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RESUMEN 

La muerte apoptótica es un proceso ordenado que conduce a la eliminación 

de células sea durante el . desarrollo y en diferentes patologías como las 

enfermedades neurodegener~!i~a~. is~_ h~n-- descrito diversos modelos. como la 

privación de señales tróficas, para. estu~iár.Ia _muerte apoptótica neuronal. Este tipo 

de muerte requiere de • la p~rt¡¿¡pa~iÓ~' C:i~ un gran número de moléculas pro y 
- ,- ~ •. -.~,, l,c;---o ._ ;-. -·"~-:;.<,T· :,:,_e;,•-"'"-:'-.--:.. · -

antiapoptóticas así como de.·álgunas'•sefiáíes'internas para su regulación, como el 
estrés oxidativo. <<:- -: •:,,<_:--•:•'> '.-'·--~· --!~·~· ••: --- :-;, --(·-:----

Uno de los esth,1U1~s:~_tj'3~ i;~~'¿¿;~~. la muerte neuronal apoptótica es la 

privación de seña);~;;H~~~~1:'!t~~q-~~~-r};~ü~;~~-~:~;~lli~-de .las neuronas granulares del 
cerebelo (CGC) ocurre_quna;muerte_l:celular:.quetresulta de la falta de influencias 

;,_:-.·;-i;\:·:J¡::.o,;·/;,~;t::JiP-:rtf~:g::;\;:;:,;~;;~~-::o}~~:~:i~-¡i'H;~H:~f'-'~-~-,;~~'°-;~ .. ~~-:-·c:~~;;~; . 2 :_"~~. -.•. , 

presinápticas de 1.as\fibras;tjuE!.íél~~rta?\~eñalés tróficas. Esta condición se puede 

:::~:~r~: ~tr~~~&~f~jgl~~~~~~;~~~ti~¡~-:;:i:~~u::r:::~:~n(K~ls~::i;a:e q:: 
... · ,•, '_.-.··,; · .. /~:~.\.,,.~:/~'i§~.i.:.-,.,:1·~.:-: ·<. i'., . . - •' '"'- ,_ 

induce la muerte d~ ~stas;ne¡~~on¡;¡s. Bajo estas condiciones la muerte observada se 

asocia con un~ di~:0ir:iu-~i·Ó~''df1~tic~ en lol:i niveles de calcio intracelular junto con 

varios indicadores'i'apoptÓtiC:o~~:'~Oñ"lo la fragmentación y condensación del ADN, la 

translocación de I~ f();if'3i'idiJ~~fii)~°:(PS) a la cara externa de la membrana plasmática 

y la activación de l~.C:~i·~·~~:~-:3;y de la caspasa-8. Uno de los eventos más 

tempranos en este proc~~~~_5(,~~_;~Y;~~t,-~s oxidativo debido a la formación de especies 

de oxígeno reactivas (EOR)~ii'sei: C:-6nace la participación del anión superóxido (02·°). 

del peróxido de hidrógen() (H;ó'~):y d~I oxígeno en singulete (102) durante la muerte 

celular de neuronas bajo /di~W.;tos estímulos. Dada la importancia del estrés 
.. · _,, .. ···. 

oxidativo en una gran cantida-c(de:procesos fisiológicos y patológicos estudiamos el 

papel de esta condición en lá - muerte apoptótica _de las CGC inducida por la 

privación de potasio exctracelular. -

Mediante el uso _de - las·.-_ técnicas espectrofluorométricas y de microscopía 

demostramos en este tr~-baj·~· q~e durante la muerte de las CGC se genera estrés 

oxidativo cuatro horas de;¡-p~é~ dE? iniciado el estimulo apoptótico. El tratamiento con 
··-· .,,-.;-'·'·,_,·" . ·--

moléculas antioxidantes~;,;vitada-,'muerte neuronal, así como todos los indicadores 
-,'': .. .'. •; :·---·, ",· ,--

apoptóticos inducidos con la privación de potasio extracelular. De todos los agentes 
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antioxidantes utilizados, la enzima superóxido dismutasa (SOD) resultó ser el más 

efectivo. De acuerdo a esto y a otras medidas directas sugerimos que una de las 

EOR activas en este proceso es el 0 2·-. Encontramos que distintas EOR inducen 

distintos mecanismos de muerte en las CGC. El 1 0 2 y el 02·- inducen muerte con 

características apoptóticas en la cual hay una activación de las caspasas 1, 3 y 8, 

así como la translocación de la fosfatidilserina (PS) y la condensación de los 

núcleos. Por otro lado, el H202 induce una muerte necrótica, caracterizada por un 

daño membrana! y la ausencia de actividad de caspasas, de translocación de la PS 

y condensación nuclear. Finalmente, sugerimos que un posible origen del 02·­

participante en la muerte apoptótica de las CGC podría ser el complejo enzimático 

membrana! NADPH-oxidasa. En el presente trabajo demostramos la presencia en 

lasCGC de cuatro de las subunidades de esta enzima y una activación de la misma 

inducida con bajo potasio. La presencia de dos inhibidores de este complejo 

enzimático evita marcadamente la muerte inducida con este estímulo. 

