion de la caspasa 3, 1a cual ha demostrado ser un substrato utilizado para la
diferenciacion de la glia radial de Bergmann (Oomman et al, 2004, 2005, 2006). Por lo
tanto, las alteraciones en su expresion podrian estar afectando la diferenciacion de estas

células repercutiendo en la migracion de las CGNss.

Dadas las evidencias anteriores, es posible que 1a disminucion en los niveles de
GSH por medio del tratamiento créonico con BSO induzca una mayor tasa de error y una
mayor m agnitud de 1 0s m ismos, a | pr ovocar u n i ncremento e nl a e xpresion de | a
caspasa-3 en el borde de la capa granular interna y de la capa de células de Purkinje, que
disminuye | a pobl acion de 1as C GNs y de 1as células de P urkinje, asi como a una
migracion reducida y aberrante probablemente debida a modificaciones en la glia radial
de Bergmann. En conjunto, estas alteraciones repercuten en el posicionamiento de las
células y por lo tanto en el patron de las capas de la corteza cerebelar, modificando asi,

tanto la morfologia del cerebelo, como las conexiones neuronales.

En forma importante, este tltimo punto se pudo comprobar al someter a las ratas
tratadas a la prueba de la barra de equilibrio, en la cual se observé una alteracion en la
coordinacion fina de los movimientos que se vio reflejada tanto en un mayor niimero de
errores, COmo en un m ayor tiempo para completar dicha prueba. En forma interesante
las r atas t ratadas c on BSO tuvieron una m ayor tendencia alas c aidas hacia el 1ado
derecho, pero no hacia el lado izquierdo en relacion a las ratas control. Por lo tanto, la
potenciacion de los errores morfologicos y de c onexiones obs ervados en este y otros
estudios (Necchi, et al, 2001; Cerri et al, 2010, Skata-Haga et al, 2001) generada por la

disminucion en los niveles de GSH repercuten en la coordinacién motora y del balance.
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11. CONCLUSION

Se demostrd que uno de 1os mecanismos por el cual el GSH regula la muerte
neuronal es el control delosnivelesde ERO en unrango estricto. O tras ev idencias
apuntan a funciones del GSH en el control de la tasa de recambio de ATP mitocondrial,
regulacion d e canales i6nicos, de caspasas, etc, que l1levan al a muerte. No o bstante,
gran parte de estos procesos, mas no todos, resultan de la desregulacion de los niveles

de ERO debido a la carencia del GSH y por lo tanto, son efectos secundarios de este.

Esta tesis demostr6 que el tratamiento de cultivos primarios de CGN con BSO no
provoca un incremento en los niveles de ERO ni afecta la viabilidad a tiempos cortos
(4-24 hrs), por lo que este acercamiento puede ser utilizado para estudiar la repercusion
de disminuir los niveles de GSH en estas neuronas. No obstante, a tiempos largos (36-
48 hrs) el BSO induce un incremento importante en la generacion de ERO y en forma

posterior, una disminucion en la viabilidad celular.

Aunque la disminucién en los niveles de GSH no altera la generacion de ERO ni la
viabilidad cel ular en un es tado b asal, s i hace susceptibleal asn euronas al estrés
mediado por estimulos pro-oxidantes como el K5 6 la ST. Bajo estas condiciones, el
GSH no ejerce resistencia al guna frente la acumulacion de ERO, generando un rapido

incremento en el HO, que provoca una muerte exacerbada en tiempos cortos.

In vivo, el tratamiento crénico con 3 mmol/Kg diarios disminuye en forma efectiva
los niveles de G SH provocando un i ncremento en latasa y magnitud de los errores
normalmente presentes en el cerebelo. Esto parece deberse a una mayor activacion de la
caspasa-3 que se traduce en la muerte de CGNs, asi como a una migracion reducida y de

caracter aberrante.
Estas al teraciones p rovocan un m al pos icionamiento de C GNs vy al teran la

morfologia de 1as c¢élulas de P urkinje, provocando conexiones ab errantes que a ni vel

funcional, se reflejan en la coordinacion fina de los movimientos y del equilibrio
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