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1. INTRODUCCION 

1.1 Apoptosis 

El término de apoptosis, fue usado por primera vez en 1972 por Kerr, Willie y 
Currie, quienes estudiando sistemas experimentales de roedores, señalaron que 
las características morfológicas de la muerte celular que ocurre de manera natural 
durante el desarrollo embrionario, la regeneración hepática, el balance entre 
proliferación y muerte en modelos de tumor in vivo; son diferentes a las que 
presenta la muerte que ocurre corno resultado de patologías e intoxicaciones(8). 

Inicialmente se le asignó el nombre descriptivo "shrinkage necrosis", pero el 
uso del termino necrosis para un fenómeno que ocurría bajo condiciones 
ftSiológicas, pareció poco acertado, así que, a sugerencia de un colega del 
departamento de literatura, partieron de la palabra griega "et7to7twcno" (que 
describe la caída de las hojas o el marchitar de una flor) y acuñaron el término de 
apoptosis para describir éste fenómeno, al que también se le ha comparado a un 
"suicidio celular" (8,36). 

Si bien la muerte celular durante el desarrollo embrionario había sido descrita 
anteriormente, la contribución de Kerr, Wyllie y Currie consistió en proponer que 
durante la apoptosis, las células destinadas a morir participan activamente en su 
mue[te, y, que éste proceso es determinante en el mantenimiento de la 
constitución celular de los tejidos. 

Otros estudios sobre la muerte neuronal durante la formación de sinapsis 
funcionales y sobre la muerte de células precursoras ~ y T autorreactivas durante 
la selección negativa; pusieron de manifiesto la importancia de la muerte celular 
como mecanismo fisiológico de selección. Posteriormente estudios genéticos con 
el nemátodo Caenorhabdilis e/eqans, demostraron la existencia de genes cuya 
expresión controla la muerte apoptótica. Entre éstos se identificó el gen ced-9 y 
por similitud en la secuencia a su homólogo en humanos el gen bcl-2, cuya 
expresión resultó interferir con la muerte de neuronas deprivadas de factores 
tróficos así como con la muerte de células precursoras ~ y T. 

· La evidencia acumulada hasta ahora, sugiere que Ja gran mayoría de las 
células animales son capaces de seguir esta vía de muerte, aún aquellas en las 
que normalmente no se activa el programa. Este hallazgo implica que este 
programa genético de autodestrucción forma parte del repertorio de respuestas 
celulares a señales externas o a cambios en las condiciones celulares internas (8). 



1.2 Apoptosis vs Necrosis 

Uno de los primeros cambios morfológicos que presentan las células que 
inician el proceso apoptótico, consiste en la condensación del citoplasma, y 
reducción del volumen celular, acompañados de cambios en la estructura del 
núcleo. La cromatina se condensa y forma cúmulos densos adosados a la 
membrana nuclear; seguido de invaginaciones de la membrana nuclear y finaliza 
con la fragmentación del núcleo en estructuras membranosas con cantidades 
variables de cromatina. El ADN se fragmenta en múltiplos de 180 bases que 
corresponden a la longitud del ADN dispuesto alrededor de cada nucleosoma, 
característica hasta ahora considerada como exclusiva de la muerte por apoptosis. 

De manera análoga, la membrana celular sufre invaginaciones que terminan 
por fragmentar a la célula formando racimos de vesiculas de tamaño variable que 
contienen orgánulos intactos que no se fusionan con lisosomas. A estas vesiculas 
se les ha denominado cuerpos apoptóticos, los cuales in vitro terminan por 
desintegrarse, mientras que in vivo, son rápidamente fagocitadas por células 
vecinas. Por tanto, una de las consecuencias fisiológicas más relevantes de la 
muerte por apoptosis, es que no se libera material intracelular al medio intersticial. 
Es importante destacar que este tipo de muerte está restringida a células 
individuales y nunca resulta en la muerte de células vecinas en las que no se haya 
activado el programa de muerte (8, 12,36). 

Por otra parte, la muerte celular por necrosis afecta no solo a la célula que 
muere, sino también a muchas células adyacentes. Al igual que en la muerte por 
apoptosis, también hay agregaciones de la cromatina nuclear, responsables del 
oscurecimiento del núcleo o "picnosis", que sin embargo, es menos denso y 
menos homogéneo que lo que se puede observar durante la muerte por apoptosis. 

En ocasiones se puede observar fragmentación nuclear. A diferencia de la 
apoptosis los orgánulos se hinchan y el volumen celular aumenta 
considerablemente. Estos cambios han sido asociados con alteraciones del 
control osmótico, que resulta de una depleción de ATP y la consecuente 
disfunción de los transportadores iónicos de membrana como la ATPasa de 
Na•tK'. Todo esto lleva a una pérdida del potencial de membrana y a un 
incremento en la permeabilidad membrana!. Finalmente, las membranas de los 
orgánulos celulares se fusionan y se pierde la integridad de la membrana celular, 
permitiendo que el contenido citoplásmico se vacie al espacio intersticial. La 
muerte por necrosis generalmente va acompañada de una respuesta inflamatoria, 
seguida de un proceso de cicatrización que en ocasiones se asocia al desarrollo 
de fibrosis. A diferencia de la apoptosis ninguno de estos cambios está 
determinado genéticamente y resulta, mas bien, de la pérdida de sincronización 
funcional entre los procesos bioquímicos y las estructuras macromoleculares que 
constituyen a la célula (8, 12,36). 
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DIFERECIAS ENTRE NECROSIS Y APOPTOSIS 
CAJIACTERISTICA NECROSIS APOPTOSIS 
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Volumen celular 
Cromatina nuclear 

Núdeo 
ADN 

ADN riboso01al 

Orgánulos 

Membrana celular 

Citoesqueleto 
Citoplásma 

AcilvKi<ln de P-.... 
Estrés o:Ddativo 
Catabolismo Lipídico 

Reacción inflamatoria 
Cicatrización 

Se incrementa 
Condensación laxa y localización 
difuSa 
Fragmentado 
Fragmentación irregular, pattóo de 
barrido 
Degradación irregular 

Se hinchan y tienden a fusionarse 
oon 1isosomas 
Conserva asimelria de fosfolipidos 
y se pienle la integridad 

Se desorganiza 
Se vierte al espacio intemicial 

lnespedfica y asociada a 
disfunción lisosoma1 
Presente solo en etapas tardfas 
Activación inespeclfica de 
fosfolipasas 

Presente 
Presente. a menudo con fibrosis 

programa genético 
Disnrinuye 
Condensación compacta con 
marginación nuclear 
Fragmentado 
Fragmentación inlemucleosomal, 
patrón de escalero. 
F~ción regular, aparición 
de bandas especiñcas 
Permanecen íntegros y no se 
fusionan con lisosomas 
Aparición de fosfatidil seriJla en la 
lámina extracelular y se collServa 
la impermeabilidad 
Consetva su ""'1>Ctuia 
Se conserva en los cuerpos 
apoptóticos 
Especifica de la familia de las 
caspasas 
Presente desde etapas tempranas 
Producción de ácido ar.iquidónico 
y metabolitos derivados. 
Producción de ceramida y 
metabolitos derivados 
Ausente 
Ausente 
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fig. 1 Apoptosls vs Necrosis: 1.- Célula normal. VIA APOPTÓTICA (1·4) .· La célula se 
encoge y hay condensación tanto del c\toplasma como de ta cromatina. 3.~ condensación y 
fragmentación del núcleo, encapsulamiento de organelos funcionales en cuerpos apoptóticos. 4.· 
fagoc~osis por células vecinas. ViA NECRÓTICA (1,5 y 6) .• la célula y organelos se hinchan, la 
cromatina se compacta de manera laxa y difusa, también hay fragmentación. 6.~ La célula pierde la 
continuidad membrana! vaciando su contenido al medio intersticial (Tomado de Tome\ 1991}. 
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Una de las características de mayor relevancia fisiológica de la muerte por 
apoptosis, radica en el hecho de que no induce una respuesta inflamatoria. En 
cambio, cuando una célula muere por necrosis, su contenido citoplásmico se vierte 
al medio intersticial exponiendo un gran número de antígenos que el sistema 
inmune reconoce como. ajenos, frente a los cuales reacciona tratando de 
eliminarlos. Durante este proceso se activan varios componentes celulares del 
sistema inmune, como los macrófagos y los neutrófilos que liberan H202 dañando 
a cualquier célula con la que entran en contacto. El resultado es la destrucción de 
muchas células del tejido circundante (8, 12). 

