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INTRODUCCIÓN 

MUERTE CELULAR EN EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO 

Durante el desarrollo del sistema nervioso ocurre una muerte neuronal masiva en un 

periodo critico de tiempo. Su significado para la función y el desarrollo del sistema 

nervioso ha sido de gran interés para la investigación científica desde hace más de un siglo 

(Oppenheim, 1990; Roth y D'Sa, 2001). Se cree que la muerte neuronal masiva es un 

mecanismo que asegura que un número adecuado de neuronas establezca inervaciones 

apropiadas con órganos efectores o con otras poblaciones neuronales. 

A lo largo de la embriogénesis del sistema nervioso, una serie de eventos finamente 

regulados en tiempo y espacio llevan a la formación del sistema nervioso adulto. Entre 

estos eventos destacan: divisiones simétricas y asimétricas de las neuronas, migración, 

establecimiento de contactos y formación sináptica, asl como la muerte neuronal. 

La muerte celular durante la ontogenia no es exclusiva de las neuronas. En los 

animales que tienen cambios fenotípicos, la muerte celular regularmente sirve para remover 

células, tejidos y órganos que posiblemente tienen una función transitoria en una etapa, 

pero que ya no son necesarios una vez que una etapa más madura se ha alcanzado. Un 

ejemplo es la remoción de la cola de los renacuajos. 

En el sistema nervioso existe un tipo de muerte que ha sido referida como muerte 

celular histogenética, fisiológica, programada o natural. Este tipo de muerte celular 

involucra la pérdida de un número significativo de neuronas en una población dada y por lo 

regular ocurre en un estadio tardío en la maduración, en el cual muchas de las 

características de un tipo celular dado están expresadas fenotípicamente. La 

sobreproducción de varios tipos neuronales durante la neurogénesis, seguido por la muerte 

de un gran porcentaje de la población, se ha interpretado como una estrategia evolutiva 

determinante para establecer el número correcto de neuronas y las conexiones apropiadas 

para constituir parte del sistema nervioso maduro. Por ejemplo, durante el desarrollo de la 

médula espinal se estima una muerte de entre el 50-60% de las motoneuronas, así mismo 

se ha observado una pérdida de entre el 20-30% de las neuronas granulares de cerebelo en 
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etapas postnatales, como parte del modelaje de la red neuronal (Oppenheim, 1991; Word et 

al, 1993). 

Parte de la regulación de la muerte neuronal que se da en el desarrollo es a través 

del establecimiento de contactos sinápticos con sus blancos. Así mismo las entradas 

aferentes y factores derivados de la glia ayudan a regular la sobrevivencia de las neuronas 

en desarrollo. Los posibles mecanismos por los cuales las interacciones celulares regulan la 

sobrevivencia neuronal son la sinaptogénsis, la actividad eléctrica neuronal y los factores 

neurotróficos, entre otros. 

Dado que en muchas poblaciones neuronales la inervación de los blancos ocurre 

coincidentemente con el periodo natural en el que ocurre la pérdida neuronal, se sugiere 

que las neuronas compiten por un número limitado de contactos o sitios sinápticos en las 

células blanco (o por un número óptimo de contactos con los aferentes) (Okada et al, 1989, 

Cunningham, 1982). Los blancos de la inervación neuronal producen una fuente limitada de 

factores neurotróficos, y la competencia entre neuronas responsivas a estos factores 

determina cual de las neuronas sobrevive (Jones y Reichardt, 1990; Purves, 1988). Uno de 

estos factores es el Factor de Crecimiento Neural (NGF) que se encontró inicialmente en 

los blancos de neuronas simpáticas y sensoriales (Barde 1988). Las señales tróficas no sólo 

pueden provenir de los factores neurotróficos clásicos como el NGF, sino también de otros 

factores de crecimiento y de la liberación de neurotransmisores. 

La perturbación de la muerte celular programada (PCD, por sus siglas en inglés) 

neuronal puede resultar en el desarrollo aberrante de la estructura y función del sistema 

ner\'ioso. Muchas células eucariotas, incluyendo las neuronas, que mueren en el desarrollo 

son removidas de una manera programada a través de una serie de cambios bioquímicos y 

morfológicos estereotípicos. Este proceso se lleva a cabo generalmente por medio de un 

tipo de muerte llamado apoptosis. Una de las características más notorias que definen a este 

tipo de muerte incluyen una serie de cambios morfológicos como encogimiento celular, 

condensación de cromatina y la presencia de marcadores de fagocitosis en la superficie 

celular (Hengartner, 2000), así como la activación de un grupo de proteasas de cisteina 

conocidas como caspasas. 

Existen otros tipos de muerte programada diferentes a la apoptosis, ejemplos de 

ellos son la "parapoptosis" y la "autofagia". La primera está caracterizada por tener una 
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condensación de la c~Ómntina m~~~s colllpact~ ala observada en In apoptosis. por ser 

generalmente independienie de ia a~tivnción d~ cnspasns y por tener vacuolización 

citoplásmicn. En:i~ 'áutÜfagia no hny condensación de la cromatina, involucra una 

señalización e~\~ ~d;~~Ía independiente de casposas, presenta vacuolas citosólicas 

derivadas de li~o;cimas y lisis celular (Leist y J!lllttela, 2001 ). 

CARACTERÍSTICAS DE LA MUERTE APOPTÓTICA. 

La apoptosis (del griego apoptosis, la caída de las hojas) es un proceso activo que se 

ejecuta a través de un programa endógeno de muerte, el cual no produce inflamación (Kerr 

et al, 1972). La caracterización de una gran cantidad de genes cuyos productos proteicos 

pueden activar o inhibir la apoptosis ha ayudado a definir a este proceso de muerte como 

programado, siendo éste contrastante con la muerte necrótica, que se caracteriza por ser 

pasiva y sin control genético (Fig. I ). La apoptosis se caracteriza por un encogimiento 

celular. condensación de la cromatina, formación de cuerpos apoptóticos y por la formación 

de prolusiones de superficie membrana! que no involucran la pérdida de la integridad 

membrana!. Algunas de estas características son consecuencia de eventos como la 

fragmentación tamaño-nucleosomal del ADN, la translocación de la fosfatidilserina (señal 

de fagocitosis), la pérdida de la función mitocondrial, cambios activos en la expresión 

génica y la síntesis de proteínas, y una cascada de activación de enzimas y proteasas 

especificas (Ankarcrona et al, 1995; Nijhawan et al, 2000, Hengartner. 2000). 

Se han identificado una serie de moléculas reguladoras de la muerte programada en 

mamíferos (Tabla 1). Algunas de estas moléculas incluyen a miembros de las familias de 

bcl-2, la proteína adaptadora Apaf-1 (por factor-! activador de proteasas apoptóticas) y de 

la familia de caspasas, las cuales han demostrado un papel significativo, particularmente en 

el desarrollo del cerebro de los mamíferos (Yuan y Yankner, 2000). 

Cuspnsns. 

Las caspasas füeron implicadas en la apoptosis con el descubrimiento de ced-3, ced-

4 y ced-9 en el nematodo Caenorhabdilis e/egans, cuyos productos génicos están 

relacionados con la enzima 1 P-interconvertirdora de interleucinas (ICE, por sus siglas en 
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inglés) o caspasa-1, Apaf-1 y Bcl-2, respectivamente. Hasta ahora se han identificado 14 

caspasas en mamíferos, de las cuales las caspasas 2, 3, 6, 8, 9, 10 se han relacionado a la 

apoptosis. 

APOPTOSIS NECROSIS 

Figura l. Apoptosis vs. Necrosis. Zigmond et al, 1999. 

Las caspasas comparten similitudes en la secuencia de aminoácidos, estructura y 

especificidad de sustratos. Son expresadas como proenzimas (30-50 KDa) que contienen 

tres dominios: un dominio amino terminal, una subunidad grande (-20 KDa) y una pequerla 

(-IOKDa) (Fig. 2). La activación involucra el procesamiento proteolítico entre los 

dominios, seguido de la asociación de las subunidades pequerla y grande para formar un 

heterodímcro. Dos heterodímeros se asocian para formar un tetrámero funcional que tiene 

dos sitios catalíticos que parecen funcionar independientemente (Thomberry et al, 1992; 

Walter, 1994). 
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Las características de la proenzima que son centrales en los mecanismos de 

activación de estas enzimas son: el dominio NH2 terminal, el cual es altamente variable en 

secuencia y longitud, está involucrado en la regulación de la activación. Todos los 

dominios se derivan de la proenzima por la ruptura en los sitios consenso de las caspasas, 

implicando que estas enzimas pueden ser activadas autocataliticamente o por medio de 

otras caspasas (Thomberry y Lazebmmik, 1998). 

GEN 

ced-3/ICE/familia de caspasas 
ced-4 
ced-9 
ced-1.2.5.6.7,8.1 O 
Cf!s-1,2 
IWC .. ) 

Receptor de esteroides (ecysone) 
reuper 
hid 
grim 
Baculovirus p35 
CrmA 
mir11 
Fas I Receptor Apo-1 
p75 
TNFa 
Perforina / granzima p 
p53 
c-myc 
e-Jos 
c-jun 
p21TH 
TGFPI 
Ciclina A 
Ciclina DI 
p34'"''l 
Nuc-18 
bc/-2 
bel-.< 
Bax 
Bak 
bad 
Bl-1 

FUNCIÓN 

Induce muerte celular 
Induce muerte celular 
Previene muerte celular 
Involucrados en la fagocitosis de las células muertas 
Determinación del destino de la muerte celular 
Degradación de ADN 
La unión del ligando induce muerte celular 
Induce muerte celular en Drosophila 
Induce muerte celular en Drosophi/a 
Induce muerte celular en Drosoph//a 
Previene muerte celular al inhibir ICE 
Previene muerte celular al inhibir ICE 
Requerido para la apoptosis de las células T 
La unión del ligando induce muerte celular 
La unión del ligando induce muerte celular 
Induce muerte celular 
Induce muerte celular el células infectadas con bacterias o virus 
Requerido para la muerte de timocitos 
Requerido para la muerte de células del sistema inmune 
Expresado en muchos tipos celulares durante la muerte celular 
Expresado durante la muerte celular 
Involucrado en el control de la muerte celular por factores tróficos 
Induce muerte celular 
Involucrada en la muerte celular inducida por c-myc 
Expresada durante la muerte de las neuronas 
Expresado en algunas células que están muriendo 
Endonucleasa involucrada en la fragmentación del ADN 
Previene la muerte celular 
Prrviene la muerte celular 
Bloquea la función de bc/-2 e induce muerte celular 
Promueve muerte celular 
Promueve muerte celular 
Previene la muerte celular al interaccionar con bc/-2 o Bax 

Tabla l. Moléculas clave en la muerte apoplótica neuronal. Zigmond et al, 1999 
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La familia de las cnspnsas se ha é!asificado de acuerdo al tamaño de su predominio 

y a los motivos de su secuencia. Aquellas con él dominio efector de muerte (cnspasas -8 y -
:· ,>· ' ·' ,· ,. .. --~.-, :·,~::.-<:"<>:·:· ·"< 

1 O) son activadas al. interactuar con los dq111inios intracelulares de los receptores de muerte 

como el CD95 (Apo-1/Fa~) y ~l'.R;~~~t~~.,~~);F~~io(<le Necrosis Tumoral (TNF). Las 

caspasns con dominios de reclÚtami~~tl>par~.~~Ú~IU"caspasas (CARDs) (caspasas -1, -2, -4, 

-5, -9, -11 y -12) son probablerrieryte:á~tl~~cÍ~~ a tra~és de complejos intracelulares. Por 

ejemplo, In caspasa-9 para poder ~er ~i:úvida:.réquier~ de la formación del apoptosoma, el 

cual está confonnado por el citocromo'.c, Apaf-1, caspasa 9 y ATP. Las caspasas con 

predominios grandes funcionan como tiansductorns de señales que se encuentran al inicio 

de la cascada de activación, mientras las que tienen un pro-dominio pequeño funcionan 

como amplificadoras o efectoras rompiendo sustratos celulares (Fraser, 1996). Las caspasas 

con pro-dominios pequeños, como la cnspasa-3 pueden ser activadas por In mayoría o todas 

las vías de cnspasa. La única que funciona como iniciadora y tiene un predominio pequeño 

es la cnspnsa-14 (Hu et ni, 1998). 