Concluimos que el estrés oxidativo es una señal necesaria para la fase inicial 

del proceso de muerte apoptótica inducido con la privación de potasio extracelular 

en las CGC. Una de las principales EOR involucradas en este evento podría ser el 

02·- que sería producida por la NADPH-oxidasa. Aún queda por aclarar cuáles serían 

los mecanismos responsables de la inducción de la actividad de este complejo 

enzimático en respuesta al estímulo apoptótíco. 
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ABSTRACT 

Apoptotic c§ll death is a process involving several molecular mechanisms in 

the elimination of cells during pathological and physiological events such as 

neurodegenerative aisoiderii(á'i-;ci 'f1~ur¡;nal death during development. This type of 

cell death requires thl:;·_¿arÚcip~Ú~~ of a large variety of pro and antiapoptotic 

molecules as well ai:i t~:e inv()r:"e.n.lent of a series of intracellular signals like oxidative 

stress. 

During cer~be1il'Jrh{de0~1~'~1"J1~nt a population of neurons dies due to lack of 
:: .;.:'..' . : ' ~.~ •. , .::<~)-':.:.~' :·y ";:~,, ::-"'!:: i-~;·i.:~·> '.·: '. '. ·._ -._- .\: ;· .; 

presynaptic inputs frofri}fif?.í:lr~'i:t~át provide trophic signals. This condition can be 

mimicked in vitro / l::>y!/(g~b~iAg cerebellar granule neurons under depolarizing 

conditions (25 mM Kc1':'k2s):.,rridthentransfer them to a non-depolarizing medium (5 

mM KCI; K5). Under th~~;~\r~J';j~ditÍCJns··a ~ecrease in intracellular calcium levels 

occurs and after 24~~,~;;~f'~~R~"~-~é~~~!l.~-~;~fa,;:.~ith apoptotic characteristics including 
nuclear condensation .:.,::a:rid '.1:frag mentatiory ;··'' phosphatidylserine translocation and 

caspase-8 and caspase'~3 él~ti\,,~ticin'·'i~'·olJ'~~'rved. An episode of oxidative stress is 

observed early during this~.·~~b';;~~s'. ~f:6'eri d~ath. Superoxide anion (02·-), hydrogen 

peroxide (H202) and singl~t-'6~~~~¡:,•· ( 1 02) have been proposed to play a key role in 
·.. ,..··· .. .. . . .. -

cell death. Due to the relevarÍce of oxidative stress in neuronal death, in the present 

study we evaluated the'_inv~l~~rnE3nt of. this. condition in apoptotic cell death of CGC 

induced by potas~iurrld~p-~i~é"l~ion (K5) .. 

Using spectr6.t1Übf;;Í-rietric and microscopic techniques we demonstrated that 

during CGC deát~ ind"ué:edby potassium d~p~ivation an episode of oxidative stress is 

generated;4hafí~rthevons~t of the apop~btiC:stimulus. An early event in this process 

is a ·r~d¿~~¡6ri]6f' i~~{élcell~lar calcium.TreatlTient with several antioxidants prevented 

cell death, ~u~~;~~id~ di~mutase (sod) b¡;;iílg the most potent agent. This and other 
' ' ' '"•;. '·. ·":~ ' "-~ -· ' ·.. ..,_ - '.. . ., . ' 

evidences suggest /a key role. of o~·::·: in this process. This protective effect is not 

mediated by cal~i~~ levels rÍ1Ódifi6~tio~; 
We also demonstrated th~t different ROS in CGC induced different 

mechanisms of cellular death .. :+h·e; 1 0 2 and 0 2 ·• induce death with apoptotic 

characteristics including caspase-1, caspase-8 and caspase-3 activation, 

phosphatidylserine (PS) translocation and nuclear condensation. In contrast, H202 
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induced a necrotic-like cell death showing membrane damage, lack of caspases 

activation, phosphatidylserine. translocation · and nuclear condensation. Based on 

these an oth~r ~esu'lts, vve· suggest that . 0 2 ·- is a main ROS involved in apoptotic 

death of cC3§':ii~~-d'á~d~):l~\dep!!'ta'tioºn".at"depolarization and that NADPH-oxidase 

could be the inain·s~ürcie of this RO~; In Hne with this idea we found the presence of 

tour subunits of this enzymatic complex in CGC deprived of KCI and marked enzyme 
- . - - . ' 

activation as well as over expression and translocation of sorne subunits to the 

membrane of the enzyme. Moreover, two inhibitors of the enzyme prevent cell death 

induced by KCI deprivation. 
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INTRODUCCIÓN 

1.1. Apoptosis 

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada con características 

morfológicas, bioquímicas y moleculares particulares. Algunas de las características 

moleculares son: condensación y fragmentación nuclear, encogimiento celular, 

formación de cuerpos apoptóticos. Los cambios bioquímicos y moleculares son la 

activación de proteasas de cisteína, conocidas como caspasas, la fragmentación del 

ADN en fragmentos regulares, la translocación de fosfatidilserina de la capa interna 

a la externa de la membrana plasmática y la activación de transglutaminasas, entre 

otros. (Golstein P, 1997; Cohen, 1997; Martin y Green, 1995; Morán et al., 1999; 

Nardi et al., 1997). Este tipo de muerte es un proceso activo que ocurre de forma 

secuencial y ordenada y que requiere de energía y de síntesis de ARN y proteínas 

(Oppenheim, 1990). En este tipo de muerte se preserva el sistema membrana! lo 

cual permite la formación de cuerpos apoptóticos, que se autodegradan o son 

fagocitados lo que evita el vaciamiento del contenido celular (Chimini, 2002; Green y 