Hay que resaltar que la formación de los cuerpos apoptóticos previene que el 
contenido citoplásmico pueda ser liberado al medio intersticial. Antes de que los 
cuerpos apoptóticos se desintegren, estos son fagocitados por células vecinas en 
un proceso en el que participan antígenos de supeñicie y fosfatidilserina que sólo 
en estas circunstancias se presenta en la lámina externa de la membrana celular 
de los cuerpos apoptóticos (fig.1 ). Estas moléculas son reconocidas por 
receptores específicos en colaboración con antígenos del sistema mayor de 
histocompatibilidad. La compartamentalización del contenido de la célula 
apoptótica previene que los antígenos intracelulares puedan evocar una reacción 
autoinmune. Esta característica de la muerte celular por apoptósis es responsable 
de que no se produzca una respuesta inflamatoria durante la remodelación y 
reabsorción tisular aún cuando éstas implican la desaparición de tejidos y órganos 
completos, como durante la metamoñosis de insectos y anfibios, o la reabsorción 
de los conductos mulleríanos embrionarios en machos de vertebrados o del 
mesonefros en hembras ( 12). 

1.3 Fragmentación lntemucleosomal 

Durante la muerte por necrosis el ADN se degrada por acción de 
endonucleasas y exonucleasas, y los nucleosomas parecen perder integridad ya 
que al separarse por electroforesis en geles de agarosa se observa un barrido sin 
que aparezcan bandas discretas. Esto refleja que en la muerte por necrosis el 
ADN se corta en fragmentos de una gran variedad de tamal'los. Por el contrario, la 
degradación intemucleosomal del ADN (característica que hasta ahora se 
considera como exclusiva de la muerte por apoptosis), al someterse a una 
separación por electroforésis en un gel de agarosa, se advierte un patrón de 
bandas discretas caracterfstico al que se denomina 'patrón de escalera'. Este 
patrón revela que durante la muerte por apoptosis los fragmentos producidos son 
múltiplos de 180 bases, correspondiente a la longitud del ADN que se enrolla 
alrededor de cada nucleosoma. Los nucleosomas, constituidos por un grupo de 
histonas rodeadas por dos asas de ADN, son elementos estructurales de la 
cromatina. Durante la apoptosis, la activación de proteasas específicas promueve 
la degradación de proteínas de los filamentos intermedios de la matriz nuclear 
como la lámina A y la lámina B (12). Se cree que ya que la cromatina se encuentra 
adosada a estos filamentos, la fragmentación de estas proteínas de la matriz 
nuclear promueve la desorganización de la cromatina (8). La subsecuente 
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activación de endonucleasas que tienen acceso a las regiones de ADN entre cada 
nucleosoma hidroliza el ADN produciendo fragmentos cuya longitud es un múltiplo 
del número de bases enrolladas en un nucleosoma. 

Las endonucleasas que participan en la producción de fragmentos 
intemucleosomales, son dependientes de calcio (ca•2). ya que la presencia de 
quelantes de ca•2 como el EGTA, intertieren con la aparición de este patrón de 
degradación del ADN. 

Si bien la fragmentación del ADN se considera como un elemento 
diagnóstico de una muerte celular por apoptosis, su ausencia no es 
necesariamente prueba de que no se trata de una muerte apoptótica. Por otra 
parte, es importante considerar que las células no mueren de manera sincrónica y 
que por tanto en un momento dado, esta fragmentación puede estar presente sólo 
en una pequeña fracción de la población celular en estudio. Los escenarios 
mencionados explicarían por que documentar la fragmentación internucleosomal 
puede ser más dificil de lo que inicialmente podría pensarse. 

1.4 Activación del Programa de Muerte 

La muerte celular programada es un mecanismo de selección en el que las 
condiciones microambientales que rodean a la célula determinan cuáles células 
deben morir, y el momento en el que esto debe ocurrir. El estudio de sistemas 
celulares en los que ocurre la muerte apoptótica sugiere que existen dos formas 
de activación del programa de muerte (8). En algunos tipos celulares el programa 
de muerte se encuentra apagado, por lo que se requiere un estímulo externo para 
activarlo. Señales parácrinas mediadas por moléculas pertenecientes al grupo de 
las citocinas como el TNF o el ligando de APO/FAS, son los ejemplos prototípicos 
de las señales que al unirse a sus receptores de membrana en las células blanco, 
activan el programa de muerte. Existe un creciente número de ligandos y 
receptores recientemente identificados con una función similar. Estos sistemas 
permiten eliminar células dentro de un tejido de forma selectiva. Mientras que el 
sistema APO/FAS parece estar asociado con la eliminación de clonas de linfocitos 
T y B que responden a antígenos propios, el sistema de muerte dependiente de 
TNF participa en la muerte de células tumorales o de células infectadas con 
distintos tipos de virus (8). 

El segundo mecanismo de activación del programa de muerte consiste en un 
encendido constitutivo como parte de las características del estado de maduración 
o diferenciación de un linaje celular. En estos casos la muerte se previene por la 
acción de factores de sobrevivencia, también denominado factores tróficos, que de 
estar presentes en el medio interfieren con la ejecución del programa de muerte. 
Tal es el caso de las neuronas dependientes del factor de crecimiento neural 
(NGF) o de los timocitos dependientes de interleucina 3 (IL-3). El sistema de NGF 
participa en la maduración neuronal y durante la selección de sinapsis funcionales 

6 



en el sistema nervioso (29). Mientras que el sistema de IL-3 es importante en la 
maduración hematopoiética. 

1.5 Proteasas en la Apoptosis 

Una parte importante de la apoptosis es la degradación de una serie clave de 
proteínas. La calpaina y las caspasas son proteasas predominantes que realizan 
ésta función. La calpaina es una proteasa calcio-dependiente, implicada en una 
serie de modelos de apoptosis y propuesta como mediador durante la isquemia 
cerebral (incluida la necrosis). Su actividad no esta restringida al fenómeno 
apoplético ya que se le ha implicado en la potenciación a largo plazo. 
Recientemente han sido descubierta una familia de proteasas llamadas caspasas, 
cuya activación precede a la degradación del ADN durante la apoptosis. En 
algunos casos de apoptosis en neuronas se ha observado la participación de 
ambas; calpaina y caspasas (13). 

1.5.1 La estructura y actividad de Proteasas 

En la proteólisis relacionada con la apoptosis ha sido ampliamente registrada 
una familia de al menos 11 proteasas, las cuales han sido llamadas caspasas, por 
el hecho de que son proteasas de cisteína con una actividad "Aspasa". Las 
caspasas están relacionadas con CED-3, el producto de un gen esencial en la 
muerte celular programada en el nemátodo C. elegans. La enzima convertidora de 
interteucina-113 (ICE) fue el primer homólogo en mamíferos de CED-3. Desde 
entonces un número enorme de genes con la secuencia homóloga de CED-3/lCE 
han sido identificados en mamiteros ( 13). 

Las caspasas aparecen como componentes esenciales de la maquinaria de 
muerte apoptótica. Ellas operan rompiendo el citoesqueleto, y proteínas nucleares 
necesarias para el mantenimiento de la estruc::tura celular (¡3-actina, laminina B), 
enzimas involucradas en el metabolismo (proteína cinasa C) y enzimas de 
reparación. 

Además de la presencia de una cisterna en el sitio activo, la característica 
más importante de las caspasas es la presencia de un aspen la posición P1 del 
sustrato. Existen diferencias en las preferencias para los residuos de aminoácidos 
en las posiciones P2-4 lo cual parece conferirles cierta especificidad a las 
caspasas. Estudios realizados para la especificidad de sustratos se han revelado 
tres grupos principales. El grupo 1 comprende a las caspasas 1,4 y 5 (las cuales 
juegan un papel preponderante en la repuesta inflamatoria y producción de 
citocinas) quienes tienen preferencias por secuencias de tetrapéptidos Trp-Glu
His-Asp. El grupo 11 de caspasas (2,3,7 y CED-3) tiene preferencia por Asp-Glu-x
Asp, mientras que las caspasas 6,8 y 9 (grupo 111) prefieren la secuencia Ue-Glu-x
Asp (12). 
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1.6 Volumen Celular 

Para poder sobrevivir, las células deben de ser capaces de mantener su 
volumen dentro de ciertos límites. Este volumen depende del flujo de agua a 
través de la membrana celular, la cual generalmente es altamente permeable a 
ésta, por lo que siempre que exista una diferencia en la concentración de los 
componentes celulares con el exterior, es decir, un gradiente osmótico entre el 
exterior y el interior de la célula, se observarán movimientos netos de agua. 