A 
Homologla 

de Secuencia Función 

1Z 
ti 
13 

• 

1
Apoptasls Otra•' 

Iniciadora/efectora 
Iniciadora 
lnlclldora 
efectora 
efectora 
efectora 

ReapuHla 
lnflamatorla 

10 Iniciadora? 

B 

PRECURSOR 

Prodomlnlo 

W! ! 
Asp ),X Aap IX 

Baja Alta 
Homologla de secuencia entre c11p1111 

ENZIMA ACTIVA 

(¡TTl 
Rsglón ~ 

C1talltlca } .. 

Figura 2. Estructura y función de las caspasas. A) Familia de las caspasas de los mamíferos y su función. B) 
Las caspasas son sintetizadas como precursores los cuales llevan a cabo una maduración proteolltica. 
Thornbcrry y Lazebnik, 1998. 

Las caspasns juegan varios papeles importantes en los cambios que ocurren durante 

la apoptosis. Uno de ellos es la innctivación de proteínas que protegen a las células de la 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

6 



apoptosis. Un ejemplo claro es la proteólisis de la proteína Bcl-2, donde no sólo se inactiva, 

sino también se produce un fragmento que promueve In apoptosis (Xue y Horvitz, 1997). 

Las caspasas contribuyen a la morfología apoptótica al desensamblar directamente 

estructuras tales como la envoltura nuclear, las caspasas actúan sobre la lan1inina, In cual se 

colapsa r contribuye n la condensación de la cromatina. La reorganización indirecta de 

estructuras celulares por medio de las caspasas es a través de la ruptura de proteínas 

involucradas en la regulación del citoesqueleto, como la gelsolina (Kothakota et al, 1997). 

Al fragmentar a las proteínas, las caspasas no sólo pueden desintegrarlas, sino también 

modificar la función de proteínas involucradas en reparación de ADN, procesamiento de 

ARN y replicación de ADN (Thomberry y Lazebmmik, 1998). 

El papel crucial de las caspasas en la muerte neuronal ha sido demostrado gracias a 

la habilidad que tienen los inhibidores de caspasn para bloquear la muerte neuronal 

inducida por la privación de factores tróficos y por otras condiciones citotóxicas (Fig. 3) 

(Cryns y Yuan, 1998). 

Fragmentación C.lulu 

+ 
Fagocitosis 

; ..... 

Figura 3. Aclivación de la apoplosis en neuronas simpálicas por ausencia de fac1ores 1róticos. Yuan y 
Yankner, 2000. 
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Dos de las caspasas que se han estudiado con más detenimiento en asociación a la 

muerte neuronal son las caspasas -3 y -9. Se sabe que la caspasa-9 es responsable de la 

activación de la caspasa-3. En estudios donde se han generado ratones nulos para las 

caspasas -3 ó -9 se observan efectos similares en la inhibición de la muerte neuronal 

durante el desarrollo, generando cerebros gigantes e inviabilidad del ratón. 

Wt Casp3 mt ,. casp9 mt Apaf1 mt 

Figura 4. Morfología de ratones nonnales (Wt) y mutados (mt) en easpasa-3, -9 y Apaf-1. Los ratones 

mutados en cnspasa·3 mueren pcrinatalmcnte y los mutados en caspasa-9 mueren cmbriónicnmcntc. 

Nijhawan et ni, 2000. 

MECANISMOS MOLECULARES DE LA DIFERENCIACIÓN Y LA MUERTE EN 

EL SISTEMA NERVIOSO. 

En la mayoría de las regiones del sistema nervioso los precursores neurales se 

desarrollan en neuronas y células gliales. Los mecanismos que dirigen la diferenciación de 

las células de la cresta ncural en neuronas y en glia son los faclores secretados. En la 

migración y sobrevivencia neuronal participa el aporte aulócrino de factores de 

crecimiento, el tiempo (reloj genéticamente programado) y el órgano blanco (Fig. 5). El 

órgano blanco provee Factores de Crecimiento; si éste muere generalmente también lo hace 

la neurona que iba a hacer conexión con él. 

La sobrevivcncia y la diferenciación de una neurona están reguladas por señales que 

incluyen los factores neurotróficos como los miembros de las familias de las neurotrofinas, 

las interlcucinas y del Factor de Crecimiento Transfonnantc ¡3, y moléculas de adhesión 

como la laminina. Además un número creciente de neurotransmisores y ncuropéptidos 

están siendo considerados como factores neurotróficos. Los neurotransmisores no sólo 

median comunicación intercelular, sino también tienen efectos tróficos sobre la división y 
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sobrevivencia celular, así como sobre· el. crecimiento de las neuritas y la diferenciación 

neuronal en el desarrollo (Shwartz, 1992). La sobrevivencia celular también está regulada 

por las aferencias presinápticas, Aunque Inicialmente la diferenciación y crecimiento 

neuronal ocurre sin contactos sinápticos, la maduración y sobrevivencia se vuelven 

dependientes de la transmisión sináptica y la actividad eléctrica. Las sinapsis emplean más 

de un mecanismo para mantener a las neuronas vivas y esto incluye la despolarización 

presináptica (y homeostasis de calcio), la activación de receptores de neurotransmisores y 

la estimulación de los receptores de factores neurotróficos (Fig. 5) (Sanes et al, 2000; 

Kandel et al, 2000). 

• Las neurotrofinas y la sobrevivcncin neuronal. 

Los descubrimientos de Vicktor Hamburger y Levi-Montalcini (20s-40s), llevaron a 

la elaboración de la teoría neurotrófica de la sobrevivencia celular. La teoría neurotrófica 

propone que los blancos de inervación producen una fuente limitada de factores 

ncurotróficos, siendo las neuronas responsivas las que compiten por ellos y que esto 

determina cual de las neuronas sobrevive (Fig.5) (Hamburger y Levi-Montalcini, 1949; 

Purves. 1986; Janes y Reichardt, 1990) . 

La muerte neuronal apoptótica se cree que está regulada negativamente, al menos en 

parte, por la competencia de unión a factores neurotróficos como el Factor de Crecimiento 

Neuronal (NGF) y el Factor Neurotrófico Derivado de Cerebro (BDNF). Por otro lado, hay 

que considerar que estos mismos factores, dependiendo del tipo neuronal y receptores que 

éstas expresen, pueden causar la muerte. Esto significa que los mecanismos de regulación 

de la muerte neuronal apoptótica por las neurotrofinas no sólo pueden ser negativos y 

dependen de la activación e interacción entre los receptores Trk y p75 que unen a la familia 

de las neurotrofinas. 

El primer factor neurotrófico identificado fue el NGF y su secuencia de 

aminoácidos se obtuvo en 1971. Actualmente varios miembros de la familia de las 

neurotrofinas han sido aislados y encontrados en todo el sistema nervioso. Los miembros 

de la familia son NGF, BDNF, Neurotrofina-3 (NT-3), NT-415 y NT-6. Todas las 

neurotrofinas tienen inicialmente alrededor de 250 aminoácidos y posteriormente se 

procesan postraduccionalmente para dar lugar a un péptido activo que forma un dímero. 
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Figura S. La teorla Ncurotrófica A) y B). A) Las neuronas extienden sus axones hacia la célula blanco. B) 

Las células blanco secretan una cantidad limitada de füi:tores neurolróficos. Las neuronas que no reciben 

cantidades suficientes del factor neurotrófico mueren por apoplosis (Kandel et al, 2000). C) Las senales 

tróficas pueden provenir de la célula blanco, autocrina o paracrinamente (Siegel et al, 1999). 

Se han aislado tres receptores de alta afinidad a las neurotrofinas: TrkA, TrkB y 

TrkC. Dichos receptores pesan alrededor de 145 KDa y comparten cerca de un 50% de 

homología en su dominio extracelular, donde tienen dos dominios tipo inmunoglobulina; en 

su parte intracelular tienen una cinasa de tirosinas con sitios de autofosforilación (Barbacid, 

1994). Cada Trk muestra una afinidad específica por una o dos neurotrofinas como se 

muestra en la figura 6. Existe un número de receptores truncados de los Trks, a los cuales 

les falta el dominio de tirosina; estos receptores son generalmente expresados por células 

gliales en el desarrollo y podrían modular las respuestas a las neurotrofinas. 

El receptor de las neurotrofinas de baja afinidad (p75) es una glicoproteína 

transmembranal de 75 KDa que comparte homología con los miembros de la familia de 

receptores al Factor de Necrosis Tumoral. A diferencia de los Trks, p75 no tiene un 

dominio intracelular catalítico. Este receptor juega un papel dual en la sobrevivencia 

celular. Por ejemplo, en la retina en desarrollo, la eliminación del NGF endógeno resulta en 

una mejor sobrevivencia en las neuronas de retina. La habilidad de NGF para matar las 

neuronas de retina está mediada por el p75, ya que los anticuerpos dirigidos contra este 

receptor previenen la muerte celular (Frade et al, 1996). Por otro lado, en ausencia de p75, 
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TrkA no es capaz de transducir señales de sobrevivencia eficientemente en neuronas 

trigerminales sensoriales cutáneas en cultivo (Davies et al, 1993). 

Los miembros individuales de la familia de las neurotrofinas juegan un papel en la 

sobrevivencia de poblaciones especificas neuronales, sin embargo gracias a la 

promiscuidad de unión de los receptores a las diferentes neurotrofinas, la ausencia de 

alguna puede ser suplida por otra. Cuando se analizan los efectos en la sobrevivencia 

celular de los ratones sin TrkB o sin TrkC, generalmente reflejan lo observado en ratones 

BDNF ·1• y NT-3 .,., respectivamente (Klein et al, 1993, 1994). Sin embargo, los efectos de 

Trkff1
' son cuantitativamente mayores que los efectos de BNDF"1

", porque TrkB también es 

receptor de NT-4. Los animales que no expresan BDNF muestran una deficiencia en la 

diferenciación morfológica durante el desarrollo del sistema nerviosos central, así como 

una pérdida de neuronas cerebelares (Emfors et al. 1994; Schartz, 1997; Linnarsson, 2000). 