Beere, 2001) y la consecuente reacción inflamatoria tisular (Kerr et al .. 1972; Ellis et 

al., 1991; Lockshin et al., 2000) (figura 1.1 ). A diferencia de la apoptosis, la muerte 

necrótica es un proceso de degeneración celular pasiva, con lisis generalizada de 

los componentes intracelulares,, ruptura de las membranas internas y plasmáticas y 
-.- ... 

el vaciamiento del conterÍido''cito'r:)1ésmico y de los organelos al espacio extracelular, 

con el consecuente p~oceso infl.;;,.:r;'<:ltorio del tejido afectado (figura 1. 1 ). 
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Apoptosis 

citoplasma _./ 
=-L ~._---.;..~~-: 
< 

Figura 1.1. Diferencias entre la muerte celular apoptótica y la muerte necrótica. Cuando se genera la 
muerte apoptótica, ocurren cambios en el núcleo, los organelos y las membranas que llevan a la 
formación de los cuerpos apoptóticos. En la muerte necrótica hay degradación del contenido celular y 
lesión celular. 

Las caspasas son proteasas de cisteína que forman parte de la maquinaria 

bioquímica que participa tanto en. la.parte iniciadora como ejecutora de la muerte 

apoptótica. Hasta ahora se han idef;tificado catorce caspasas, las cuales se dividen 

en iniciadoras y ejecutoras. Dichci'.;~f~°S;ificación se basa en la participación temporal 

de las caspasas en el procese> cl~~ri;'~'érte celular (Hengartner, 2000). Las caspasas 
• • .--··-~ ,~~· > ' 

iniciadoras activan a su vez a la~(~a~pasas ejecutoras que tienen como sustratos las 

proteínas intracelulares (Kum~r·~it;;)::~·ioo2) como los receptores, las enzimas, las 

proteínas estructurales, etc. :(op'~;h~eiin, 1990). Las caspasas iniciadoras se 

caracterizan por tener un prodominió:largo (secuencia de aminoácidos conservada 

que caracteriza a la procaspasa) ~·diferencia de las caspasas ejecutoras, que tiene 

predominios cortos. Aun no se conoce muy bien el papel que juegan todas estas 

caspasas en la muerte apoptótica (Hengartner, 2000) ·(figura 1.2). 

Las caspasas reconocen una secuencia de al menos cuatro residuos de 

aminoácidos, siendo el último un residuo de aspártico. La selectividad de la caspasa 

por su sustrato se determina por la secuencia de los tres aminoácidos que preceden 

al residuo de aspártico (Martín y Green, 1995). Estas proteasas se encuentran 

presentes en las células como zimógenos que requieren ser procesados para 

9 'rr.s.r;~~ c.,:q~·,;--.~.·-. -
1
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activarse. Todas las procaspasas están constituidas por un predominio y dos 

subunidades catalíticas. La activación de la procaspasa se inicia éon la 
- ,· ,-_.· 1 

fragmentación de los tres'.dorninios Y}ª asociación subsecuente de las subunidades 

catalíticas dando~lugar~;tun-¿~;.n'~lej8""~é"or1"üna actividad proteolítica (figura 1.2) . .. , . -,-- _. - --·; . . -···:.·,._ -

La generación ele los tres\f"r§l'gmentos puede ocurrir por la acción proteolítica 

de la misma caspasa o de u~a ciif~,~~i-!t~ Cfigura 1.3a). Esto se debe a que comparten 

la secuencia que incluye al resi~Ui:t);ae'. aspártico (figura 1.2). En el caso de las 

caspasas iniciadoras, como la ca~¿·~;;;;it·8)j~~·sugiere que ocurre una autoactivación 

debido a que las procaspasas' tié~·e;~~?1i'.Jriia\~ctividad catalítica basal muy baja. La 
·'·-· . ."··-· -"· ' .. 

actividad basal es suficiente paraacti~ada'~;;;C::uando estas se aproximan por acción 

de proteinas adaptadoras (Salves;,;;¡[~i:;~/;;1999) (figura 1.3b). Otras caspasas 

iniciadoras, como la caspasa-9, p~~de·~"·~6t·i:\l~rse por la formación de complejos que 

promueven su activación (Hengartn·~;}2a'ao) (figÚra 1.3c). Finalmente, las proteínas 

efectoras se activan por un proce~~;~.i~rt6~'directo de las caspasas iniciadoras (figura 

1.3.a). -~: ~; <~~/~~ ~·; ,'.' 
Dos de las caspasas iniciadofki'~ ~á~~~t~diadas son la caspasa-8 y la caspasa-9. La 

unión de un compuesto c6ñ s;¿ ~e;;'¿'¡;~i¿;f.:m~mbranal (Ashkenazi et al .• 1998), induce 

la agregación de una se~ie de 'pfote"ín~s'~daptadoras en la parte citoplásmica del 

receptor formando un cómplejo' cono'Cidc)' 6c:Jmo DISC (death-inducing signaling 
;· ' .. · ... ";' . 

complex, por sus siglas en inglés). i::;,;te. complejo une la procaspasa-8 con una 

afinidad alta por y estimula la aútoadivaciónpor proximidad (figura 1.4) (Hengartner, 

2000). 
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Figura1. 2. Clasificación y estructura de las caspasas. En A se enlistan las caspasas conocidas y su 
función propuesta, así como la similitud entre ellas de acuerdo a su secuencia. En B una caspasa 
activa en un modelo de a. hélices y hoja J3 plegada. En e la estructura de una procaspasa con las tres 
subunidades o dominios, uno llamado predominio o dominio de muerte, un dominio pequeño y uno 
largo. Las zonas con puntos negros indican los residuos de cisterna, que es el sitio catalítico de las 
caspasas. (Thornberry and Lazebnik, Science 1998, 281:1312-1316). 