En presencia de un gradiente de presión osmótica, el agua se moviliza del 
compartimento de menor al de mayor presión osmótica, y como consecuencia, el 
volumen celular aumenta en soluciones hiposmóticas y disminuye en soluciones 
hiperosmóticas. 

Una gran cantidad de factores pueden modificar al volumen de una célula; 
las alteraciones en la osmolaridad extracelular son el ejemplo mas obvio, pero 
también la asimilación de nutrientes, la activación de canales iónicos y sistemas 
de transporte en la membrana celular, la formación o rompimiento de proteínas o 
glicógeno para la formación de monómeros osmóticamente más activos, las 
funciones de secreción, los movimientos de organelos intracelulares (de manera 
particular el citoesqueleto) y por supuesto durante las fases de crecimiento y 
división celular. En todas estas situaciones se crean gradientes osmóticos 
microscópicos que dan lugar a cambios locales y transitorios en el volumen 
celular. Posiblemente es por esta razón que los procesos de regulación de 
volumen se encuentran presentes en prácticamente todos los tipos celulares, 
independientemente de las características del medio externo en el que se 
desenvuelve el animal de que forma parte (18). 

Un cambio en el volumen celular puede solamente ser revertido si el 
equilibrio osmótico a través de la membrana celular es mantenido por los 
mecanismos de regulación de volumen de la célula. Estos mecanismos 
reguladores incluyen el transporte iónico a través de la membrana por un lado y la 
disposición y síntesis de osmolitos orgánicos por el otro. Una gran cantidad de 
mecanismos para la regulación del volumen, son normalmente empleados en 
paralelo, además, distintos tipos celulares utilizan diferentes mecanismos de 
regulación de volumen. Como resultado el número de mecanismos de transporte 
iónico y de osmolitos orgánicos es extenso. 
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1.6.1 La respuesta de la célula a cambios de volumen 

Cuando las células se exponen a soluciones hiposmóticas, se observa 
inicialmente un aumento rápido en el volumen celular, debido a la entrada de 
agua, seguido de una fase de recuperación más lenta, durante la cuál las células 
alcanzan un valor muy cercano al del volumen original. Este proceso se debe a la 
expulsión de solutos intracelulares osmóticamente activos, con lo cuál se reduce la 
presión osmótica intracelular y por lo tanto, el contenido de agua en la célula. 

A la recuperación del volumen inicial después de un aumento producido por 
soluciones hiposmóticas se le denomina DRV o decremento regu\atorio del 
volumen (18,32). 

En forma semejante, pero en sentido opuesto, al exponer a las células a una 
solución hiperosmótica, ocurre una disminución en el volumen celular, 
directamente relacionada con la magnitud del gradiente osmótico impuesto. Sin 
embargo, la recuperación del volumen en soluciones hiperosmó\icas parece ser 
menos frecuente que la regulación en condiciones hiposmóticas. A esta 
recuperación se le ha denominado como IRV (incremento regulatorio del 
volumen). La mayoría de las células animales expuestas a soluciones 
hiperosmóticas, se comportan como osmómetros perfectos, disminuyen 
rápidamente su volumen y no muestran un proceso de recuperación mientras 
permanezcan en condiciones de hiperosmolaridad. 

Sin embargo, la recuperación de volumen posterior a una disminución en la 
osmolaridad, se observa prácticamente en todos los tipos celulares, si las células 
son expuestas previamente a un medio hiposmótico y posteriormente se les 
regresa a un medio isosmótico. Durante la exposición a soluciones hiposmóticas, 
las células han perdido solutos, por lo que al incubarse en un medio isosmótico 
tiene lugar una disminución en el volumen celular. Esta reducción es seguida de 
una fase reguladora de aumento durante el cuál se recupera el volumen inicial. 

De manera análoga a lo que ocurre durante la regulación en condiciones 
hiposmóticas, el aumento en el volumen de las células expuestas a soluciones 
hiperosmóticas se encuentra mediado por la modificación de la presión osmótica 
intracelular y el medio externo. Para reducir el gradiente osmótico en soluciones 
hipertónicas, las células tienen que aumentar los niveles internos de salutes 
osmóticamente activos (32). 

En resumen, la capacidad de las células para ajustar su volumen 
modificado por cambios en la osmolaridad externa, se debe al manejo de la 
concentración de los niveles internos de salutes osmóticamente activos, en la 
dirección correcta Los salutes osmóticamente activos son aquellos que se 
encuentran en forma libre, en solución, en el citoplasma. Estos salutes se 
denominan en conjunto osmolitos, a los cuales se les puede dividir en a) iones 
inorgánicos, principalmente el potasio, el cloruro y el sodio; y a) compuestos 
orgánicos pequeños como la urea, aminoácidos libres, polialcoholes y 
metilaminas. 

9 



Regulación del volumen celular 

Medio Hipotónico 

Célula 
hinchada 

)' 

DRV 

1( 

Célula 
normal 

Medio Hipertónico 

IRV 
1( 
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encogida 

Fig 2. Regulación del volumen celular a cambios de concentración en el medio 
extracelular. En presencia de un medio hipotónico la célula se hincha acüvandose el 
DRV así como la salida de sustancias osmoticamente activas. En presencia de un medio 
hipertónico el proceso de IRV consiste en la entrada de osmolitos. 
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1.6.2 Osmolitos inorgánicos 

El contenido celular de potasio y cloro disminuye en respuesta a la 
hiposmolaridad, como consecuencia de la aclivación de sistemas de transporte 
que expulsan estos iones al medio extracelular. El mecanismo de salida de K'" y 
cr varía según el tipo celular de que se trate. En algunas células, esta salida 
tiéne lugar por la activación de un sistema de cotransporte electroneutro. En otros 
tipos celulares, la movilización de los iones se lleva a cabo por la activación 
simultánea de sistemas que intercambian aniones y cationes simu\táneamente 
incluyendo el potasio y el cloro. Generalmente los que funcionan en la regulación 
del volumen, lo hacen intercambiando K'"/H' y CrlHCOi. El resultado neto es la 
salida de potasio y cioro y la formación de bicarbonato que es degradado en el 
interior de la célula, por lo que no contribuye osmóticamente. 

A pesar de la existencia de estos sistemas de cotransporte electroneutro, el 
mecanismo más general para expulsar el potasio y el cloro, y corregir el aumento 
en el volumen celular, parece ser la activación de vías electrogénicas, constituidas 
por canales iónicos presentes en la membrana celular. El mecanismo utilizado 
para disminuir los niveles intracelulares de potasio y cloro, de entre los tres 
descritos determina el curso temporal de la recuperación de volumen de las 
soluciones hiposmóticas. Cuando se encuentra involucrado el sistema de 
cotransporte, el proceso es lento y tarda aproximadamente una hora; si se activan 
los sistemas de intercambio, el proceso regulador de volumen se completa en 
cerca de diez minutos y si se activan los canales de potasio y cloro, el volumen se 
recupera en un tiempo menor. 

En el caso de la regulación del volumen en condiciones hiperosmóticas, tanto 
en los tipos celulares que presentan un aumento de volumen al exponerse 
directamente a soluciones hiperosmóticas, como en aquellas que requieren 
preincubación en solulciónes hiposmóticas seguida de la restauración del medio 
isosmótico, la recuperación del volumen se encuentra asociada con un aumento 
en los niveles celulares de los iones sodio, potasio y cloruro, seguida de una 
entrada de agua a la célula. 

La disminución en el volumen celular causado por condiciones 
hiperosmóticas, activa diversos sistemas de transporte a través de los cuáles que 
estos iones son intemalizados. En algunos tipos celulares y en terminales 
nerviosas aisladas de cerebro, la hiperosmolaridad induce la activación del 
sistema de ca-transporte Na' IK'" 12c1-, por lo que el aumento de volumen es 
dependiente de la presencia conjunta de estos iones en el medio de incubación y 
se inhibe en presencia de fármacos que impiden al funcionamiento de este co
transportador, tales como la furosemida y la bumetanida. También se ha 
observado que en algunas células, el aumento en el contenido intracelular de 
iones, en respuesta a ta hiperosmotaridad, ocurre a través de un sistema de co
transporte Na'/W y Cr/HCOi. De esta manera, los fármacos que inhiben estos 
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sistemas de transporte como la amilorida y el DIOS, también inhiben el proceso de 
regulación de volumen. 