• Neurotransmisores como factores neurotróficos. 

Los neurotransmisores y los neuropéptidos son expresados tempranamente en el 

desarrollo, a edades en que las conexiones sinápticas aún no se han establecido. En sistemas 

en cultivo Jos neurotransmisores y neuropéptidos afectan la diferenciación y sobrevivencia 

neuronal y glial (Schwartz, 1992). 

Los neurotransmisores derivados de las monoaminas regulan la mitosis; por ejemplo, la 

serotonina pueden regular la división neural temprana en células neuroepiteliales, 

glioblastos en la capa granular interna del cerebelo y en neuroblastos del "hilus" dentado 

del hipocampo. Los antagonistas de NMDA producen muerte neuronal en cultivos de la 

médula espinal de embriones de rata (12-14 dias). El glutamato además de promover la 

sobrevivencia de las neuronas de la médula espinal, también induce la extensión de neuritas 

en periodos tardíos del desarrollo. Por el contrario, la dopamina y la serotonina inhiben la 

elongación de las neuritas en el "ganglio bucal" de la rata. 

Los receptores a glutamato se dividen en dos grandes categorías: los metabotrópicos 

y los ionotrópicos (Fig. 7). Los ionotrópicos se pueden distinguir farmacológicamente por 

tres agonistas selectivos, dividiéndose a su vez en dos tipos: los N-metil-D-aspartato 

(NMDA) y los no-NMDA que incluyen a los receptores Ácido D·Amino-3-Hidroxi-5-

Metil-4-Isoxazol (AMPA) y Kainato (KA). Se han observado diferentes conductnncias a 
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calcio (Ca) o a sodio (Na) en todos los receptores ionotrópicos y esto depende de las 

distintas subunidades que los conformen (Kandcl et al, 2000). 

El receptor a NMDA (NMDAR) tiene diferentes sitios que regulan su función, entre 

ellos destacan los de unión a glicina, zn++, fcnciclidina (PCP), MK-801, Mg++ y poliaminas 

(Fig. 7 A). Para la activación del receptor se requiere de la unión del coagonista glicina a su 

sitio de unión en la subunidad NMDARI. El NMDAR está bloqueado por Mg++ cuando la 

membrana está en reposo. Dado que la inhibición por Mg++ del canal acoplado al NMDAR 

es dependiente de voltaje, la activación rápida de los receptores AMPA y KA y Ja 

subsecuente despolarización de la membrana producen la liberación del Mg++ y la 

activación del receptor a NMDA. El receptor a NMDA permite el paso de Jos iones Ca++, 

Na+ y K\ siendo la proporción de permeabilidad Ca++:Na+ de 10:1 (Nicholls D, 1995). 

El glutamato promueve la sobrevivencia y maduración bioquímica de las neuronas 

granulares de cerebelo (Levi et al, 1989; Morán y Patel, 1989), modula el crecimiento 

axonal y participa en la iniciación de Ja migración, durante el desarrollo de la corteza 

cerebelar (Komuro y Rakic, 1993; Verderio et al, 1999). 

NGF NT·4 BDNF NT·3 

1~ ~r+ 1r 
i \~i 

trkA 
1 

trkB trkC 

Figura 6. Familia de las neurotrofinns y sus receptores. Cada neurotrofina se une preferentemente o un 

receptor particular de ta familia de los Trks como se indica por las flechas (Zigmond et al, 1999) . 

.--~~~~~·~~-
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Se ha demostrado que el efecto trófico del glutamato está mediado por el receptor 

de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). El bloqueo de los receptores de glutamato 

tipo NMDA durante unas cuantas horas en la vida tardía fetal o neonatal induce muerte 

neuronal en el cerebro de la rata en desarrollo, lo que sugiere que el glutamato controla la 

sobrevivencia neuronal (lkonomidou et al, 1999; Monti y Contestabile, 2000). El NMDA 

ha sido implicado en la sobrevivencia, apoptosis y necrosis en diferentes modelos 

neuronales dependiendo de su concentración, tiempo de exposición y maduración neuronal 

(Ward et al, 2000; Balaz et al, 1988; Morán y Patel, 1 989; Du et al, 1997). 

DESARROLLO DEL CEREBELO DE LA RATA. 

El cerebelo es una estructura que participa en varias funciones motoras incluido el 

control del equilibrio corporal. Aunque el cerebelo constituye sólo el 10% del volumen 

total del cerebro, las neuronas granulares de cerebelo constituyen casi el 80% del total de 

las células neuronales del cerebro. El cerebelo se forma a partir de neuronas inmaduras de 

los labios rómbicos de _una región metencefálica del tubo neural llamada placa alar. Está 

constituido por una corteza cerebelar de materia gris, una capa interna de materia blanca y 

tres pares de núcleos internos. Las· neuronas cerebelares se distribuyen en regiones 

discretas, cada una de las cuales recibe proyecciones de varias porciones del cerebro y 

médula espinal y a su vez proyectan a diferentes sistemas motores. 

La corteza cerebelar se divide en tres capas, la más externa es la molecular, por 

debajo está la monocapa de células de Purkinje seguida por la capa granular. Dichas capas 

están constituidas sólo por cinco tipos celulares. La capa molecular contiene principalmente 

axones de las células granulares conocidas como fibras paralelas; contiene células que 

funcionan como intemeuronas que son las estrelladas y en canasta; contiene dendritas de 

las células de Purkinje y finalmente fibras trepadoras excitadoras que se originan en la 

médula espinal. En la monocapa de células de Purkinje, éstas se distinguen por sus somas 

de gran tamaño y por sus axones que se proyectan principalmente a la sustancia blanca. En 

la capa granular se encuentran las células granulares de cerebelo y las de Golgi. Los axones 

de las células granulares se proyectan dicotomizándose dando origen a las fibras paralelas, 

que se conectan con las dendritas de las células de Purkinje. En esta capa se localizan los 
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llamados glomérulos cerebelosos, donde se establecen circuitos entre las células de la capa 

granular y de las fibras musgosas provenientes de los núcleos pontinos y de la médula 

espinal. Cada célula granular de cerebelo es blanco de diversas fibras musgosas, las cuales 

son excitadoras, siendo el glutamato y la acetilcolina sus neurotransmisores. 

A Receptores ionotrópicos de glutamato 

NoNMDA 
Na"Q 

B Receptor metabotrópico de glutamato 

PIP¡ 

Figura 7. Las tres clases de receptores de glutamato. A) Receptores ionotrópicos cipo No·NMDA y NMDA. 
B) Receplor mecnbotrópico de glutamnto (Kandel et ni. 2000). 
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Cuando las células nucleares y de Purkinje han dejado de dividirse ocurre la 

fonnación de la capa granular externa (CGE) o capa germinal externa. Una vez formada, 

una segunda ola de divisiones dentro de la CGE produce a las NGC. La migración de las 

células granulares postmitóticas e inmaduras de la CGE a la capa granular interna (COI) 

comienza cerca del día postnatal 2-3 (DPN 2-3) y dura cerca de 3 semanas en la rata. Una 

vez que las células granulares han alcanzado su posición final en In COI, comienzan a 

recibir sus primeros contactos sinápticos excitadores de las fibras musgosas desde el 510 

DPN, siendo funcionales In mayoría de estos contactos desde los 10-12 DPN (Arsenio

Nuñez y Sotelo, 1985; Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). 

• Participación del NMDA en el desarrollo del cerebelo. 

Se ha sugerido que las influencias presinápticas de las fibras musgosas, particularmente 

de las neuronas giutamntérgicas son críticas para promover la diferenciación y 

sobrevivencia de las neuronas granulares de cerebelo durante periodos críticos del 

desarrollo del cerebelo (Balazs et al, 1988; Moran y Patel, 1989). 

Estudios realizados por Morán y colaboradores ( l 999a), indican que el tiempo 

crítico para la mayoría de las células granulares en recibir las entradas glutamatérgicas es 

entre el DPN 1 O y el 19 y que esto puede ser una señal para la diferenciación de las 

neuronas granulares. Durante este periodo los antagonistas del receptor de NMDA reducen 

las actividades de las enzimas que sintetizan al glutamnto como la glutaminasa y la 

nspnrtato aminotransferesa (AA T). En el tiempo que la mayoría de las fibras musgosas han 

establecido ya los contactos con las células granulares, los antagonistas de NMDA no 

tienen efecto sobre la actividad de estas enzimas. La reducción de la COI e incremento en 

la CGE con el tratamiento de MK-801 sugiere que el bloqueo de NMDAR afecta la 

migración y sobrcvivencia de las neuronas granulares a los 12 DPN. Estas observaciones 

están de acuerdo con el trabajo de Komuro y Rakic ( 1993), donde el bloqueo del receptor 

NMDA induce una reducción en la migración de las células granulares de la CGE a la COI 

en rebanadas del cerebelo inmaduro. 

Se ha demostrado en dos estudios recientes (Monti y Contestabile, 2000; Alavez et 

al, datos no publicados) que el bloqueo de los NMDAR induce muerte apoptóticn en la 

corteza cerebelar. Aunque existen ciertas diferencias particulares en los cursos temporales 
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de la muerte neuronal, ambos estudios encuentran que al bloquear NMDAR incrementa el 

número de células apoptóticas y la actividad de la caspasa-3, dicho periodo corresponde al 

tiempo en las que las fibras musgosas han establecido la mayoría de los contactos 

funcionales en la COI. 

• Participación del BDNF en el desarrollo del cerebelo. 

A diferencia de otras neurotrofinas, el BDNF promueve la sobrevivencia, 

mantenimiento y crecimiento de muchos tipos neuronales del sistema nervioso central y 

periférico. La distribución de BDNF en el cerebro se ha estudiado a través del análisis de su 

mensajero y su producto proteico. 

La región cerebral con mayor contenido proteico de BDNF es el hipocampo 

(5.41ng/g), seguido por el hipotálamo (4.23ng/g) y la de menor concentración es el bulbo 

olfatorio (0.95ng/g). El cerebelo tiene aproximadamente l.25ng/g de peso en la rata de un 

mes de edad. Existen cambios de expresión dependientes de la edad; en el cerebelo no se 

puede detectar BDNF hasta los 20 días postnatales (DPN), manteniéndose los niveles 

relativamente constantes hasta los 180 DPN (Katoh-Semba et al, 1997). Sin embargo, el 

ARN mensajero del BDNF se detecta desde el primer día postnatal, alcanzando su mayor 

expresión a los 20 DPN en la corteza cerebelar. Dado un incremento en el ARNm de BDNF 

en las células granulares concomitantemente con su migración y maduración, se sugiere 

una estimulación progresiva de este gen durante el proceso de desarrollo. La hibridación in 

sit11 del ARNm de BDNF es solamente detectada en las células granulares (Timmusk et al, 

1993; Rocamora et al, 1993). 