De manera similar, la caspasa-9 se activa mediante la formación de un 

complejo molecular llamado apoptosoma, constituido por la procaspasa-9, ATP y dos 

proteínas de origen mitocondrial: Apaf-1 (factor apoptótico activador de proteasas) y 

citocromo c (cit-c) (Hengartner, 2000) (figuras 1.3 y 1.4). En algunos modelos se ha 

sugerido que la activación de la caspasa-8 lleva a la liberación de algunas moléculas 

mitocondriales responsables de la inducción del apoptosoma y, en consecuencia, a 

la activación de la caspasa-9. Independientemente del proceso iniciador, al final de 

la cascada de proteasas se induce la activación de caspasas efectoras como las 

caspasas-3, 6 ó 7, las cuales son responsables de la fase ejecutora de la muerte 

apoptótica (figura 1.4) (Lockshin et al., 2000; Zhung, et al., 1999). 
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Figura 1.3. Modelos para explicar la activación de las procaspasas. En el panel a se muestra la 
activación de procaspasas por otras caspas. La teoría de la proximidad que explica la activación de 
caspasas está basada en la actividad basal de las procaspasas que se ilustra en b. En e se muestra 
la formación del apoptosoma que es una estructura compleja que induce la activación de la caspasa-
9. (Hengartner, Nature 2000, 407:770-776). 

Además del cit-c y AIF, otras moléculas asociadas a la mitocondria e 

involucradas en la apoptosis son las proteínas pertenecientes a la familia de Bcl-2. 

Estas moléculas pueden tener una participación proapoptótica, como en el caso de 

Bax, o antiapoptóUca como el Bcl-2. Se han clasificado en tres grupos. El primero 

incluye las moléculas antiapoptóticas Bcl-2 y Bel-XL (Hu et al., 1998; Li et al .. 1999; 

Nuydens etal/_2()0Ó),q~e presentan cuatro dominios cortos con una homología alta 

en los dominios ·c;Ónoc"idos C::omo BH (BH1-BH4), así como una cola hidrofóbica para 

el reconocimient¿;nÍitocond~iaÍy del retículo endoplásmico, en donde se sabe que 

también participan. El segundo grupo, que incluye Bax y Bak con actividad 
,------------- --
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proapoptótica, es similar al grupo previo, pero carece del dominio BH4. El tercer 

grupo incluye moléculas proapoptóticas como Bid y Bik y se caracteriza por 

presentar un dominio BH3 de 12-16 aminoácidos (Hengartner, 2000} (figura 1.5}. 

Figura 1.4. Activación de la caspasa-8 por un receptor de muerte. Para este ejemplo se ilustra la 
activación del receptor CD95L conocido también como Fas. Cuando el ligando se une al receptor se 
acumulan las protelnas adaptadoras como FADO que unida a la procaspasa-8 induce su activación. 
Cuando la caspasa-8 se activa puede entonces activar a la caspasa-3 (caspasa ejecutora). También 
se ejemplifica la activación de la caspasa-9 por la liberación de moléculas mitocondriales. Se ilustra 
también la participación de otras moléculas como las IAP's que inhiben las caspasas, asl como la 
inhibición de estas por Smac/DIABLO. (Hengartner, Nature, 2000). 
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Figura 1.5. Comparación entre los dominios existentes en las secuencias de algunos miembros de la 
familia de Bcl-2. Se ilustran los dominios BH característicos de estas proteínas así como la cola 
hidrofóbica en ef extremo e-terminal {TM).Los grupos 2 y 3 tienen actividad proapoptótica mientras 
que el grupo 1 tiene actividad·antiapoptótica. {Hengartner, Nature, 2000). 

Como se mencio,r.ió~' la liberación mitocondrial del cit-c es uno de los pasos 

necesarios para formo:ifa{~ei/a~opto~osma que activa la caspasa-9, una de las 

caspasas iniciadoras .~'á~·\ii;+;p:~~a:~t~s. No se conocen con exactitud los 

mecanismos de esta lib~?'c:i~í'3~·_.~··¡i~~~.'.~e ha propuesto que podría ocurrir a través del 

poro de transición ci;,{·/~~·frii~~~ilici;;/ci mitocondrial (PT) (Hengartner, 2000) y/o 
- . --· ' i' ' .... ·~. . . ' "',. ;, ' ,. 

mediante la participaéión'ae'algÚnas proteinas de la familia del Bcl-2. Una propuesta 

sugiere que el cit-c se libera a través de un poro formado por proteínas de la familia 

de Bcl-2 con o sin la participación de proteínas de otro tipo. Otra posibilidad es que 

algunos de los miembros proapotóticos de Bcl-2 indujeran la ruptura de la membrana 

externa mitocondrial probablemente por procesos de oxidorreducción, facilitando así 

la salida de los componentes mitocondriales, incluyendo el cit-c (Hengartner, 2000). 

Existen moléculas antiapoptóticas que, se cree, participan directamente sobre 

las caspasas, como es el caso de las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAP). 