El sodio que se introduce en la célula, ya sea a través del ce-transportador 
Na·~12cr o del intercambiador Na./H', posteriormente se intercambia por 
potasio a través de la ATPasa Na.JI<'. 

1.6.3 Osmolitos Orgánicos 

Como se mencionó previamente, algunos compuestos orgánicos pequeños 
también son utilizados por las células con fines de control osmótico. Entre estas 
moléculas, se encuentran la urea, los aminoácidos libres, compuestos 
cuaternarios de amonio, polialcoholes como el sorbitol y el mio-inositol, y metil 
aminas como la glicerofosforicolina y la beta ni na ( 17, 18,32). 

Entre Jos aminoácidos libres, la taurina es el más importante para una 
función osmorreguladora debido a que se encuentra .presente en concentraciones 
muy elevadas en la mayoría de las células animales, constituyendo hasta el 70% 
de la poza total de aminoácidos libres. La taurina presenta características que la 
señalan como un osmolito ideal: se encuentra en concentraciones lo 
suficientemente elevadas (hasta BOmM en Ja retina, 2BmM en linfocitos, 60mM en 
músculo esquelético y cardiaco), como para contribuir de manera importante a la 
presión osmótica total y es inerte desde un punto de vista fisiológico, ya que no 
participa en la estructura primaria de proteínas, ni en ninguna reacción del 
metabolismo primario de la célula. Esto permite que los niveles celulares del 
aminoácido se puedan modificar con el fin ajustar la presión osmótica sin que las 
variaciones en la concentración intra o extracelular, alteren otras funciones (32). 

Se ha demostrado que en varios tipos celulares, el curso temporal de la 
liberación de taurina estimulada por soluciones hiposmóticas, es paralelo al 
proceso de regulación de volumen observado en estas células. La salida de 
taurina se incrementa con disminuciones crecientes en la osmolaridad del medio 
de incubación, lo que demuestra una relación muy estrecha entre la liberación del 
aminoácido y un aumento en el volumen celular. Asi mismo en neuronas en cultivo 
se ha demostrado que los niveles intracelulares de aminoácidos aumentan (en 
particular la taurina) cuando son expuestas a condiciones hiperosmóticas. En 
estudios in vivo se ha demostrado que una condición de hipernatremia (aumento 
de.los niveles del sodio en el plasma sanguíneo) aumenta el contenido interno de 
taurina en diversos tejidos. Como contraparte la hiponatremia (disminución de los 
niveles del sodio en plasma) da como resultado una disminución importante en los 
niveles de taurina en esos tejidos. 

Diversos polialcoholes, como el sorbitol y el mio-inositol, también 
incrementan . su concentración en las células renales cultivadas en medios 
hiperosmóticos. En otras líneas celulares, se observa un aumento en el contenido 
de las melilaminas, glicerofosforilcolina y betanina, pero no de sortlitol. La suma 
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de los compuestos orgarncos acumulados, es suficiente para compensar el 
aumento en la osmolaridad en el medio de cultivo. 

1.6.3.1 Taurina 

La taurina es acumulada dentro de las células, por un transportador 
dependiente de sodio. Después de que la célula se hincha, la taurina es 
rápidamente liberada, muy posiblemente a través de un canal aniónico. En 
ovocitos, la expresión del intercambiador aniónico banda-3tAE 1 confiere el 
transporte de taurina para la regulación del volumen, pero en células de 
mamífero, la salida de taurina no es dependiente de la proteína banda-3. Por otro 
lado, el transporte de taurina es inducido por la inserción del péptido fosfolema en 
bicapas lipídicas (17). 

1.6.3.2 Otros aminoácidos 

Además de la taurina, la concentración celular de muchos otros aminoácidos 
y metabolitos aminoácidos es modificada por el volumen celular, incluyendo la 
glutamina,el glutamato, la glicina, pro~ina, serina, treonina, B-alanina, el aspartato, 
y el GASA. Aunque la concentración intracelular de muchos aminoácidos es muy 
baja, la suma de todos los aminoácidos contribuye significativamente a la 
osmolaridad celular en células expuestas a condiciones isotónicas. El 
encogimiento celular estimula transportadores dependientes de sodio de 
aminoácidos neutros, así como proteólisis y procesos de inhibición de la síntesis 
de protelnas. De manera contraria, el hinchamiento estimula el rompimiento de 
glutamina y glicina así como liberación celular de muchos aminoácidos, por lo 
menos parcialmente a través de canales aniónicos asociados a cambios en 
volumen. 

Los aminoácidos son probablemente importantes durante la adaptación a 
cambios menores de osmolaridad. Su contribución es sin embargo indispensable 
para la adaptación a las osmolaridades excesivas en la médula renal. 

Las células del sistema nervioso parecen constituir una excepción, en el 
sentido de que los iónes no participan preferentemente en el proceso de 
regulación de volumen, sino en condiciones extremas de cambios en el volumen 
celular. Este comportamiento se explica al considerar el papel fundamental que 
tienen los iónes cloro y potasio, en los mecanismos de comunicación entre 
neuronas y la exitabilidad nerviosa. Es posible entonces que en éstas células la 
contribución de los osmolitos orgánicos sea mucho mas importante que en otras 
(17). 
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2.ANTECEDENTES 

2.1 Las células granulares de cerebelo (CGC) 

El cerebelo participa en varias actividades que incluyen funciones motoras y 
de equilibrio, constituye el 10% del volumen total del cerebro, pero presenta más 
de la mitad de células nerviosas. Tiene una gran diversidad de interconexiones 
nerviosas tanto de entrada como de salida. 

Hislológicamente la corteza del cerebelo se divide en tres capas que están 
constituidas por cinco tipos celulares; las células esteladas, las células en canasta, 
las células de Golgi, las células de Purkinje, y las células granulares. 

Las Células Granulares son las células más pequeñas del cerebelo pero 
también las más numerosas. Se localizan en la capa granular de la corteza del 
cerebelo y comprenden la mayor población neuronal de ese tejido. Tienen una 
identidad excitadora, siendo su neurotransmisor el L-glutamato. 

En la rata, las células granulares se forman durante las 2 y 3 primeras 
semanas postnatales; durante su primer día pasan a la zona basal y a los 13 dias 
alcanzan la capa granular. 

Las granulares, reciben conexiones de las fibras musgosas y a su vez 
excitan a otras células de la corteza cerebelosa, dichas conexiones se establecen 
desde la primera hasta la tercera semana después del nacimiento. Los somas de 
estas células miden entre 5 y 8µm de diámetro. 

Las células granulares se han utilizado ampliamente como modelo par¡i el 
estudio de la fisiología neuronal, esto se debe a una serie de ventajas que 
proporcionan para su estudio tanto in vivo como in vitro. Una ventaja importante, 
es que las células granulares son muy abundantes en el cerebelo y son 
relativamente fáciles de cultivar. Los cultivos que se obtienen de estas células son 
muy puros (90% de neuronas). Otra ventaja es que estas neuronas se desarrollan 
postnatalmente y esto proporciona la facilidad de estudiar procesos de ' 
diferenciación, migración y sobrevivencia que ocurren in vivo y que se reflejan en 
el cultivo. 
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2.2 Volumen celular y la regulación del volumen durante la apoptosis 

Uno de los modelos donde mejor se ha caracterizado el fenómeno de 
apoptosis, es el de los linfocitos T. que también ha sido un sistema muy utilizado 
en el estudio de los mecanismos de regulación del volumen celular. Curiosamente 
los linfocitos-T expuestos a condiciones hipertónicas se encogen y permanecen en 
ese estado sin llevar a cabo un IRV, a pesar de que contienen los mecanismos 
para llevar a cabo una respuesta activa; sin embargo este solamente es 
observado cuando las células son sometidas previamente a condiciones de 
hiposmolaridad. Bortner y Cidlowsky en 1996 encontraron que la pérdida de 
volumen en células T inmaduras por exposición a condiciones de 
hiperosmolaridad puede producir apoptosis dependiente de la concentración y del 
tiempo de exposición. Así mismo, la exposición a condiciones de hiposmolaridad 
que por consiguiente llevan a un hinchamiento, no produjeron el mismo efecto. 