Las anormalidades observadas en el SNC de ratones sin BDNF son menos 

dramáticas que aquellas presentes en SNP. Sin embargo, el BDNF es requerido para un 

desarrollo y funcionamiento normal de la corteza cerebelar. Hay un incremento de 2 a 3 

veces en la muerte neuronal de las células granulares en ratones sin BDNF, lo que da como 

resultado menos células granulares maduras y una COI más delgada. Ésta muerte sólo se 

observa a los 8 DPN y no así a los 3 y 14 DPN, lo que demuestra que el incremento en la 

muerte ocurre en una etapa que coincide con la muerte neuronal programada. En los ratones 

BDNF ·1-, las capas de la corteza cerebelar son normales en tamaño a los 8 DPN, sin 

embargo hay una densidad poblacional menor de las neuronas granulares en la COI y 
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exhiben diferencias significativas en las profundidades de cada una de las fisuras que dan 

forma a las folias del cerebelo. En estos mutantes para el 14'º DPN hay un mayor grosor de 

la CGE y un decremento en la capa molecular y la CGI. El BDNF es requerido para la 

foliación cerebelar normal, tal vez debido a su regulación sobre la sobrevivencia de las 

NGC o la arborización dendrítica de las células Purkinje (Schwartz et al, 1997). 

Dado que el BDNF no es sintetizado por los blancos de las NGC, las células de 

Purkinje, pero sí por las aferentes de las granulares y por ellas mismas, se puede inferir que 

las células granulares sintetizan BDNF para su uso autócrino o parácrino para promover su 

sobrevivencia. Esto puede reflejar una habilidad general de las neurotrofinas en el SNC de 

funcionar de una manera autócrina o parácrina, en lugar de ser factores de sobrevivencia 

derivados del las células blanco. 

CULTIVO DE NEURONAS GRANULARES DE CEREBELO. 

Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo han demostrado ser un 

modelo adecuado para el estudio de la apoptosis en neuronas del SNC debido a su fácil 

manejo y a la homogeneidad de los tipos celulares presentes (90% de células granulares y 

el resto de intemeuronas inhibidoras y astrocitos). Las neuronas granulares de cerebelo 

(NGC) son las más abundantes en el cerebelo y una gran proporción de ellas es eliminada 

durante la maduración del mismo. Si estas células se cultivan en un medio con 25mM de 

K·. el cual despolariza a las neuronas, o NMDA las neuronas sobreviven y maduran. La 

maduración es similar a la del organismo in vivo, como se observa por el favorecimiento 

del incremento de la liberación de glutamato, de la actividad de la glutaminasa y del 

recambio de las diferentes subunidades del receptor NMDA (Gallo et al, 1987; Morán y 

Patel, J 999a; Levi et al, 1989; Resink et al, 1995; Alavez et al, 1996). Estos tratamientos 

también promueven la expresión funcional de los receptores NMDA, como se demuestra 

por el incremento en la conductancia iónica y del flujo de calcio inducido por NMDA y por 

una vulnerabilidad elevada a la toxicidad del NMDA (Balazs et al, 1992; Resink et al, 

1994). 

La promoción de sobrevivencia sólo se observa durante periodos críticos del 

desarrollo, lo que corresponde al tiempo cuando las NGC reciben entradas presinápticas 
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glutamatérgicas de las fibras musgosas durante el desarrollo in vil'o. Cuando las NGC son 

privadas de NMDA (agonista del receptor tipo NMDA de glutamato) o transferidas de un 

medio con K25 a uno con SmM KCI (KS), las células mueren después de 24-48h 

mostrando características apoptóticas (Gallo et al, 1987; Schulz et al, 1996; Morán et al, 

1999b). La muerte celular apoptótica inducida por la privación de despolarización en las 

NGC ha sido ampliamente caracterizada. Las concentraciones elevadas de K+ aumentan el 

flujo de Ca++ y esto incrementa la sobrevivencia. Se ha observado que una reducción en los 

niveles intracelulares de Ca++ ([Ca++)¡) dispara el proceso de muerte, esta muerte puede ser 

prevenida al incrementar los niveles intracelulares de Ca++ por medio de la adición de 

ionóforos de Ca++ o por la activación de receptores ionotrópicos permeables a Ca++. Por 

otro lado, se puede inducir la muerte de las NGC que están crónicamente cultivadas en K25 

si se les inhibe sus canales de Ca++ dependientes de voltaje (Kingsbury y Balazs, 1987; 

Balazs et al, 1988; Pearson et al, 1992; Morán et al, l 999b). 

Otro evento temprano relacionado con este proceso es la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) a nivel citosólico y mitocondrial. Estos dos eventos críticos 

están comprometiendo la muerte celular. Otros eventos característicos después de la 

producción de ROS son la translocación de la fosfatidilserina y la activación de protcasas 

de cisteina específicas, particularmente las caspasas 2, 3, 8 y 9 (Morán et al, l 999b; 

Valencia y Morán, 2001; Caballero-Benítez y Morán, 2003). 

El BDNF induce crecimiento de las neuritas de las NGC y suprime su apoptosis 

cuando es administrado crónicamente, a través de un mecanismo post-traduccional (Suzuki 

y Koike, 1996; Lindholm et al, 1993). EL BDNF induce, a través de su receptor de alta 

afinidad Trk B, una señalización intracelular que involucra la activación de la vías Pl-3K y 

MAPK, las cuales promueven sobrevivencia neuronal (Nonomura, 1996; Bonni, 1999). 

Existe una cierta interrelación funcional entre la activación del receptor NMDA y la acción 

del BDNF sobre la sobrevivencia neuronal. Ambos pueden inducir la liberación del otro. Se 

ha sugerido que el efecto protector del NMDA en contra de la muerte es mediado a través 

de la síntesis y liberación de BDNF (Numakawa et al, 1999; Favaron et al, 1993). El BDNF 

protege a las NGC de la neurotoxicidad inducida por glutamato (Bhave et al, 1999). 

También se ha demostrado que el BDNF puede regular la actividad y la expresión de las 

subunidades del receptor NMDA (Lcvine et al, 2000; Brabdoli et al, 1999). 
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JUSTIFICACIÓN 

El entendimiento de los mecanismos de muerte apoplética en el sistema nervioso es 

muy importante para explicar su desarrollo. Los factores neurotróficos juegan un papel 

relevante en los procesos de sobrevivencia y diferenciación. Así mismo, los 

neurotransmisores como el glutamato se han implicado en estos mismos procesos. Este 

estudio pretende entender parte de los mecanismos moleculares implicados en la muerte de 

las neuronas granulares de cerebelo y cómo éstos pueden ser afectados por diferentes 

señales tróficas como el Factor Neurotrófico Derivado de Cerebro (BDNF) y la activación 

del receptor tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR). Debido a que el calcio intracelular parece 

ser una señal inicial del proceso de muerte se evaluó su participación en la acción del 

BDNF y el NMDA sobre la muerte apoptótica. Por otro lado, en respuesta a esta señal 

inicial ocurre una activación de las caspasas, que juegan un papel importante en la 

ejecución de la muerte apoptótica. El proceso de muerte resulta por lo tanto muy complejo 

e involucra distintos elementos que participan a diferentes niveles, por lo que es importante 

conocer sus interacciones. Esto podría contribuir también a In elaboración de posibles 

terapias conducentes a prevenir la muerte neuronal en condiciones patológicas. 

OBJETIVOS GENERALES 

Evaluar el papel del BDNF y el NMDA sobre la muerte apoptótica inducida por la 

privación de señales tróficas como la despolarización por potasio. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Entender como afecta el BDNF y el NMDA los siguientes procesos: 

-Viabilidad celular 

-Los niveles de (Ca++]¡asociados al estímulo de muerte. 

-Activación, fragmentación y niveles de ARNm de las caspasas 3 y 9 en distintos 

tiempos de iniciado el estímulo apoptótico. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivos de Neuronas granulares de cerebelo (NGC) 

Las NGC fueron obtenidas de ratas de 8 días postnatales, disociadas y cultivadas a 

una densidad de 265x 103 células/cm2 sobre cajas de plástico o sobre cubreobjetos de 25x25 

mm previamente cubiertos con poli-L-lisina (5 µg/ml). El medio de cultivo contenía medio 

basal Eagle suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (inactivado previamente por 

calor), 2 mM de glutamina, 25 mM KCI, 50U/ml penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. 

Los cultivos se incubaron a 37° C en una atmósfera húmeda al 95% de aire y 5% de.C02. 

Después de 20 h se añadió citosina arabinósida (1 OµM) para obtener aproximadamente 

95% de neuronas y 5% de células gliales. Las células se mantuvieron durante 5-6 días in 

1•itro (DIV). 

Viabilidad Celular 

La viabilidad celular fue estimada por el ensayo de MTT (sal de tetrazolio, 3-(4,5 

dimetiltiazol-2-yl)-2, 5-bromuro de difenil tetrazolio) después de haber transferido las 

células a un medio de bajo potasio con o sin los tratamientos de BDNF y NMDA. El MTT 

es transformado en la sal azul de formazán por las deshidrogenasas de mitocondrias activas, 

siendo la absorbancia directamente proporcional al número de células viables. El MTT (0.1 

mg/ml) se añadió a las NGC por 15 min. a 37ºC. Después de remover el medio que 

contiene el MTT restante, se añadió dimetil sulfóxido (DMSO) al 100% a las cajas. 

Después de una incubación de 20 min. a 37° en la oscuridad, el azul de formazán formado a 

partir del MTT se cuantificó espectroscópicamente a una longitud de onda de 570nm. 

En algunos experimentos se utilizó diacetato de tluoresceina (FDA) e ioduro de 

propidio (PI) para evaluar la sobrevivivencia. El FDA entra a las células normales y emite 

fluorescencia verde cuando es procesada por esterasas, es decir tiñe a las células vivas. El 

PI tiñe a las células muertas al penetrar a aquellas células que no tienen íntegra la 

membrana plasmática y uniéndose al ADN emitiendo fluorescencia roja. Las neuronas 
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fueron incubadas con 5µg/ml de FDA y 2.5 µg/ml de PI durante IS mina 37ºC, después 

fueron lavadas con un amortiguador salino de fosfatos (PBS), observadas y fotografiadas en 

un microscopio de epifluorescencia usando filtros de excitación de 48S nm para FDA y 

520 nm para PI. 

Medición de ca•• intracelular 

La concentración de Ca++ intracelular ([Ca++];) fue cuantificada usando el indicador 

fluorescente fura-2/AM del calcio, según lo descrito previamente (ltoh et al., 1998). 