Esta familia de proteinas comprende una gran variedad de moléculas con un alto 

grado de conservación en su estructura primaria. Se han descrito proteínas en virus 

(CllAP, OplAP, Cpl..l\P, AclAP, ASFIAP), en mamíferos (XIAP, c1AP1, clAP2, NAIP, 

BRUCE, Survivina, plAP), en insectos (DIAP1, DIAP2), en nemátodos (CelAP1, 

CelAP2) y en levaduras (SplAP, AclAP). En varios estudios in vitro se ha podido 

demostrar que la sobreexpresión de una proteína de esta familia evita la apoptosis a 

traves de caspasas (Deveraux et al .. 1999; Hengartner, 2000; Lockshin et al., 2000). 
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muerte apoptótica (Chua et al., 2000; Kruman et al., 1999; Overbeeke et al., 1999; 

Petersén et al., 2000; Sak~guchi. et al., 1998). Los cambios en el pH intracelular 

también puedendeser~~~del1ar.1a,'muerte apoptótica, y en particular las neuronas 

son muy Sensit:iÍ~~~;t1c:/~ecart1b'iá'~:É:fii~et~8'(Óingc:Edal., 2000; Overbeeke et al., 1999). 

En losúltiírío~º~b.~~~~¿n~c:les(:'rit~· u'n proceso de muerte inducido y regulado 

por un estimulo-qÜ~'«;r·i·glnalniente'se ~soéió ex~lusivamente a la muerte necrótica. el 

estrés oxidativo~c'~f~b~~Y·~~ál.: 19~6; Kowalfowski et al., 1999; Kroemer et al .. 1998; 

Nicholls y Budci):=2ci'oo;.'sai<~'guchi et al.; 1s98; Samali et al .. 1999; Schulz et al .. 
e· ·-· ..... ". ·. 

1996; Valencia y Moran, 2001 ). El papel del estrés oxidativo en la muerte apoptótica 
,·····'°'' :.· . 

se describe abajo y; dado que representa el tema central de este trabajo. se incluye 

un primer anexo.sobre este particular al final de la Introducción. 

1.2~ Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se define como una condición en la que hay un serio 

desbalance ·entre los niveles tanto de especies de oxigeno reactivas y las defensas 

antioxidantes en una célula. Las razones del desbalance pueden ser por una 

condición que genera más E()R <:> por un deterioro en las defensas antioxidantes 

celulares (Halliwell/ 2003). El estrés' oxic::lativo se asocia generalmente con una 
-, . ' . . ... " - --. . . > ·- -:· ·- -· . 

producción excesiva de EÓRJ~~/ca...;,·() é:fe radicales libres. Los radicales libres son . ''" ... ". --···. - . _,.-.,. ·-.. ·"" -

todas aquellas ~spéÍcies.~quÍrTiÍcas0icf~e;étienen un electrón desapareado en su 

:::~:~:~:~:c!1~111~t~~J~~{f {jr~~::.:~::;::::::~:;:::~::~:::: 
:::~:~:::~~~fd:~~I:~,~~r~~~;~l~~~i~:=::~,;::=:~:::= :::~~::~:: 
patologías, así como en procesos fisiológicos durante la reestructuración celular y el 

desarrollo de los organismos (Ceballos-Picot, 1997). 

Existen diversos sistemas celulares que pueden inducir la formación de EOR. 

La síntesis del óxido nítrico induce de manera secundaria la formación de 02··. La 

actividad de la xantina oxidasa. que es una enzima encargada del catabolismo de 
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los nucleótidos de adenina y guanina, tambien genera este radical (Arai et al., 1998; 

Lacy et al., 1998) .. Sin 'embargo, una ele fas fuentes de EOR más importantes es fa 

mitocondria, . que gener~S~~p6ritá~ec¡0ente tanto 0 2 ·- a través de fa cadena de 

transporte.· de efectro':n'"13:1tf~tti~l·ífy.J~1:'i1_g~2r Óu et al.. 1998; frani et al.' 1998; 

==~~=~~=a:::[(~~\í~f ~~~¡~~~i~~~~gEe~~:;;::::~~=~:=~~=;·.~;:;; 
Mattson et al:, }99~;~;Nichoffs'~t;¡;¡f;t2?00;':0verbeeke et al., 1999; Petersén et al., 

2000; Sureda e{~/~'~1~:#~fl/~l<e:€.e't;é1/?.~:~:~*;·Zhuang et al., 2000). 

Se sabe que·en-céfufas ¡jef sisterria i~mune (macrófagos y neutrófifos) existe 

un complejo en~i~áii6i;}[l1'~-~~'~();,·_N/}·~~µ~oxidasa que está conformado por 5 

subunidades, dos me~b~~r;~-,~~; 1~' ~d~u~id.ad catalítica gp91-phox y fa p22-phox, y 

tres citosóficas, la p4.0~p~C>x}"·1á\'p47~~h¿;~ y '¡a p67-phox. Este complejo utiliza Rae 

como cofactor y esfa\:lncarg'ac:lC:, defor~aró2·" con fines microbicidas, generando un 

proceso ffamado ''ex~h:Jsi6n r~s¿ir~toria .. '(i:).¡atchunk et al., 1997; Hua et al .. 2000; 

fnoguchi, 2000; Janes et ~l., 2000; Pick ~i.:ii/., 1987; Sumimoto et al., 1996; Zhuo et 
al., 1997). . ':<·. 