Las pruebas realizadas en tipos celulares con respuestas activas de IRV a 
condiciones hipertónicas (células COS, Hel-a, GH3 y células L), no mostraron la 
respuesta de apoptosis. Estudios de citometría de flujo han revelado dos 
poblaciones celulares distintas, en donde solo las células que reducen su volumen 
(las apoptóticas) llevan a cabo una fragmentación del ADN, demostrando con esto 
que el volumen celular tiene un papel importante en el proceso apoptótico (4,6). 

Se ha propuesto que la pérdida de volumen durante la apoptosis, pudiera ser 
un efecto de la pérdida de iones, por lo que muchos investigadores han 
comenzado a indagar en el papel de éstos. Siendo que el potasio es uno de los 
iónes de mayor concentración dentro de la célula, se perfila como uno de los 
mejores candidatos a participar como osmolito. Potentes bloqueadores de canales 
de K' como la espartenina y la quinidina inhiben el encogimiento en un 60% de 
eosinófilos que llevan a cabo la apoptosis en ausencia de citocinas, sin embargo, 
la muerte apoptótica no fue caracterizada en estos experimentos (6). 

Benson y colaboradores en 1996 reporta una pérdida de potasio intracelular 
durante la apoptosis inducida por dexametasona en células CEM-C7 A, sin 
embargo no observa cambio alguno en la densidad intracelular, por lo que 
propone un proceso similar a la exocitosis para la pérdida del volumen. 

Se han explorado los efectos del K' en la actividad de las vías apoptóticas, 
Jonas (1994) y Cidlowski (1997) han observado que medios con altas 
concentraciones de K' inhiben la producción de fragmentos internucleosornales, lo 
cual sugiere acción directa sobre nucleasas apoptóticas. En 1995 Walev demostró 
que una depleción de K' intracelular estimula la conversión de prolL-1 a IL-1 (de la 
forma inmadura de ICE a la forma madura). y por el contrario cuando los niveles 
de potasio se aumentaban, esta conversión fue inhibida, sugiriendo una influencia 
ejercida por el K' en la actividad de ICE. Cidlowsky propone que sin importar la 
naturaleza de la señal que lleve a la apoptosis, uno de los cambios iniciales en la 
vía de muerte, es la pérdida de K' intracelular. Proponen la pérdida de volumen y 
la del !<°como procesos paralelos, al salir el potasio sale agua con él, !Orzando a 
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la célula a encogerse. Esta pérdida conjunta de volumen y potasio, inicialmente no 
resulta en un cambio neto de su concentración, sin embargo como el proceso 
continua, la acción de moléculas impermeables de la célula (azúcares, 
proteínas ... ) menguarán la salida del agua movida por potasio y es hasta entonces 
que se notará la disminución de su concentración en la célula ya encogida. 

En lo que respecta al Na•, Cidlowsky (5) también reporta una disminución de 
éste en células Jurkat que llevan a cabo la muerte por apoptosis al ser 
estimuladas con anti-Fas (si bien, no tan importante como la del K'); Nina Tsao y 
Huan-Yao Lei (1996) reportan que un medio libre de Na' inhibe la apoptosis 
espontánea en timocitos, y altas concentraciones del mismo (en medio libre de 
Ca") la promueven. Proponen que la fuerza iónica del NaCI, el bicarbonato y 
calcio en el medio, inducen apoptosis espontánea en timocitos modificando el pH 
intracelular (que en células apoptóticas es mas ácido) a través de la activación del 
anti-transportador Na./H', el cotransportador Na•/HCOi/COi y el intercambiador 
Cl"/HC03 en timocitos. 

En lo que respecta a los iones y su papel en la reducción del volumen 
durante la apoptosis faltan muchas interrogantes por resolver, sin embargo nada 
se sabe aún ha cerca de la participación de los osmolitos orgánicos, sobre todo en 
neuronas, donde los iones no son preferentemente usados como osmolitos. Es 
muy posible entonces, que los osmolitos orgánicos (principalmente la taurina) 
tengan también una participación importante en la reducción del volumen en la 
apoptosis que se lleva a cabo en las neuronas, y por que no, en otros tipos 
celulares. 
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3. OBJETIVOS GENERALES 

1. - Determinar la participación de los osmolitos orgánicos en la reducción del 
volumen que llevan a cabo las células granulares de cerebelo durante la 
apoptosis. 

2. - Explorar los posibles mecanismos por medio de los cuáles estos 
osmolitos son movilizados por las células. 

3.1 Objetivos Particulares 

1.- Determinar si bajo condiciones que inducen apoptosis (KS) las CGC 
movilizan osmolitos orgánicos tales como la taurina, el ácido glutámico y el GABA. 

2.- En el caso de que la liberación de los osmolitos exista, estudiar si esta 
ocurre a través una via difusional o de una vía activa de movilización de osmolitos. 

3. - Relacionar esta liberación con el fenómeno apoptótico. 

17 



4.METOOOS 

4.1 Cultivos Celulares 

Los cultivos de neuronas granulares fueron preparados como previamente 
describen Morán y Patel (1988). Brevemente, las suspenciones de células 
disociadas del cerebelo de ratas de 8 días de nacidas, fueron colocadas en cajas 
petri de plástico previamente tratadas con poly-L-lysina (5µg/ml). El medio de 
cultivo consistió de medio basal de Eagle suplementado con 10% de suero fetal de 
bovino inactivado con calor, 2mM de glutamina, 50 U/mi de penicilina, 50 µM de 
estreptomicina. Las cajas de cultivo fueron incubadas a 37°C en una atmósfera 
humidificada con 5% CO,/ 95% aire. Cuando los cultivos fueron mantenidos por 
mas de 2 días in v11ro (DIV), fueron incubadas con citocina arabinosa (10 µM) 
aproximadamente 20 horas después de sembradas. Previamente se ha realizado 
en el laboratorio el conteo de células inmunoteñidas con anticuerpos policlonales 
específicos contra neuronas {Dakopatts, CA, USA) para observar el 
enriquecimiento neuronal del cultivo. Nuestros cultivos contenían cerca del 95% de 
neuronas, de las cuales el 90% son células granulares glutamatérgicas y el 5% 
restante representaron células GABAérgicas no granulares, como son neuronas 
esteladas y en canasta. 

4.2 Moñologla 

Las células fueron sembradas en cubreobjetos a una densidad de 265 x 1 a3 
células/cm2 y cultivadas en medios con concentraciones de 5mM o 25mM de 1\ 
de 1-6 DIV. Después de éste tiempo fueron lavados con PBS fijadas con 
parafolmaldehido al 4% e incubadas con 0.01% de Hoescht (colorante 
fluorescente nuclear) pcr 10 minutos en obscuridad. Las células fueron lavadas 
con PBS y los cubreobjetos fueron montados semipermanentemente con 
methanol-glicerol 1 :1 v/v. La preparación fue analizada en un microscopio de 
epifluorescencia usando un filtro de fluoresceina y un objetivo UV o por contraste 
de fases en un microscopio invertido. Para la microscopía electrónica las células 
fueron fijadas en una solución Kamovsky de aldehído sin ca• (ph~7.4), para 
posteriormente ser nuevamente fijadas en buffer Zetterqvis 't con 1 % de oso.. y 
enbebida en Epon 812. Cortes semifinos y finos (60-90 nm) fueron teñidos con 
azul de tolouidina y acetato de uranilo, y dejados en citrato respectivamente. El 
proceso posterior a la primera fijación fue realizado por el Dr. Horacio Merchant 
Larios en el Instituto de Biomedicas de la UNAM, como una colaboración con el 
proyecto. 
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4. 3 Liberación de Osmolitos 

Para Jos experimentos de liberación de osmolitos los cultivos celulares 
fueron incubados durante una noche a 37ºC con 3H-Taurina (20-40 Ci/mmol; 2.5 
µCl/ml), 3H-D-aspartato (10.5 Cilmmol; 1µCilml) o 3H-GABA (28.7 Cilmmo\; 
1 µCl/ml) en el medio de cultivo (27,30). Después de incubadas, las células fueron 
lavadas tres veces (durante 5 min.) con medio isosmótico. La salida de Jos 
osmolitos marcados fue medida mediante Ja colecta de alicuotas cada 30 min. 
durante 5 horas en medio isosmótico. Al final del experimento la radioactividad en 
las alicuotas colectadas así como la restante en las células fue medida en un 
espectómetro de centelleo líquido. Los resultados están expresados como tasa de 
liberación como previamente ha sido descrito (30) usando la siguiente ecuación: 
r=[ln(R1)-ln(R2) ] / (t1-t2), donde R1 y R2 son el son el porcentaje de cuentas 
remanentes en la capa celular al tiempo t1 yt2, respectivamente. 