Brevemente, las células fueron crecidas en cubreobjetos durante S-6 DIV e incubadas con S 

mM Fura-2/AM y 0,02% Plurónico F-127 durante 1 hora en el medio con KCl 2SmM 

(K2S) y lavadas dos veces. Los cubreobjetos fueron colocados en un compartimiento de 

perfusión (RC-25, Wamer Instrument Corp, CT) y perfundidos con un medio con KCI 

25mM (K2S) o con KCl SmM (K5) o con KCl IOmM (KlO) que contenía o no BDNF 

(IOOng/ml) o NMDA (lSOµM). Las células fueron iluminadas alternativamente con una 

lámpara de arco de Xe a través de la excitación a 340 y 380nm de longitud de onda. Las 

imágenes de la fluorescencia de la emisión (S 1 O nm) fueron obtenidas con un microscopio 

invertido de epifluorescencia (Nikon Diaphot TMD, Nikon Corporation, Japón) y 

convertidas en datos digitales por un sistema de procesamiento de imágenes (BioLase 

lmaging System, Newton, MA). El sistema permitió la adquisición simultánea en tiempo 

real de las medidas de la fluorescencia de los múltiples campos de interés. 

lnmunoblots 

Las NGC fueron lavadas dos veces con PBS a 37ºC y homogeneizadas en la 

solución de lisis [SO mM HEPES; 0.5 mM EDTA; 1% (v/v) NP-40; 0.25% (peso/v) SDS; 

0.5 mM EGTA; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; lmM PMSF, 1 mM NaF; 2 g/ml aprotinina; 

1 g/ml pepstatina; y 5 g/ml leupeptina]. Las proteínas presentes en los homogenados (SO

i 00 µg de proteína por carril) fueron separadas por electroforesis en un gel de acrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Las proteínas resueltas 

fueron transferidas a las membranas de fluoruro de polivinildieno (PVDF) a 200 mA 
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durante In noche. Las membranas fueron bloqueadas durante 1-3 hora con 5% de leche seca 

libre de grasas en TPBS (0,1% (v/v) Twcen 20, PBS) y tratadas con un anticuerpo primario 

contra caspasa-3 o caspasa-9, después fueron tratadas con un anticuerpo secundario ligado 

a una fosfatnsa alcalina. Las bandas fueron visualizadas usando quimioluminescencia, 

siguiendo el protocolo del fabricante y expuestas a In placa Kodak XAR-5. Los análisis 

densitométricos se realizaron en el programa lmage-J, NIH lmage versión 0.93e. 

ActMdnd de la Caspasa-3 

Las NGC fueron lavadas con PBS y homogeneizadas en un amortiguador de lisis, 

después las muestras se diluyeron 1: 1 (v/v) con glicerol y fueron almacenadas a -20ºC. La 

actividad de las caspasas fue pr~bada por un método fluorométrico (Thornberry, 1994) con 

un espectrómetro de luminiscencia {Spectronic lnstruments, SLM Aminco-Bowman, 

Rochester, NY), con diversos s~bstratos para cada caspasa. El Ac-DEVD-AMC fue 

utilizado como substrato para detectar la actividad de la caspasa-3 .. Las actividades se 

siguieron durante 15 minut.os después de la adición del substrato (25 µM) y el 

homogenizado de células (60-90 µglml) en una solución de estándar (100 mM HEPES; 

10% (w/v) sacarosa; 0.1% (w/v) CHAPS; 10 mM DTT; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1 mM 

NaF; 2 µg/ml aprotinina; 1 µg/ml pepstatina; y 5 µg/ml leupeptina]. Los resultados se 

expresan como DEVD proteolisado y evaluado como cambio en In intensidad de la 

tluorescencia/h/mg de proteína. 

Northcrn blot 

El ARN total se extrajo de las NGC (Chomczynski y Sacchi, 1987), se resolvió por 

electroforesis y se transfirió a membranas de nylon. El ARN se aisló a las 6h después del 

cambio de medio, cuando hay una máxima expresión de ARNm de caspasa-3 (Morán et al. 

1999). Las membranas se prehibridizaron a 42 ºC por 2 h en una solución con 50% 

(vol/vol) de formamida, 1% (peso/vol) SOS y 100 µg/ml de ADN de esperma de salmón. 

Las membranas se hibridizaron toda la noche con cADN de caspasa-3 humana o p-actina 

marcadas con 32 P (Fernandes-Alnemri et al, 1994). Las membranas se lavaron a 55 ºC con 
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una solución salina 2X de citrato de sodio (SSC; 0.3M NaCl y 30mM de citrato de sodio) y 

0.1 % (peso/vol) SDS y se expusieron a una placa Kodak X-OMA T a -70°C. Los análisis 

densitométricos se realizaron en el programa Image-J, NIH lmage versión 0.93e. Los 

niveles de ARNm de caspasa-3 se expresan como la relación ARNm de caspasa-3/ARNm 

de 13-actina. 

Análisis Estadístico 

Los datos fueron expresados como los promedios ± error estándar, y la significancia 

estadística de los resultados se determinó por el. análisis unidireccional de varianza 

(ANOV A), con P < O.OS, seguido por una prueba de Fisher. 
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RESULTADOS 

Para evaluar el efecto del BDNF y NMDA sobre la sobrevivcncia neuronal se 

empicó el modelo de las neuronas granulares de cerebelo (NGC) en cultivo. Estas neuronas 

requieren parn su sobrevivencia y diferenciación de estímulos tróficos que pueden ser 

sustituidos por una despolarización con KCI. Si estas células se crecen en un medio con 

bajas concentraciones de potasio (K5) mueren de manera apoptótica a los 5-6 DIV, 

contrario a lo que ocurre si se cultivan despolarizadas con KCI 25 mM (K25). Bajo estas 

ultimas condiciones el paso de alto potasio a bajo potasio a esta edad hace que las NGC 

mueran apoptóticamcntc (Fig 1) después de 24-48h (Gallo et al, 1987; Morán et al, l 999a). 

Una de las diferencia entre los dos modelos de muerte apoptótica es el grado de 

maduración en la población neuronal. En el caso de las neuronas crecidas con bajo potasio, 

las células son menos maduras que las crecidas en K25 y sus equivalentes i11 vivo (Gallo el 

al, 1987; Mori111 y Patcl, 1999b; Alavcz el al, 1996). 

Fi~ura l. Las NGC fueron rnlti\'adas durautc 5·<> DIV cu 1111 medio con 25mM KCI (K25) y luego 

transforidas a un mc<lio con bajo potasio (5mM KCI, KS) mostr:mdo características morfológicas de muerte. 

Papel del /JDNF y NMDA e11 el modelo de bajo potasio crónico. 

Cuando las NGC crecidas en bajo potasio se trataron con BDNF ( 1 OOng/ml) o 

NMDA (l SOpM) a los 4 DIV no se modificó la sobrcvivcncia de las neuronas (Fig 2). Sin 

embargo, si las NGC se cultivan inicialmente en bajo potasio KCI 5mM o 1 OmM (K5 o 

K 1 O) con BDNF (K5+8} o con NMDA (K 1 O+N), la sobrcvivcncia se incrementa en 

comparación con las NGC crecidas en bajo potasio por 5 DIV. El tratamiento adicional con 

BDNF y NMDA a los 4 DIV a NGC crecidas con BDNF o NMDA desde el principio del 
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cultivo no modificó la sobrevivencia celular (Fig 2). Estos estudios se basaron en la 

cuantificación de la transformación por la mitocondria de la sal de tetrazolio (MTT) a un 

producto insoluble colorido. Existen evidencias en este modelo que el empleo de esta 

técnica para medir viabilidad tiene una estrecha correlación con el número de células y el 

contenido de proteínas y ADN (Balazs et al., 1990; Morán et al., 1999; Valencia y Morán, 

2001) 
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Tratamiento ODIV 4 DIV O y4 DIV 

Figura 2. El BDNF (B) y NMDA (N) promueven sobrevivcncia en las NGC en bajo potasio solo si están 
presentes desde el día O in •·itro (DIV). Las NGC fueron crecidas en K25. KS, KS+B, KIO o KIO+N desde los 
O DIV y después se les adicionó BDNF (IOOng/ml) o NMDA (ISOµM) a los 4 DIV. La viabilidad celular fue 
cuantificada por la transformación de MIT a los 6 DIV. Estadlsticarnentc diferente a K25 (a), KS (b), KIO 
(e). 

Participación del BDNF y NMDA en NGC crecidas en alto potasio. 
Cuando las NGC se cambiaron de un medio con alto potasio (K25) a otro con bajo 

potasio (K5), también se privan de suero lo cual induce una muerte no significativa (datos 

no mostrados). Por esta razón se les añadió medio sin suero al cambiarlas de K25 a K5. 

Utilizando el modelo de las neuronas crecidas crónicamente durante 5-6 DIV en 

K25 y tratadas con bajo potasio durante 24-48 h se probó el efecto del BDNF en 

concentraciones de 10 ng/ml a 500 ng/ml (Tabla 1). El BDNF redujo la muerte de manera 
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significativa desde los 1 OOng/ml, siendo el efecto mayor cuando el BDNF se preincubó 3 

horas antes (-3h) del estímulo apoptótico. Por ello en los siguientes experimentos se empleó 

la condición de preincubación de BDNF antes del cambio de medio de K25 a KS. Una 

concentración de 1 O ng/ml de BDNF no previno la muerte inducida por la privación de 

potasio (Tabla 1 ). 

K25 

K5 

K5+IOB 

K5+100B 

K5+500B 

K5+100B(-3h) 

Viabilidad Celular 

Transformación de MTT (% del control) 

100 

39 ± 1.73 

45.55 ± 3.43 

*52.25 ± 2.48 

*47.54 ± 1.71 

*57.38 ± 1.43 

Tabla l. Dosis respuesta del BDNF sobre la viabilidad de las NGC privadas de polasio después de 5-6 DIV 
en K25. La sobrevivencia se evaluó a las 48h del estimulo por la técnica de MTT. Estadísticamente diferente 
de K5 (•). 

Con el fin de conocer el tiempo necesario para que el BDNF tenga un efecto 

protector una vez iniciado el estímulo, se adicionó BDNF 2 y 4 horas después del estímulo 

apoptótico. Se encontró que es necesario que el BDNF sea añadido junto con el estímulo 

para que su efecto protector de muerte no se reduzca (Fig. 3). 

Para saber si el BDNF actúa sobre otros estimulas apoptóticos, se evaluó el efecto 

del BDNF en NGC tratadas con estaurosporina, un inductor apoptótico. La figura 4 muestra 

que la estaurosporina (0.1 µM) induce muerte apoptótica, pero el BDNF no inhibió dicha 

muerte. 
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Figura J, El BDNF no inhibe la muene de las NGC cuando el estimulo opoptótico ya inició. Sobrevivencia 
de las NGC inducida por BDNF cuando éste es oilndido al momento del estímulo npoptótico, 2h y 4h después. 
La sobrevivencin fue cuantificado 48 después del cambio de medio por In técnico de transformación de MIT. 
Estadlsticamcnte diferente de K5 ('). 
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Figura 4. El BDNF no inhibe In muene opoptóticn inducida por la estaurosporina. Las NGC fueron crecidos 
en K25 por 7 DIV y se les nilndió 0.1 µM de cstaurosporinn (STS) con o sin IOOng/ml de BDNF (B). La 
sobrevivencia se evaluó a las 24h del estímulo de muene. 
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Se evaluó si el NMDA puede rescatar de la muerte a las neuronas crecidas 

previamente en un medio K25 durante 5-6 DIV y transferidas a un medio con bajo potasio. 