El estado oxidativa· en· una ·célula• es. el resultado del balance entre fa 

producción y fc¡'efi¡.i.,inaC:iórl d~··. 1~k· E:O~;'')kor:Jo .que los sistemas antioxidantes 

endógenos jueg~~-f¡~ ~apef ·¡~:,¡;
3

6rt~nt~;~~ 1a'.f.\d;'.riei6stasis celular. Existen dos tipos 

~:~~~::=.~:jf~i¡~,rirl~tf~~i~~:g~~~f~" ~~:i· :=::~::~~ :~:~·:: 

~~;Iiá~i~f f tlitili~}-~~~t~~t?.f :f ;t;f f ~f EIO~ 
tocoferof, se f~ca'iiz¡;;·ri ;,;\_;;5 ·¡.;¡¡,;;;.;t;~~r;ás celulares evitando reacciones oxidativas en 

los lipidos y proteínas "1Tlembraria1E!~; otros antioxidantes como el ácido ascórbico, el 

úrico y el glutatión se disfritiuyer; E!~ el citoplasma. 
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En los últimos años se ha relacionado una condición prooxidante con la 

muerte celular necróticá o apoptótica en distintos estados fisiológicos o patológicos 

(Fiskum et al .• 1999; Kroemeir 'et al., 1998; Nicholls et al., 2000; Samali et al .. 1999). 

Más recientén~'ilt~~"s~~t1:a,~b:N:il:J~u~iti3i11cluso que el estrés oxidativo participa como 

una señal qué·~~gÚla y'~oritrc;i;;tn~r'proceso de muerte apotótica. Para diversos 

:;n~:~~:::;t¡~11~1~~~iffif J~~~=~ :e~:::~E~:;;:;!::~~; ;:=:: ~ 
activación de la vif 'de:.~eñaii~;~6i~n,a traves del receptor Fas (Greenlund et al., 

1995). También e¡i o~íg~n();i~~·ir1gC1'~t~ (102 ) se ha asociado con los procesos de 

estrés oxidativo r de/:8;i~6 '.;6~1~1~:r:\en varios modelos, tanto neuronales como en 

otros tipos celulare~:.g~~'~ri/~tf~1.:~(·:2óoc; Manev et al., 1995; Moreno et al., 2001: 

Salet e~=I·~; :it~~itf'~~t~Jf~f .t~-un poro de tranisición en la mitocondria (PT) 

durante la mué~·~;;g~p:~-¡:)~6~i¿~;,;~·?r,~¿tótica, que tiene una relación intima con los 

cambios en el l:~'(C::i2; i;,'f;~6ei~l~r\y:'r'~;'g~neración del estrés oxidativo. Esta estructura 

se forma entre¡I~J~:~rl;i~.~~?~'.~€Af~fü~Y.la interna de la mitocondria cuando hay una 
ausencia externa.deínGcl~~tido'$;de?acienina, en presencia de concentraciones altas 

::~::~:::~"~]g~J~~tf t~~~f r~~e;~:~:~~~::::=:~~:ó;:.E~::v::~: 
membrana mitoc~ná'r1ci1. "ª11=',lf ·~~t.~Y~~mpuesto por una translocasa de nucleótidos 

de adenina (ANT)l"cicia'n~~ci~·;~;,\"1~<~~mbrana interna de la mitocondria, la ciclofilina 

D en la matri~ mitdco~d;i~l·~ífll8~~~~~{~niónico dependiente de voltaje (VDAC) en la 

membrana externá d.e la ~it¡;C:og~;l~/¿~s moléculas que regulan la apertura de este 

PT son Bax, las cin~~a~~ 'ci~'''.~rciú~erol, las hexocinasas, los receptores a 

benzodiacepinas y las cil'1asa~ de~ c~E!~tina (Crompton, 1999). 

Se ha sugerido que el PT tiene una participación importante en la muerte 

apoptótica ya que diversas moléculas proapoptóticas (AIF, Citocromo c, miembros 

de Bcl-2, entre otras) están relacionados con la mitocondria. Además se ha 

demostrado que cuando la muerte apoptótica se ha iniciado hay una pérdida del 
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potencial de membrana mitocondrial, lo cual se ha asociado a la liberación del 

cito cromo e y la ··activación .. de la caspasa-9. Tambi'én se ha propuesto la 

participación de ~s~e > PTer>la muerte ne.uronal asociada con una sobrecarga de 

calcio y con un.c~sti¡i¡·~c:-o~id~:{¡vó;'fei~éiona,dos eón episodios isquémicos (Crompton, 
1999; Hengar't~-e¡·;~~2~-bür7"t~;{ •• c' · .-,_ ? 

oxldas:~~{~f!~'i~~~~b;i~tili~~t~~t~;~e~:::~~~ó~:l;:~=n=o ~~~~~ 
diversos ti~ps;·c~lul¡;¡res;'fcomo•en•1as'n.~uronas centrales y periféricas (Hwang et al., 