En paralelo a todos Jos experimentos, las células control fueron tratadas con 
el vehículo usado para preparar las soluciones que contenían los componentes a 
probar. Medio Krebbs Normal amortiguado con HEPES conteniendo (en mM) 
NaCI, 135; KCI, 5; MgSO,, 0.6; CaCl2, 1; KH2PO,, 1.7; glucosa, 10; HEPES, 10; pH 
7.4. La osmolaridad de ambos medios (K5 y K25) fue ajustada a 320 mOsm con 
Myo-inositol y fue verificada en un osmómetro de congelación. 

4.4 Viabilidad Celular 

La viabilidad celular fue estimada usando el ensayo de colorimétrico de 
Mossman que mide Ja transformación de MTT [3-(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difenil 
tetrazolio]. El MTT se incorpora a las células y allí se reduce (mitocondrias) y se 
transforma en un producto colorido e insoluble de color azul, llamado azul de 
formazán. MTT (0.1 mg/ml) fue añadido a los cultivos neuronales por 1 h a 37°C. 
Después el medio conteniendo el MTT fue removido para la adición de 100% 
DMSO a los platos de cultivo. Después de una incubación de 15 min a 
temperatura ambiente, el azul de formazán formado del MTT fue cuantificado 
espectroscópicamente a 570~0 nm de longitud de onda de excitación. Como 
previamente reporta Balazs et al (1990), se obtuvo una buena correspondencia 
entre la capacidad de convertir azul de formazán de MTT y la proporción de 
neuronas que aparecen intactas bajo microscopía de contraste de fases. 
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4.5 Actividad de Caspasa-3 

Los cultivos de Neuronas Granulares de Cerebelo (CGC) fueron lavadas con 
PBS y homogeneizadas en un buffer de lísis. El homogenado fue diluido 1: 1 (v/v) 
con glicerol y guardado a -70°C. La actividad de Caspasas fue ensayada con un 
método fiuorométrico (Thornberry, 1994) en un espectrofiuorómetro de 
luminiscencia (LS50B, Perkin Elmer, UK), usando los tetrapéptidos Ac-DEVD-AMC 
como substrato para la deteccion de la actividad de caspasa-3. La reacción fue 
seguida de 20-30 min después de la adición del substrato (25µM) y los 
homogenados de células (30.QO µg/ml) en una solución estándard (100 mM 
HEPES; 10% (w/V) sacarosa; 0.1% w/v CHAPS; 10 mM DTT; 1 mM EDTA; 1 mM 
PMFS; 2 µg/ml aprotinina; 1 µg/ml pepstatiha y 5 µg/ml leupeptina). Los resultados 
están expresados como cambio en la intensidad de fluorescencia h_,µg·1 de 
proteína en respuesta a la fragmentación del substrato (DEVD). 

4.6 Análisis Estadístico 

Los datos fueron expresados como promedios ±EE y la significancia 
estadística de los resultados fue calculada por medio de un análisis de ANOVA, 
con una significancia estadística p< 0.05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Morfología 

De acuerdo con reportes previos (1,10),cuando las CGC son cultivadas en 
medios que contienen 25 mM de KCI (K25} la sobrevivencia celular es mayor a la 
de neuronas mantenidas en medio con concentraciones fisiológicas de K ( 5 mM 
K', KS). Durante los primeros 3DIV no hay aparentemente diferencias 
morfológicas entre ambas condiciones, sin embargo a partir de 4DIV, la morfología 
celular de neuronas cultivadas en un medio KS, muestran características de 
apoptosis, como el, adelgazamiento de neuritas y un marcado encogimiento del 
soma seguido por muerte celular (Fig 1,superior derecha}. La presencia de figuras 
apopléticas en este modelo se identificó por una parte mediante la tinción con el 
colorante fluorescente nuclear Hoescht (.33258). Una característica compactación 
del núcleo así como la presencia de figuras apopléticas tales como "medias 
lunas", fueron observadas con el tiempo, únicamente en cultivos de células 
crecidas bajo condiciones de K5 (fig. 1, inferior derecha}. A nivel de microscopía 
electrónica se observaron los cambios ultraestructurales típicos de la apoptosis 
(fig. 2C y E}. A los 5 DIV, las células sembradas en medio con K5 se encontraron 
encogidas, con aglutinamientos de la cromatina y una densidad electrónica mucho 
mas alta a la de las células cultivadas en K25. Como el resto de la célula las 
mitocondrias se encontraron encogidas bajo condiciones de K5 (comparar las fig. 
2B y 20). Antes de la completa fragmentación citoplásmica las células aparecieron 
redondeadas, casi vaciadas de organelos y con un núcleo con heterocromatina 
colapsada. 

5.2 Sobrevivencia 

Los cambios morfológicos observados en CGC mostraron una correlación 
con la viavilidad celular medida con el ensayo de transformación de MTT. Este 
procedimiento ha mostrado ser una manera confiable y reproducible de determinar 
la viabilidad neuronal en este sistema in vitro (2). 

la figura 3A muestra que la sobrevivencia de CGC en medio K5 no fue 
significativamente diferente de células crecidas en medio K25 durante los primeros 
3 DIV. Después de 5 días, la sobrevívencia celular disminuyó un 43% y solamente 
35% después de 6 días en comparación a las células crecidas en medio K25 (fig. 
3A} 
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Fig.I. E.focro del medio con bajo potasio (5 mM) en los cambios morfológicos de CGC a 6 DIV, Las neuronas 
granulares de cerebe\o fueron cultivadas como previamente se describe en los métodos y fueron crecidas de l-6 
DlY en un medio con 5 o 25mM de KCI (K5 y K25 respectivamente). Las células fueron incubadas con Hoescht 
33258 y observadas bajo iluminación con UV (panel superior) o microscopia de contraste de fases (panel inferior). 
En la parte izquierda pueden observase o!.lulas. granulares control crecidas en medio K25: bajo microscopia 
de contraste de fases (superior izquierda) y con microscopia de fluorescencia observamos los núcleos tef'l.idos 
(inferior izquierda}. A diferencia de las células control. las CGC crecidas en medio K5 presentan menor densidad 
en el cu\tivo, as\ como un mayor número de células con una marcada reducción en su volumen (superior derecha), 
mientras que en microscopia dcfloorescencia podemos apreciar núcleos condensados, as! como la presencia de 
posible fragmentación nuclear, como indic<ldores clásicos de apoptol:iis. 



Fig. 2A-F. Microscopfa electrónica de células granulares de cerebelo (CGC), lijadas d~s.pués de 5 días 
c11 cultivo. A cultivCls en mcdi(l K25. B A1nplificaci6n del recuadro mostrad() en A. r(ltudo 90" en contra 
n In:-. manecillas del (cJoj; se pu~c observar el aparato de Golgi (G). mitocondria (m) y retículo 
cndopl:isinico rugoso (re). C Cultivos celul;ircs en medio KS. Compar.1do con las células cultivada'> en 
medio K25. cslas células están cncogid..1s y se puede apreciar una m<iyor densidad ckcln~nica. D 
•unplificación de C rotado 90" a favor a las manecillas del rcloj;cn la que se muestran mitocondrius con 
un volumen menor al normal (m). E Célulus cultiv.idas en medio KS con forma redondeada y cromatina 
cu\ap:-ada (n). F Amplitir.::1ci6n de E rotado 90" a favor de las mant:cillas dt:l rt:loj mostrando dos 
ci ... lcrna-. <le rc1iculo cndopl;lsmico rugoso hinchadas. Escala de Ja barra =I µm. La harra 1nostrada en E 
cnrrc:-.pc)mle 1 • .unhién en A y C. ;i.sí mismo la harra en F corrc!'>pondc a B y D. 
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Figura 3. Curso temporal de sobrevlvencla celular e Inducción de capasas en NGC. En A, 
cétulas cultivadas por 1..S DIV tueron incubadas con MTT y la viavilided fue evaluada como se 
indica en métodos. Los resultados expresan la sobrevivencia de nuestras células y corresponde a\ 
porcentaje de los valores del control para una densidad optica a 570 nm de cultivos hermanos 
crecidos en medio K25. Los asteriscos indican una diferencia significativa (p<0.05) del control. En B 
CGC fUeron cultivadas en medio K25 (barras blancas) o KS (barras rayadas) por 1..SDIV y el 
rompimiento de Ac-OEVD-AMC fue ensayado mediante un procedimiento fluorométrtco en 
homogenados celulares. Los resultados están calculados como delta de fluorescencialh/mg prot. 
Los valores están expresados como promedios de 3 experimentos independientes ± EE. 
Los astenoos indican diferencia slgniflcaWa (p«l.05). 
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5.3 Actividad de Caspasa-3 

Un parámetro bioquímico asociado con el fenómeno de apoptosis fue 
también ensayado en estas células. La activación de la proteasa caspasa-3, juega 
un papel clave en este proceso, particularmente en CGC apoptóticas (7,20,21). 
Los ensayos fluorométricos usando DEVD-AMC como substrato de caspasa-3 
mostraron que la actividad de ésta, en NGC fue incrementada con respecto al 
tiempo en cultivo en las células mantenidas en condiciones de K5. La máxima 
inducción fue alcanzado a 5 DIV (figura 38), sin embargo la actividad comienza a 
ser significativa desde el segundo día. 