En este caso se utilizó un medio con lOmM de KCI (KIO) para despolarizar parcialmente la 

célula y liberar al Mg++ del receptor NMDA que impide su activación. Las condiciones K5 

y K 1 O no son significativamente diferentes en la inducción de muerte. Bajo esta condición 

el NMDA inhibió 80% de la muerte inducida por privación de potasio a las 24h del 

estímulo. Dicha sobrevivencia está mediada por la activación del receptor NMDA, ya que 

al añadir MK-801, antagonista de NMDA, la neuroprotección se revierte (Tabla 2). Efectos 

similares en la sobrevivencia de las NGC generada por BDNF y NMDA se observaron 

cuando ésta se evaluó a las 48h del estímulo apoptótico (Fig 5). 

K25 

KIO 

KIO+N 

KIO+N+MK 

Viabilidad Celular 

Transformación de MTT (% del control) 

100 

55.80ª ± 3.64 

9l.44b ±3.73 

55.15ª ± 4.37 

Tabla 2. El NMDA rescata de la muerte a las NGC cuando es ar1adido al momento del estimulo apoptótico. 
La sobrevivencia fue cuantificada 24h después del cambio de medio por la técnica de transformación de 
MTT. Estadfsticamente diferente de K25 (a) y K 1 O (b). 

Existe la posibilidad de una interrelación funcional entre el BDNF y el NMDA en la 

cual uno de éstos pueda inducir la liberación del otro y generar una señalización intracelular 

muy similar. Para ello, se evaluó el efecto separado y simultáneo de BDNF y NMDA sobre 

la sobrevivencia en la condición de privación de potasio. Cuando el BDNF y el NMDA se 

añaden por separado éstos incrementan 20 y 30% la sobrevivencia, respectivamente. El 

tratamiento simultáneo con estos dos compuestos incrementan la sobrevivencia 

aproximadamente 55% (Fig 5). 
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Figura 5. El BDNF y el NMDA actúan de manera sinérgica para inhibir la apoptosis. Las células 
fueron crecidas por 5·6DIV en un medio K25 y luego cambiadas a un medio sin suero KS o K to con o sin 
BDNF (B), NMDA (N). La sobrcvivencin fue medida a las 48 h. La protección inducida por el BDNF es del 
25%. La protección inducida por In activación del NMDAR es de 35% a las 48h después del cambio de 
medio. Cuando el BDNF y el NMDA están presentes, In muerte a las 48h disminuye aún más. 
Estadísticamente diferente de K25 (a), KS (b), KIO (e) y KIO+N (d). 

Para continuar la información obtenida por la técnica de MTT, se evaluó la 

sobrevivencia de NGC mediante otro método. Para ello se utilizó diacetato de fluoresceina 

(FDA) para tei!ir las células vivas y ioduro de propidio (PI) para teñir las células muertas 

que han perdido la integridad membrana( (Fig 6). Mediante el uso de ambas técnicas se 

observan efectos similares sobre la sobrevivencia bajo todas las condiciones evaluadas. Sin 

embargo, la muerte por privación de potasio (K5) observada con FDA es menor (35%) que 

la observada por MTT (50%) a las 24h y en consecuencia, esto refleja una menor muerte 

para el resto de las condiciones. La diferencia observada se debe probablemente a que el 

FDA está tii!endo a células que están vivas, pero que están en un punto del proceso de 

muerte en el que hay una baja actividad mitocondrial. Por otro lado, cabe mencionar que en 

los cultivos privados de potasio se detectó aproximadamente 10% de neuronas que no se 

tii!eron con FDA ni con PI. Esto podría deberse probablemente a que estas neuronas están 
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muertas pero todavía no pierden su integridad membrana!, una característica de la 

apoptosis. 
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Figura 6. Efecto del BDNF y el NMDA sobre la muerte inducida por bajo potasio en NGC. Las células 
fueron crecidas por 5-6DIV en un medio K25 y luego cambiadas a un medio sin suero KS o KIO con o sin 
BDNF (B), NMDA (N). La sobrevivencia fue medida a las 24 h. A) Efecto del BDNF y el NMDA en la 
morfología (CF) y sobreviveneia de las NGC que fueron sometidas a bajo potasio. Las células fueron 
observadas por contraste de fases (CF) y por microscopia de epilluorescencia. El diacetato de lluoresceina 
(FDA) tiñe a las células vivas (verde). El ioduro de propidio (!'!) tiñe a las células muertas (rojo) con daño 
membrana!. B) Los resultados se muestran como porcentaje de células positivas a FDA respecto al numero 
total de neuronas por campo. Estadísticamente diferente de K25 (a). KS (b), KIO (e). 

Efecto de los inhibidores de NMDAR y TrkB sobre fa sobrevivencia neuronal inducida por 

BDNFyNMDA 

El receptor de glutamato tipo NMDA, NMDAR, es un canal activado por ligando el 

cual tiene diferentes sitios de regulación. El NMDAR puede ser bloqueado por el 

antagonista MK-801 que se une al interior del canal. El receptor de BDNF, TrkB, es un 

receptor membrana! que presenta actividad de cinasa de tirosinas. Dicha actividad puede 

ser bloqueada con el uso de K252a (ICT), un inhibidor de cinasas de tirosina que bloquea 

preferentemente la activación del receptor TrkB. 

Cuando el inhibidor de TrkB, ICT (200nM), se añade a células control se induce un 

20% de muerte neuronal (datos no mostrados). Esto sugiere que el papel trófico de la 

despolarización por 25mM de KCI es parcialmente mediada por la activación de TrkB. 

Se evaluó si el efecto sobre la sobrevivencia inducido por BDNF y NMDA es 

directo o mediado por sus respectivos receptores. Para ello se utilizaron inhibidores de 
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BDNF y NMDA, ICT (200nM) y MK-801 (lµM) respectivamente. El NMDA inhibió la 

muerte apoptótica en un 80% a las 24h del estímulo; dicha sobrevivencia fue bloqueada por 

el antagonista MK-801, sugiriendo una acción directa del NMDA sobre su receptor (Fig 7). 

La sobrevivencia inducida por NMDA fue mayoritariamente inhibida por el ICT, lo cual 

nos sugiere que la sobrevivencia inducida por el NMDA es parcialmente mediada por la 

activación del receptor TrkB o por otras cinasas de tirosina. Por otro lado, el ICT inhibió 

por completo la sobrevivencia inducida por BDNF, sugiriendo que la acción de este factor 

es de manera directa. Además, el MK-801 no modificó la acción del BDNF, lo que sugiere 

que los receptores NMDAR no participan en la sobrevivencia de las NGC inducida por 

BDNF (Fig 7). 

100 e 

e b b ·"::. e: 
o 1- 80 

, 
u !i 4i ··::.- .... a 
'C QI • 
~ "C . 

a o e a ·~ .... •O 60 a 
j "' ·¡;¡ i 

:; 
~ 

\1 
4i J ·"i 
(.J .... 
'C .S! 40 
"' en -, 
:E e .\ "' :s .... .: 1-

"' > 20 
,.{ -, 

. '~ ! , ';!. 

·' ' o 

~'> ~ ~l' )...¿¡. ~~ ~<;) ..,<:S'~ ~'**" ~·..(;-~ ~qf ~qf t- ~<:l' ~<:S' *' *' 
Figura 7. La sobrevivencia inducida por BDNF es a través del TrkB y no de NMDAR. El NMDA induce 
sobrevivencla a través del NMDAR y posiblemente a través de TrkB. Las células fueron crecidas por 5-6DIV 
en un medio K25 y luego cambiadas a un medio sin suero K5 o KIO con o sin BDNF {B), NMDA (N) y sus 
inhibidores ICT y MK-801 (MK) respectivamente. La sobrevivencia fue medida a las 24 h. Estadisticamente 
diferente de K25 (a), KS (b) y KIO (e). 
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Papel del BDNF y el Ni'v!DA en la caspasa-3 inducida por privación de potasio. 

La cascada de activación de las caspasas por privación de potasio ha sido 

recientemente caracterizada por nuestro grupo (Valencia y Morán, 2001; Caballero-Benítez 

y Morán, 2003). Se sabe que hay una activación de la caspasa-3 a partir de las 4 h del 

estímulo de muerte y que desaparece por completo después de las 24h. Basados en estos 

resultados medimos el papel de las caspasas 3 y 9 en el presente trabajo por un método 

fluorogénico y su procesamiento proteolitico por la técnica de Western blot.Se observó que 

en NGC crecidas en K25 en presencia de ICT, una condición que induce 20% de muerte, se. 

indujo activación de caspasa-3. Esta condición indujo 5 veces la actividad de la caspasa~3 

comparada con los niveles basales en K25, 7h después de la incubaciónco_~: ICf'{dá.fo no 

mostrado). . ··:< ... 
La figura 8 muestra la actividad de caspasa-3 a tres diferentes tiempos,. 1; 7,'y 16 h 

después del cambio a KS. La _actividad de la_ caspasa-3 no se modific(r Jtde~Jiiés del 

estímulo y tampoco por la presencia de BDNF y NMDA (Fig 8 A). Después de 7h y 16h; la 

actividad de esta caspasn se incrementó 25 veces y 35 veces, respectivamente, con respecto 

al control. Bajo estas condiciones el BDNF disminuyó aproximadamente 50% la activÍdad 

de esta caspasa después' de 7 y l 6h. El tratamiento con NMDA disminuyó alrededor de 60 y 

70% la activación de caspasa-3 a las 7Y 16 h, respectivamente (Fig. 8A.). 

Cuando el NMDA y el BDNF se administraron de forma simultánea, se disminuyó 

la actividad de la caspnsn-3 en un 80 y 90% a las 7 y 16 h, respectivamente. En relación a la 

condición de NMDA solo, la inhibición por ambas condiciones fue estadísticamente 

significativa sólo a las 16 h. Este efecto nos sugiere una acción sinérgica del BDNF y el 

NMDA sobre la inhibición de la actividad de la caspasa-3. Estos resultados correlacionan 

con los resultados obtenidos por Western blot, donde el patrón de detección del fragmento 

activo p 17 KDa fue muy similar (Fig 8 B y C). La única diferencia es que la magnitud 

observada del fragmento activo de la caspasa-3 (16 h) cuando las NGC han sido tratadas 

con BDNF es mucho mayor que lo observado por actividad fluorogénica. 

Para determinar si !ns efecto~ inhibidores de BDNF y NMDA en la actividad de 

casp? ... a-3 involucran In activación de s11s respectivos receptores, se emplearon los 

ir.hibidores !CT y MK-801 descritos anteriormente. La evaluación se realizó a las 7h 
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después del estímulo apoptótico y se encontró que la inhibición de caspasa-3 inducida por 

BDNF no se afecta con MK-801, pero se reduce aproximadamente 50% con ICT (Fig 9A). 

De igual forma, el efecto inhibidor del NMDA sobre la actividad de caspasa-3 se ve 

revertido completamente en presencia de MK-801 (Fig 9B), El inhibidor de TrkB, el ICT, 

no revierte In acción del NMDA sobre la actividad de esta caspasa. Estos datos junto con 

los obtenidos sobre la viabilidad celular sugieren que el NMDA actúa parcialmente a través 

de la acción del BDNF, sin excluir una participación marginal de otro mecanismo protector. 