=~~~l:·~j~(;~~~li~~~t1f i~~~~~~Tu~1!~~~~ 2~~::.·::::::::~:~~:~~1°~.0:: 
oxidasa~ la.NADti-ox,idasa depe7dié~te;de-~scorbato (Martín-Romero et al., 2002). 

~~~=:~Jj~~l!~~}l!ltli~l~f ~f~H~~i~~f lt~t7~~}3"~?!~ 
oxidativo como¡_;~ .'ne~áhisrn6 indu;;t6r deÍ proceso de muerte celular fisiológica que 

opera en el .desarrollo, determinando la citoarquitectura, el modelaje y la 

funcionalidad del sistema nervioso, así como en la muerte patológica que se observa 

en el daño con la hipoxia/isquemia o en las enfermedades neurodegenerativas como 

la enfermedad de Parkinson, Huntington. Alzheimer. etc. 

'1.3. Neuronas granulares del cerebelo 

Durante el desarrollo del sistema nervioso ocurren una serie de procesos 

requeridos para completar los procesos de maduración y diferenciación celular. En el 

cerebelo de la rata, existe una gran actividad celular y molecular durante la 

proliferación, diferenciación y migración de las neuronas cerebelares previas al 

nacimiento y durante las siguientes 3 semanas de.vida del animal (ltoh, 1984). Otro 

de los procesos fundamentales durante.est~:·i;;tapa lo constituye la muerte neuronal. 

Se considera que, después del nacim-ie.nt~. cerca de la mitad de las neuronas 

generadas durante la etapa de proliferación mueren como resultado de la activación 
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de un programa de muerte en respuesta a señales externas e internas (ltoh, 1984). 

Se ha sugerido que esta muerte es .de tipo apoptótico. 

Las néuroí1as \gr8:nulares deÍ cerebelo 'constituyen más del 80% de las 

neurc:inas'"cie"'e';~l~'~str'tafo"-h3'T'E'\itai'c'éíi'.ii~'soesci-íc;c;'a'1izán-en 1a parte más interna de 1a 

:~::.~?~~il{~lt~;&li~lt~!f:1~j~~f E~!~~:~:·.:~~::.~::~~:~:~ 
canasta, las·célLJlas'estrE;¡lladas; losélx?~~s·cje las·células granulares y los árboles 

dendríticos de 1ai;i::'~1'~1a~ d~ p'Jr~iíljei; lé!<~~·~¡;i ciei Purkinje contiene los somas de las 

células de Purkinje .y la capa' granular está:constituida por las células granulares y 

las células de GibÍ~i Ótoh, 1984). '.-·;~~' ' 

Durante ciertos periodos criticbs'd~r;8esarrollo del cerebelo (las tres primeras 

semanas después . del na~imiento),i·1a~ -~~.uronas granulares reciben aferencias 

colinérgicas:y glutamatérgicas de_los' núcl;ci~ pontines provenientes de la médula 

espinal. Se•ha .sugerido que estas :·'at~/e'p~i.~s representan una señal trófica que 

promueve la diferenciación y .la·, ~c;i:;·~ei~ivencia de estas neuronas. Así, el 

establecimiénto correcto de las ·c::'ci·ñg~¡()\Jí~~ contribuye a la regulación de la 
' ·~ ._- ;: - . . •. . . 

sobrevÍviencia de las céluias ,9r~rí.Ci_í'a'f~~~:t~·'~e, sugiere que esto se debe a un 

incremento del calcio intrace.lular q'.u~~Í;!6~el'#a~b de las sinápsis glutamatérgicas, se 

adelante,' en .• las ílel'.i~onas macl~raSi; E;5i~ ~ondición resulta altamente tóxica y 

constituye la C:a~~a d~·~uert~.e~citcitÓ,¿\~~ ~~éi;;~as y otras neuronas del SNC (Dessi 

et al., 1993). 
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El empleo de.los cultivos de neuronas granulares del cerebelo ha resultado 

ser un modelo muy útil para, entender los procesos celulares y moleculares 

involucrados en el ,de,sarrClll~ del, sistemas nervioso, como la migración y la 

maduración·f"leürci'n~i~y·~más·r~cietntemente, la muerte neuronal (Balasz et al., 198Ba; 

Morá;, ~t:.,;/;;T1'9~9)'.3:p~~~:,;q~~;;l~'s:~neuronas granulares sobrevivan en cultivo se 

deben rT!an.i~ñ-Ei!r'eini'dn·~H1~dioXc6'~';25 mM de KCI extracelular, lo que se cree que 

=~~:~=~~~iij~1J~!~~~~~f i~=~:: ::,~~:~:::::=:~'.~:~:~:::~~=s: 
extrace1Ü1~/:. en <;6~'ifi~6~ di:? i0 rl''euronas granulares que se han mantenido 

despolarizªciasipor' :más: de 5 i:Has in vitro, induce un proceso de muerte neuronal 

serri~jant~ ~:1~;-~;u~ ~a~a;fn vivo b¿ando se establece la competencia entre las 

conexiones ·de las fibras musgosas con las neuronas granulares (D'Mello el al., 

1993; Morán et al., 1999; Schulz et al., 1996; Valencia y Moran, 2001 ). Por esta 

razón 'este modelo de muerte se ha utilizado ampliamente para estudiar los 

mecanismos moleculares y celulares de este proceso durante el desarrollo. 

1.4. "Participación de las especies reactivas de oxígeno en la muerte 

apoptótica neuronal en el desarrollo y en algunas patologías". Valencia 

A. y Morán J. 
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RESL':\IEN 
La muerte apoptótica se caracteriza por ser un pro­
ceso activo y ordenado en el que particip::i un gran 
número de moléculas. incluyendo las caspasas. las 
cuales degradan una an1pl ia variedad de sustratos 
durante el inicio o la ejecución del proceso. Durante 
In rnuerte apoptótica se prcsent::i un estado de tensión 
oxidativa. 4ue parece in/luir de tnanera definitiva en 
Jos mec,:nisrnos de la apoptosis. El peróxido de hi­
drógeno! H .. 0.). el radical supcróxido (O;·). el radi­