5.4 Uberación de osmolitos marcados 

Para examinar el movimiento de 'H-taurina y otros aminoácidos en CGC, la 
liberación de las células previamente "cargadas" con Jos aminoácidos radioactivos 
fue seguida durante 5 horas y los resultados fueron calculados en tasa de 
liberación para cada DIV. La figura 4A muestra la tasa de liberación de NGC de 1-
6 días. En células cultivadas en altas concentraciones de K (K25) no se 
observaron diferencias significativas de la liberación de Tau entre cultivos de 
células durante estos lapsos de tiempo. 

En contraste, las células cultivadas en K5, mostraron con el tiempo, un 
marcado incremento en la tasa de liberación de 3H-taurina mostrando un pico 
máximo a Jos 5 días en cultivo, el cuál fue 4 veces mayor que en las cultivadas en 
K25. Un incremento significativo se comenzó a observar desde los 3 DIV (20%) 
(f19. 4A). El cambio en Ja tasa de liberación de otros aminoácidos también 
conoeidos por su función como osmolitos tales como el glutamato (3H-D-aspartato) 
y el GABA, también exhibieron un incremento en el curso del .tiempo similar al 
observado en la taurina, con la diferencia de que el incremento fue notablemente 
menor (fig. 48). 

5.5 La via difusional 

Una vía difusional; específicamente un canal aniónico no específico, es el 
mecanismo de salida de aminoácidos osmolitos en células granulares de cerebelo. 
Para investigar si este mecanismo está implicado en la salida de taurina en la 
apoptosis, se examinó el efecto de bloqueadores. conocidos para esta vía, como 
son el NPP8 y el DJDS. Como se muestra en la tabla 1, el DIOS (600µM) no tuvo 
efecto alguno sobre la salida de taurina, mientras que se observó un marcado 

incremento en presencia de 100µM de NPP8, 100µM de tamoxifén o 100µM 
de ácido niflúmico. 
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Fig 4. Liberación de ['H]-taurina. ['H]-D-aspartato y ('H}GABA en CGC. Las células fUeron 
cultivadas de 1-6 OIV en un medio con 5 y 25mM de KCI, e incubadas toda la noche con los 
osmolitos marcados. El proceso de perfusión se explica deta\ladamente e\ los métodos. A:. 
Liberación de [3H]-taurina crecidas en medios con K5 y 1<25 de 1-6 OIV. Los resultados se 
expresan en tasa de liberación y las medias ±SEM de 3--24 determinaciones. Los asteriscos indican 
una diferencia slgniftcatlva (p<0.05) del medio K25.B: Lt"lleración de ['H}taurina, ['H}D-aspartalo y 
¡'H}GABA de células crecidas en medios KS y K25 por 5 DIV. Los resuttados están expresados 
como tasas de liberación (barras vacias y ralladas) y como delta de esta tasa en medios KS y K25. 
Las barras son promedios de 3-6 determinaciones ±EE. 
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5.6 Substitución del Sodio 

La substitución de NaCI del medio por cloruro de colina, N-meti!-D-glucamina 
(NMDG), y sorbitol, disminuyó de manera importante (70-80%) la salida de taurina 
en células sembradas en K5 (fig 5). Este tratamiento no tuvo efecto alguno en 
controles K25. La remoción del Na• podria modificar los niveles de Ca .. citosólico 
al afectar el intercambiador Na• /Ca' y esto en consecuencia, afectar la salida de 
taurina {pensando en el calcio como un segundo mensajero). Experimentos 
realizados en cultivos control (1<25), la substitución del sodio con colina, aumentó 
los niveles de ca•• de 190±8nM a 300±12nM (n=4)(datos no mostrados). Sin 
embargo, el flujo de taurina no fue modificado de manera significativa al 
incrementar el calcio celular a 300 nM en la presencia de ionomicina o por quelar 
el ea++ con EGTA-AM (tasa de liberación x 1cr3min·1: control: 1.28 ± 0.14; 
ionomicina: 1.31±0.092; EGTA-AM: 1.14±0.18) El efecto de la disminución en la 
salida de taurina por la remoción del Na' no fue afectado en la presencia de un 
medio libre de Ca". La substitución del cr en e\ medio por NOi o ar· no tuvo 
efecto alguno en la liberación de taurina. Sin embargo, la substitución con 
gluconatos, resultó en un incremento significativo en la liberación de taurina (tabla 
1). 

El efecto de la substitución del sodio sugiere la participación de acarreadores 
dependientes de energía, como un mecanismo para la liberación de aminoácidos 
durante la apoptosis. Para probar esta hipótesis, se examino el efecto de un 
bloqueador del transporte de taurina (sulfonato de guanodinoetano, GES) y del 
acarreador de glutámico (DHK). El GES no tuvo efecto alguno en la tasa de 
liberación de la taurina (4.63 x 10 .. ± 0.7 x 10 .. y 5.02 x 10 .. ± 0.7 x 10 _,, en la 
prescencia de GES (n=4). Así mismo el DHK tampoco tuvo efecto en el D
aspartato (tasa de liberación en células apoptóticas 2.39 x 10 .. y 2.83 x 10 .. en 
prescencia del DHK; n=8) 
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Fig 5. Efecto de la sustitución de1 sodio en la sa\1da de fH]-t.aurina en CGC. Las células 
fueron cultivadas por 5 DIV en medio KS o K25 e incubadas con [3H}-taurtna durante una noche. 
Después de retirar el medio, fueron lavadas 3 veces (5 min cada una) y fue medida Ja salida de la 
taurina marcada mediante la colecta de fracciones de medio cada 30min durante 5 horas. El 
cloruro de sodio fUe remplazado par concentraciones equlmolares de las sales cloradas indicadas. 
La liberación de taurina marcada en cultivos K25 control fue siempre probada en paralelo (barras 
vacias). Al final del experimento, la radioactividad en las fracciones colectadas, asr como la 
remanente en 1as células fue medída por espectometria de centelleo. Los resultados estan 
expresados como tasas de liberación y las barras son promedios de 3-12 experimentos. los 
astenscos indican diferencia significativa (p<ll.05) de experimentos en K25 (') o solo KS (") 
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Tabl 1. Efecto de la substitución del cr y de los bloqueadores de canalesile 

Cr en la liberación de taurina en CGC. 