Sin embargo, la falta de efecto del ICT sobre el efecto protector de NMDA en la actividad 

de caspasa-3 sugiere que la muerte podría no estar mediada mayoritariamente por caspasa-3 

o que existen vías alternas que se activan en In ausencia de dicha activación de esta caspasa 

en la condición de NMDA + ICT. 
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Figura 8. El BDNF y el NMDA disminuyen la actividad y In fragmentación de Ja Caspasa-3 inducida por 
bajo potasio. A) El BDNF y el NMDA disminuyen In actividad de Ja Caspasa-3 inducida por bajo potasio. 
Perfil de la actividad de Ja cnspasa-3 por Ja acción del BDNF (B) y el NMDA (N) a las 1 h, 7h y 16h después 
del estimulo apoptótico. B) El BDNF y el NMDA disminuyen Ja fragmentación de caspasa-3 inducida por 
bajo potasio. La fragmentación de la cnspasa-3, medida por Western Blot utilizando un anticuerpo primario 
contra el fragmento pi 7, coincide con Ja actividad de Ja caspasa-3 observada en A. Western blot 
representativo de 3 experimentos independientes. C) Densitometrfa de las bandas observadas en B. 
Estadísticamente diferente de K.25 (a), KS(b), K IO(c) y K 1 O+N (d). 
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En estudios previos hemos reportado un incremento en el ARNm de la caspasa-3 

inducido por la privación de potasio en las NGC, el cual es en gran parte consecuencia de 

un incremento en la transcripción del gen más que de un incremento en la estabilidad de 

éste (Morán et al, 1999). El tiempo de máxima inducción es a las 6h. En el presente trabajo 

encontramos que a las 6h de haber aplicado el estímulo apoptótico, el BDNF inhibió Jos 

niveles de ARNm de la caspasa-3 aproximadamente 40% (Fig 1 O). 
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Figura 9. A) El BDNF disminuye la actividad de la CnspllS0-3 inducida por bajo potasio n través de los 
receptores TrkB. B) El NMDA disminuye In actividad de la Cnspnsa-3 inducida por privación de potasio a 
través de su receptor NMDA. Actividad de In cnspllS0-3 a las 7h con o sin inhibidor del BDNF. ICT y del 
NMDA. MK-801. Estadlstieamente diferente de K25 (u), KS(b), KIO(c), KS+B (d) Y KIO+N (e). 
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K25 KS KS+B 

Figura 10. El BDNF disminuye el ARN mensajero de caspasa-3 inducida por bajo potasio. Las células fueron 
crecidas por 5-6DIV en un medio K25 y luego crunbiadas a un medio sin suero K5 con o sin BDNF (B). El 
ARNm fue medido a las 6 h. Se muestra un Northem blot representativo de los ARNm de caspasa-3. La 
densitometrla del ARNm de la easpasa-3 se muestra como la relación caspasa-3/nctina. 

F;fecto del BDNF y el NMDA sobre la fragmentación de la caspasa-9 inducida por 

privación de potasio. 

Se estudió el papel de la caspasa-9 en la acción protectora de BDNF y NMDA en 

las NGC. Para esto se investigó la fragmentación de caspasa-9 en cultivos tratados con K5 

(Fig 11). Bajo estas condiciones, se encontró una fragmentación limitada de la procaspasa-9 

que generó un fragmento de JO KDa Ih después del estímulo apoptótico. El BDNF inhibió 

de manera parcial la activación de la caspasa-9 (40%), sin embargo el NMDA inhibió 

alrededor del 75% de la fragmentación de esta caspasa. La presencia de NMDA+BDNF no 

resultó en una mayor inhibición de la fragmentación de la procaspasa-9 que lo observado 

porNMDA. 
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B 

Figura ti. Tanto el BDNF como el NMDA disminuyen parcialmente In fragmentación de la caspasn-9 1 h 
después del estimulo de muerte. A) La fragmentación de In Cnspasa-9 inducida por bajo potasio fue medida 
por In técnica de Western bfot. empleando un anticuerpo primario que reconoce el fragmento pi O. Western 
blot representativo de tres experimentos independientes. B) Densitometrín de las bandas observadas en A. 
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Figura 12. A) El NMDA incrementa los niveles de Ca++ Intracelular a diferencia del BDNF. [Ca++]¡ en las 
NGC transferidas (5 min) a un medio con bajo potasio con o sin BDNF o NMDA. 8) Las NGC transferidas a 
un medio con bajo potasio con o sin BDNF, las lecturas se realizaron a los 15 min, 4h y 24h después del 
cambio de medio (K25 a K5). Estadísticamente diferente a K25 (a) y KJO (b). 

Efecto del BDNF y el Ni'v/DA en los niveles intracelulares de calcio en NGC privadas de 

potusio. 

El papel del calcio intracelular ([Ca++]¡ en este proceso se estudió por un método 

tluorómétrico utilizando Fura-2 AM. Se evaluó la [Ca++]¡ justo después del cambio de 

medio de alto potasio a bajo potasio (Fig 12). Una condición de KS reduce sustancialmente 

los niveles de [Ca++]1, similares a una condición de 10 mM KCl (KlO). Estos niveles no se 

modificaron en presencia de BDNF tanto a tiempo cortos (1-5 min) como a tiempos largos 

(4-24 h) (Fig. 12). En contraste, el NMDA incrementó los niveles de [Ca++];. La adición de 

BDNF+NMDA no alteró la respuesta inducida por NMDA sobre la [Ca++]¡. 
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DISCUSIÓN 

El desarrollo y la diferenciación del sistema nervioso están finamente regulados en 

tiempo y espacio por diversos eventos. Uno de ellos es la muerte neuronal masiva, cuyos 

mecanismos moleculares involucran como primeros mensajeros a los factores neurotróficos 

y los neurotransmisores. En este trabajo se investigó no sólo la participación del BDNF y el 

NMDA en la muerte apoptótica de las NGC en el desarrollo, sino también parte de los 

mecanismos moleculares involucrados en la muerte como la participación de caspasas y los 

niveles intracelulares de calcio. 

En este trabajo encontramos que tanto el BDNF como el NMDA previenen la 

apoptosis inducida por la privación de potasio desde tiempos muy tempranos en la 

maduración de las NGC, complementando la información de otros trabajos (Kubo et ni, 

1995; Lindholm et al. 1993; Marini et al, 1992). En este estudio también sugerimos que 

existe una temporalidad en el proceso de muerte por privación de estímulos tróficos, ya que 

las NGC que son cultivadas en bajo potasio y se les añade BDNF o NMDA después de los 

4 DIV no son capaces de sobrevivir. Esto sugiere que el proceso apoptótico de NGC 

presenta un tiempo critico antes de comprometerse a morir. 

En cultivos maduros, NGC crecidas en K25 por 5-6 DJV, la respuesta de las NGC al 

efecto protector de BDNF por privación de potasio no sólo es dependiente de 

concentración, sino también de la temporalidad del proceso apoptótico. Si el BDNF es 

añadido 2 y 4 h después del estímulo de muerte, el efecto protector se reduce y es nulo 

cuando las neuronas se han comprometido a morir. El BDNF previene aún más la muerte 

cuando es añadido al medio de cultivo 3h antes de exponerse a la privación de potasio, lo 

que sugiere que su efecto protector además de involucrar una señalización con segundos 

mensajeros podría requerir de la síntesis de macromoléculas capaces de contrarrestar la 

señalización inducida por la privación de potasio. 

La protección o los estímulos de sobrevivencia que induce el BDNF en las NGC son 

específicos y por eso no pueden prevenir la muerte apoptótica provocada por otros 

estímulos como el de la estaurosporina. La señalización o los mecanismos de inducción de 

muerte de la estaurosporina difieren con los del modelo de privación de potasio. La muerte 

inducida por estaurosporina es en parte mediada por la inhibición de proteínas cinasas 

TESlS CON 
FALLA DE ORIGEN 

40 



como la PKC. Además, el patrón de inducción de caspasas es diferente con ambos 

estímulos, lo que refleja una señalización intracelular distinta (Caballero-Benltez y Morán, 

2003). Por estas razones podemos señalar que a pesar de que la muerte inducida por KS y 

estaurosporina son de tipo apoptótico, el balance entre las señales pro y anti-apoptóticas es 

diferente. El destino celular en el caso de la muerte inducida por KS puede estar favorecido 

anti-apoptoticamente cuando está presente el BDNF, pero las señales anti-apoptóticas del 

BDNF no son suficientes para contrarrestar los efectos de la estaurosporina. 

La respuesta de las NGC al NMDA es dependiente de la maduración de las 

neuronas en cultivo. Si las NGC son tratadas con NMDA después de los 8 DIV, el estímulo 

en vez de ser anti-apoptótico es excitotóxico. Uno de los primeros eventos en la muerte 

apoptótica de NGC por privación de potasio es la reducción del calcio intracelular 

resultante de una hiperpolarización y el cierre de los canales de calcio tipo L sensibles a 

voltaje. El papel del calcio en la prevención de la muerte ha sido demostrado dado que 

ionóforos de calcio como la ionomicina logran prevenir de manera significativa la muerte 

por privación de potasio. En este estudio, el NMDA previno la muerte inducida por 

privación de potasio en NGC de 5-6 DIV, en parte por la entrada de calcio a través de su 

receptor-canal NMDA. Los niveles intracelulares de calcio no fueron tan elevados como los 

observados por la despolarización con' K25. 

Las NGC en cultivo sobreviven debido a la despolarización por 25mM de KCl, lo 

que mimetizaría un aporte trófico. El NMDA también sería análogo a lo que ocurre in vivo, 

simulando las aferencias glutamatérgicas de las fibras musgosas. Se ha demostrado in 1•itro 

que el mecanismo por el cual estos dos estímulos promueven sobrevivencia es a través de la 

entrada de calcio a la célula. Si bien el potasio previene la muerte a través de incrementar 

los niveles intracelulares de calcio, cabe mencionar que esta sobrevivencia se afecta 

parcialmente en presencia de un inhibidor de TrkB, el ICT. Lo que sugiere una posible 

participación del receptor TrkB y BDNF. Esto sugeriría que el calcio sería la primera señal 

en la vía a partir de la cual podría inducirse una o más señales involucradas en la 

sobrevivencia, como la liberación de BDNF. Así, es posible que los mecanismos 

involucrados, no sólo en K25 sino también en el NMDA estén mediados por TrkB. Sin 

embargo, a diferencia del K25, las acciones del NMDA parecerían ocurrir casi totalmente a 
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través de este receptor, ya que si se adiciona ICT n células tratadas con KIO+N, la 

sobrevivencin inducida por NMDA es casi completamente inhibida. 

Se sabe'q~e los niveles intracelulares de calcio inducidos por NMDA participan 

fundamentalmente /en la sobrevivencia de las NGC; por otro lado, dado que In 

sobreviv~ncia es' ~asi totalmente inhibida por ICT, podemos sugerir que el NMDA 

promuevé:'~n'inciemento de calcio intracelular que directa o indirectamente produce una 

síntesis y liberación de BDNF, el cual promueve sobrevivencia a través de la interacción 

con los receptores Trk.B. Esta idea se apoya por el hecho de que la acción del BDNF es 

independiente de la entrada de calcio a la célula. Hay que mencionar que cuando el NMDA 

y el BDNF están juntos se promueve una mayor sobrevivencia, probablemente debido a 

que complementan sus acciones sobre mecanismos dependientes e independientes de 

calcio. Es necesario aclarar que aunque las evidencias apoyan la idea de que el efecto del 

ICT es inhibir una acción del NMDA mediada por TrkB, no se puede excluir una posible 

participación de otras cinasas como la PKA, PKC, PKG o CaM cinasa 11 que podrían ser 

sustrato de este inhibidor. Finalmente, la falta de efecto del antagonista del receptor de 

NMDA, el MK-801, sobre la acción protectora del BDNF permite sugerir fuertemente que 

el efecto del BDNF no está mediado por la activación directa o indirecta de los receptores 

tipoNMDA. 

Se conocen mecanismos de interrelación funcional entre la activación del receptor 

NMDA y la acción del BDNF sobre la sobrevivencia neuronal. Ambos pueden inducir una 

señalización intracelular muy similar para promover sobrevivencia como lo es In activación 

de la vía Pl-JK/Akt (Zhu et al, 2002). Ambos pueden activar la vía MAPK/ERK (Sato et al, 

2001) y al factor de transcripción NF-KB. Éste último es necesario para la neuroprotección 

inducida por NMDA (Lipsky et al, 2001). Es por ello que no es sorprendente que si ambos 

están presentes ante un estímulo pro-apoptótico como la privación de potasio, las señales de 

sobrevivencia sean de mayor magnitud y se vea reflejado en mayor sobrevivencia de las 

NGC. 

El mecanismo por el cual actúan promoviendo sobrevivencia está parcialmente 

explicado por las vías Pl-Jk/Akt, MAPK/ERK y KF-KB, y dado que ambos pueden inducir 

la liberación del otro se podría crear una asa de regulación de uno sobre el otro para tener 

efectos de sobrevivencia más duraderos. Sin embargo. se desconocía la acción de estos dos 
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factores sobre las caspasas, moléculas involucradas en el proceso apoptótico. En este 

trabajo se determinó que tanto el BDNF como el NMDA disminuyen alrededor de 50% la 

activación de la caspnsa-3. Es importante señalar que al igual que en la sobrevivencia, 

cuando el NMDA y el BDNF actúan juntos, existe una acción aditiva sobre la inhibición de 

la activación de la caspasa-3 en tiempos relativamente largos. 

En el presente trabajo se encontró también un pequeño incremento en el 

procesamiento proteolítico de la caspasa-9 en un tiempo temprano de la inducción 

apoptótica, lh después del cambio de medio K25 a KS. Debido al procesamiento tan 

temprano de esta caspasa se podría proponer que juega un papel como señal iniciadora y no 

como proteasa ejecutora. A la hora del inicio del estímulo apoptótico, las NCG todavla no 

están comprometidas a la muerte, no se han presentado eventos determinantes en el destino 

celular como el incremento en las especies reactivas de oxígeno, la translocación de la 

fosfatidil serina ni la activación de caspasas ejecutoras como la caspasa-3 (Valencia y 

Morán, 2001 ). En un estudio reciente realizado por nuestro grupo se demostró la activación 

de la caspasa-9 a partir de las 3h, sin embargo no se exploró su procesamiento proteolítico 

en un tiempo tan corto (Caballero-Benltez y Morán, 2003). 

La vla de señalización que lleva a la inhibición de la caspasa-3 por medio de BDNF 

y NMDA se desconoce, sin embargo gracias al empleo del inhibidor ICT y a otros estudios, 

se puede sugerir la vía de señalización pro-apoptótica que parcialmente están inhibiendo. 

Una posibilidad de explicar la acción de ICT en la inhibición parcial de la actividad 

de la caspasa-3 sería a través de su acción inhibitoria sobre la PKC. Recientemente, se ha 

establecido la participación de la PKC ¡¡ en la apoptosis. En contraste con PKC a y E, las 

cuales promueven sobrevivencia, la PKC ¡¡ ejerce una función pro-apoptótica a través de 

una vía de activación proteolítica dependiente de caspnsa-3. PKC ¡¡ induce la liberación de 

citocromo c y la activación de caspasa-3 y gracias a la retro-activación por la caspnsa-3 se 

genera una amplificación de su propia activación proteolítica (Leverrier et al, 2002). En 

relación a esto se ha encontrado que en ausencia de señales de sobrevivencia {privación de 

potasio en !ns NGC), la PKC o induce la expresión y la acumulación de la ciclina D 1 en el 

núcleo, lo cual da como resultado un ciclo celular abortado y muerte apoptótica (Villalba, 

l 998a). Si se inhibe la PKC li, la apoptosis se bloquea hasta 7h después de la privación de 

potasio, lo que sugiere que su activación es un proceso secundario (Villalba, l 998b). 
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Recientemente se ha asociado también hi acción de la PKC 15 con la producción de especies 

de oxigeno reactivas por la NADPH .cixida5a que resulta critica para la promoción de In 

muerte apoptótica (Browri efai';; 200J).· Lri a~ción inhibitoria del ICT sobre las cinasas 
.,,,.". ;.,·." ,,· ,. "' 

PKA y PKG no puede' explicar~u ~cCión'sobre la inhibición de la actividad de la cnspasa-3, 

ya que estas dos cinasas ~r;inue~~~:sri!lr~vl~;Jcia neuronal (Li et al, 2000; Bonthius et al, 

2003). 

En función a los datos ele. la. Úteratura podemos sugerir q~e. exi~te una vía de 

activación de la caspasa-3 posiblem~qte ~ ;;~~é-s de l~sefiK1i~!lción 'de PKC 15, sin embargo, 

la simple adición de ICT eri l~ ; N'cic eri Kis/.pr~-~u~~e': ~{ii6; ~~~{mu~rtc parcial 

acompañada de una bnja activación de caspasa~~.;E~io)~ighlfica. qu~ pr~babiemente ICT 

pmmueve muerte a través de la inhibidóri cle>l!! d~~i~i~~Ci:d~·,T;kB:y· ~~~ esin falta de 
estimulo trófico induce la activadón de la caspllSa-iitídep~nélienie d~ l~ po~ible vía ya 

descrita. 
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CONCLUSIONES 

Tanto el BDNF como el NMDA protegen a las NGC de la muerte apoptótica inducida 

por privación de potasio. La protección por el BDNF y el NMDA está mediada por la 

activación de los receptores, TrkB y NMDAR, respectivamente. La sobrevivencia inducida 

por la activación del NMDAR parece estar mediada por la entrada de calcio a través del 

propio receptor y probablemente por una subsecuente liberación de BDNF y activación del 

receptor TrkB. 

El BDNF y el NMDA disminuyen la activación de la caspasa-3 inducida por bajo 

potasio. El BDNF disminuye el incremento en el ARN mensajero de la caspasa-3 inducido 

por bajo potasio. Estas dos señales tróficas también disminuyen parcialmente.: la 

fragmentación de la caspasa-9 inducida por bajo potasio 

La protección inducida por K25 está mediada parcialmente por BDNF, lo que sugiere la 

presencia de dos mecanismos de protección; En contraste, el efecto del NMDA páreciera 

estar mediado sólo por la acción de BDNF. Estos datos apoyan la idea de que ~I NMDA 

libera BDNF y éste ejerce su efecto protector a través de su receptor TrkB. Dado que Kis y 

NMDA elevan la concentración· intracelular 'de calcio, es posible que el calci~ dispare la 

liberación de BDNF. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

45 



SEÑALIZACIÓN INDUCIDA POR BDNF Y NMDA 
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El BDNF y el NMDA inhiben parcialmente la muerte apoptótica inducida por la privación 
de señales tróficas como la despolarización por potasio. La protección dada por el BDNF y 
el NMDA está mediada por la activación de sus receptores (TrkB y NMDAR). El BDNF y 
el NMDA inhiben parcialmente la activación de las caspasas 3 y 9 inducida por bajo 
potasio. La sobrevivencia celular inducida por la activación del NMDAR parece estar 
mediada por la entrada de calcio a través del propio receptor (Bahizs el al., 1988; Pearson et 
al., 1992) y probablemente por una subsecuente síntesis y liberación de BDNF que activaría 
al TrkB (Marini et al., 1998). Tanto la señalización inducida por NMDAR como por TrkB 
parecen converger en la activación de la vía Pl-3K/Akt promotora de la sobreviveneia 
celular (Nonomura et al, 1996; Zhu et ni., 2002). Además, la activación de NMDAR induce 
la acth·ación de NFKB, el cual participa en la transcripción del ARN mensajero del BDNF, 
lo que probablemente contribuye a una mayor expresión de BDNF (Favaron el al, 1993; 
Lipsky et al., 2001 ). 
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ADN 
AMPA 
ARN 
B 
BDNF 
CF 
CGE 
COI 
DIV 
DPN 
FDA 
ICT 
KIO 
K25 
KS 
KA 
KCI 
MAPK 
MK-801 

MTT 
N 
NADPH 
NFKB 
NGC 
NGF 
NMDA 
NMDAR 
NT-3 
NT-415 
NT-6 
PBS 
PI 
PI-3K 
PKA 
PKC 
PKG 
SNC 
SNP 
TGFPI 

ABREVIA TURAS 

Ácido desoxirribonucleico 
Ácido D-Amino-3-Hidroxi-5-Metil-4-Jsoxazol 
Ácido ribonucleico 
Factor Neurotrófico Derivado de Cerebro 
FactorNeurotrófico Derivado de Cerebro 
Contraste de fases 
Capa granular externa 
Capa granular interna 
Días in vitro 
Días postnatales 
Diacetato de íluoresceina 
K252a, inhibidor de cinasas de tirosinas preferencial al TrkB. 
Medio de cultivo con KCI 1 O mM 
Medio de cultivo con KCI 25 mM 
Medio de cultivo con KCI 5 mM 
Kainato 
Cloruro de potasio 
Cinasa de proteínas activada por mitógeno 
Antagonista de NMDA. 5-metil-10, l l-dihidro-SH-dibenzo[a,d]ciclohepten-
5, l 0-imine maleato 
Sal de tetrazolio. Ensayo de viabilidad o actividad mitocondrial. 
N-metil-D-aspartato 
Fosfato de dinucleótido de nicotinamida y adenina (reducido) 
Factor de transcripción nuclear kappaB 
Neuronas o células granulares de cerebelo 
Factor de Crecimiento Neuronal 
N-metil-D-aspartato 
Receptor de glutamato tipo NMDA 
Neurotrofina-3 
Neurotrofina-4/5 
Neurotrofina-6 
Amortiguador salino de fosfatos 
Joduro de propidio 
Cinasa de fosfoinositido-3 
Cinasa de proteínas A dependiente de AMPc 
Cinasa de proteínas C 
Cínasa de proteínas G dependiente de GMPc 
Sistema nervioso central 
Sistema nervioso periférico 
Factor de crecimiento transforman te p 1 
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