Condicion 3 Tasa de liberación de Taurina(x!O"') 
Control (Cloruro de Sodio) 4.46 ±o.so (36) 

Bromuro de Sodio 4.28±0.31 (11) 

Nrtrato de Sodio 3.76±0.12 (6) 

Gluconato de Sodio 6.33±0.14 (7) 

DIDS (600 µM) 4.88±0.33 (8) 

NPPB(lOOµM) 6.ll6±0.34 (6) 

Acido Niflumico (600 µM) 5.22±0.48 (4) 

Tamoxifen (100 µM) 10.06 ± 0.91 (6) 

Dideoxiforskolina(lOO µM) 3.57 ± 0.39 (4) 

Las CGC fueron cultivadas por 5 DIV en medio Ks e Incubadas con {3H}-taurina durante una 
noche. Después de retirar et medio de incubación, las células fueron lavadas 3 veces (de Sro\n 
cada una) y la salida de la taurina marcada fue medida mediante la colecta de fracciones cada 30 
min durante 5 horas en el medio indicado. En los experimentos en donde se omitió el cloro y el 
cloruro de sodio, la substitución fue de manera equJmolar con las sales que se indican. La salida de 
\"Hrwrina de células crecidas en medio K25 (1.53 x 1 o" ± 0.07 x 1 o-3¡ siempre fue medida en 
paralelo. Al final del experimento, la radioactividad contenida en las fracciónes coled.adas y el 
remanet:tte en las células fue medido por espedometria de centelleo. Los resultados son 
expresados como tasas de liberación y con medias ±EE de\ número de experimentas en Jos 
paréntesis. 
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7. DISCUSION 

Los presentes resultados demuestran una asociación de la salida de laurina 
con el fenómeno de apoptosis que sufren las células granulares de cerebelo 
(CGC), en ausencia de concentraciones depolarizantes de K. Este modelo de 
muerte apoptótica en CGC está bien documentado. La muerte celular inicia a partir 
de 3 DIV y tiene su manifestación máxima está alrededor de 5-7 DIV. El 
incremento observado en la salida de taurina está altamente correlacionado 
ampliamente con este curso temporal, así como con otros parámetros bioquímicos 
de la muerte apoptótica tales como la activación de caspasas, de la cuál cabe 
mencionar su importante relación con la muerte apoptótica. El mecanismo de 
salida de la taurina es hasta ahora desconoci<lo. Sin embargo sabemos que esta 
salida no fue consecuencia de daño celular, ya que la microscopía electrónica 
mostró las membranas celulares íntegras así como preservación celular. También, 
la salida de taurina fue notablemente más alta que la salida en otros aminoácidos 
también presentes en el citosol como el GASA Esta liberación tampoco se debió a 
la recaptura del aminoácido, como lo demuestra la falta de efecto del GES, un 
bloqueador muy efectivo de la acumulación de la taurina vía acarreador sodio 
dependiente. Estos resultados confirman los así obtenidos en un estudio realizado 
en linfocitos Jurkat después de la inducción de apoptosis por estimulación del 
receptor Fas(CD95) (16), el cuál fue el primer reporte de liberación de taurina 
asociada a la apoptosis. La activación de los receptores Fas en estas células, 
también activa canales de cr (17) sensibles a volumen. Debido a que un gran 
número de células que presentan canales de cloro activados por cambio en el 
volumen también son capaces de translocar taurina durante la regulación del 
volumen, esta vía aparece como candidato para el transporte de taurina que 
ocurre durante la apoptosis. Sin embargo, ninguno de los agentes bloqueadores 
de la liberación de taurina por este mecanismo, fue efectivo para el flujo asociado 
con la apoptosis. Esto claramente muestra que la liberación de taurina activada 
por hinchamiento ocurre por un mecanismo diferente al de la salida de taurina 
durante la apoptosis. Es notable que tanto en el modelo de linfocitos Jurkat como 
en el de células granulares alguno de estos bloqueadores también aumenta la 
liberación, sin embargo en nuestro caso es necesario mencionar un componente 
tóxico debido al tiempo tan prolongado de exposición a los fármacos. También la 
liberación fue aumentada en células expuestas a medios donde el cr fue 
substituido por gluconatos. Esto sugiere que los gradientes transmembranales de 
cloro pueden de alguna manera afectar la liberación de taurina en la apoptosis. En 
contraste, la remoción del sodio del medio externo, redujo notablemente la 
liberación de taurina durante la apoptosis en CGC. 

Mientras que en linfocitos Jurkat el flujo de taurina fue inhibido al disminuir la 
temperatura (16). Estas observaciones podrían sugerir una implicación de un 
acarreador de taurina dependiente de Na' y energía, el cual en condiciones 
normales sirve para acumular taurina dentro de la célula en contra de un gradiente 
de concentración. Sin embargo, en células Jurkat los niveles intracelulares de Na' 
disminuyen durante la apoptósis (5), con lo cual se toma poco probable que el 
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mecanismo mediado a través del proceso reversa del acarreador sodio
dependiente sea responsable de la salida de taurina durante el proceso 
apoptótico. En adición, el bloqueador competitivo del acarreador de taurina (GES) 
y el bloqueador no competitivo del transportador de glutámico, el ácido 
dihídrokaínico, no tuvieron efecto en la salida de aminoácidos asociada con 
apoptosis. Otro sitio donde la remoción del sodio podría influenciar la salida de 
taurina, es por el aumento del calcio citosólico a través del intercambiador 
Na•1ca ... Sin embargo, aún cuando la propia remoción del sodio incrementó la 
concentración de Ca .. citosólico, esta condición no afectó de manera significativa 
la liberación de taurina (datos no mostrados). Así, el mecanismo responsable de la 
translocación de la taurina durante la apoptosis es aún desconocido. 

El notable efecto inhibitorio del medio libre de sodio en la liberación de 
taurina pudiera estar relacionado con el retraso o inhibición de Ja apoptosis bajo 
estas condiciones, como se ha observado ocurre en timocitos y en un modelo de 
muerte apoptótica en linfocitos T de humano tratados con la a-toxina de 
estafilococos (15).Este efecto ha sido atribuido a una acidificación intracelular 
debida a Ja remoción del NaCI, posiblemente por la alteración del contra
transportador Na•1H• (timocitos) o a un decremento de la concentración de ca•• 
citosólico bajo éstas condiciones (15). Un mecanismo alternativo de translocación 
selectiva de osmolitos propuesto para el encogimiento celular en Ja apoptosis, 
establece un decremento en agua y solutos por reorganización citoplásmica, y 
subsecuente extrusión de porciones citoplásmicas a través de un tipo de 
exocitosis (3). Esto ha sido observado en células CEM-C7 A. Aunque algunos de 
éstos fragmentos citoplásmicos fueron observados en preparaciones CGC 
apoptóticas, su ocurrencia fue substancialmente baja como para considerar la 
perdida de taurina por esta vía. En CGC la cantidad de citoplasma que rodea al 
núcleo es muy pequeña, y como consecuencia el cambio mayor en volumen esta 
dado por el decremento en el volumen nuclear. La taurina está presente en el 
núcleo y parte de la taurina que se libera durante la apoptosis posiblemente 
proviene de pozas nucleares. Si este es el caso, la taurina podría estar 
participando en el mecanismo de reorganización de la cromatina al disminuir los 
espacios intranucleares de agua. El momento preciso dentro de la cascada de 
reacciones que llevan a la apoptosis, en que la liberación de taurina ocurre, 
permanece aún desconocido para las CGC. Siendo que la taurina está 
ampliamente reconocida como osmolito, el significado funcional de su liberación 
está obviamente relacionado al típico encogimiento de la célula apoptótica. Se 
sugiere que un decremento en la fuerza iónica, debido principalmente al 
decremento del K, juega un papel funcional en Ja apoptosis, posiblemente 
afectando la actividad de proteasas y nucleasas (5). En apoyo a esta hipótesis, la 
aplicación de valinomicina o la cromakalina como activadores de canales de !<', 
induce apoptosis bajo ciertas condiciones (19,37). Si este es el caso, un 
decremento en la taurina intracelular podría contribuir a reducir la fuerza iónica, 
directamente, debido a su naturaleza de zwiterión, y lo indirectamente por reducir 
la cantidad de agua celular como consecuencia de su liberación, incrementando la 
concentración neta de iones y consecuentemente la fuerza iónica. 

f:<'T 11 r~~,~ NO MIE 
WJi llt LA llBUDTECA 
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8. CONCLUSIONES 

En conclusión, los resultados del presente trabajo muestran que la liberación 
de taurina puede participar en los mecanismos de encogimiento que caracterizan 
a la muerte por apoptosis. Este es el primer trabajo que demuestra este fenómeno 
de liberación de taurina en el modelo de muerte de células granulares, y coincide 
en muchos aspectos con el único otro reporte realizado recientemente en linfocitos 
Jurkat. Estos resultados sugieren que la salida de la taurina puede ser un hecho 
general de importancia en el proceso de encogimiento celular durante la 
apoptosis, la cual parece jugar un papel en_ el desarrollo de este fenómeno (25) 
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8. ABREVIATURAS 

Aspartato 

CGC Células Granulares de Cerebelo 

DIV Días In Vitro 

DRV Decremento Regulador de Volumen 

Glu Glutamato 

Hist Histidina 

lle lsoleucina 

IRV Incremento Regulador de Volumen 

K25 Medio con 25 mM de K' 

K5 Medio con 5 mM de K' 

µM micro Molas 

mM mili Molas 

mOsm mili Osmolas 

Trp Triptofano 
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