cal hidroxilo 1 ·bJ-I). el peroxinitrito <ONob-) y otras 
especies re:1ctivas de oxígeno (ERO) se han relacio­
nado con el dar1o celular que induce la muerte tanto 
necrótic..:a corno apopcótica. Existen evidencias de que 
episodios oxidativos participan durante la muerte 
apoptótica en el sisterna nervioso. como en el caso 
de cierws p:Hologías (enfem1edades de Alzheimer y 
Parkinson. Síndrorne de Down. esclerosis lateral 
amiotrófic..:a l. así como durante el desarrollo del cere­
bro cuando se elitninan neuronas y se establecen las 
interacciones celulares adecuadas. En todos estos 
casos se ha propuesto que la tensión oxidativa podría 
servir corno una señal y/o un-proceso ejecutor de Ja 
rnuenc apoptótica. 

P1\ LABRAS CLAVE: Tensión oxidativa. apop­
tnsis . .:aspasas. desarrollo neuronal. 

.-\BSTRACT 
, \.poptotic cell c.le:uh is an active anti highlv ordered 
:=vcnt _that involvcs a large variety of tñolecules 
rncludrng c_aspases. These are protcases acting on a 
11urnh~r ot _substratcs during thc initiation and 
..::'<:_<.: uu_on ut •1poptosis. During apoptotic- cell death a 
..:ntrL·aJ 111c..:rc;L-;c m oxidntive stress occurs. which sce1ns 

~.'!I:":!.::=------------

to play a key role in this process. Hydrogen peroxide 
(H,0,) and sorne reactive oxygen species (ROS) 
are-involved in apoptosis. including superoxide anion 
(O:"). hydroxyl radical ("OH) and peroxinitrite 
(OÑOO-). A large body of evidence shows that 
ROS are involved in apoptotic neuron::il death in a 
variety ofpathological conditions such as Alzheimer's 
disease. Parkinson"s disease. Down"s Svndrome and 
lateral amyotrophic sclerosis. Oxidati~e stress a!so 
plays a role in other events in which neuronal cie;11h 
represents a strategy for eliminating undesirable cells 
as occurs during the development of the nervous 
system. In ali these cases ROS ha ve been suggested 
to actas a signal and/or the executor of apoptotic cell 
death. 

KEY WORDS: Oxidarive stress. apoptosis. 
caspases, neuronal development. 

INTRODUCCIÓN 
El interés por conocer y entender los mecanismos 
que regulan Ja muerte neuronal se ha incrementado 
desde que se estableció la distinción entre dos tipos 
de muerte celular con características particulares, la 
muerte apoptótica y Ja muerte necrótica. La muerte 
apoptótica es un proceso activo y programado que 
incluye Ja expresión de múltiples genes que contro­
lan cada uno de los pasos asociados con el proceso 
de Ja muerte celular, mientras que la n1uene necrótica 
es un proceso pasivo asociado con un deterioro 
generalizado de las funciones y de las estructuras 
celulares. 

Durante la maduración y desarrollo del sistema 
nervios~ casi la mitad de las neuronas mueren co-
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mo resultado de la co1npetencia por las células 
blanco y por el aporte limitado de conexiones 
presinápticns y/o factores tróficos. y se sabe nde­
n1:ís quc este proceso tiene características de 
1nuerte npoptóticn. Ln muerte apoptótica en el sis­
tcn1a nervioso parece estar asociada con algunos 
estados neurológicos agudos como Ja hipoglu­
cemia. la hipoxia. el infarto cerebral. la epilepsiu. 
etc .. así corno en estados neurodecenerntivos cró­
nicos como la enfermedad de Huntincton. la enfer­
medad de Alzheimer y In esclerosis lateral amio­
trófica. Muchos de estos desórdenes estdn reln­
cionauos con alteraciones en el balance energético 
<le las neuronas v. en rnuchos de los casos como 
consc:cuencia de .. esto. a Ju gt:neración Ue especies 
reacti\'as de oxígeno <ERO>. En diversos n1odelos 
<le muerte neuronal. este último factor parece ser 
detenninante para la génesis y la evolución Lle mu­
chos <.le los trastornos rnencinnados. 

Corno se sabe. un 111etabolisr11u aerl'>bico sicn1prc 
estd asociado a la producción Lle ERO. lo que ha 
lle\'ado a la evolución de una !..!ran \'ariednd desiste­
mas bioquírnicos ;:intioxid:mte":;. Por lo general un in­
cremento en 1:1 tensión oxidariva es un esrndo fisio­
patoLigk¡~ qu:: :·esuha ad\'erso par·a la célula que In 
<!Xped111.:nta. El desbalanc:e d..:I estado redox de una 
célula llevan la acumulación o generación excesiva 
de ERO. y:1 sea por un incrc-
111erll<> .:n ..:1 111..:tabolisrno oxi-
dativo o bien por las alteracio-
nes en Jos sisten1as :.mtio.x.idantc..·s 

r----------------. 
TESIS CCH 

FALLA DT~ C/:~lGEN - •. .J 

TENSIÓN OXIDATJVA: ORIGEN, BLANCOS 
Y DEFENSAS 
Para el establecimiento de una condición de tensión 
oxidativa se requiere de un incremento en la cantidad 
de ERO. Algunas de éstas incluyen al oxígeno en 
singulete ( 10,). ni anión su peróxido co:·). al peróxi­
do de hidrógeno (H,O,). al radical hidroxilo ("OH). 
al óxido nítrico (Nó-f y al peroxinitrito (ONOO-) 
entre otros. En In célula existe una runplia variedad de 
fuentes para la generación de ERO. una de éstas se 
encuentra en la 111itocondria .. particularmente en los 
componentes de la cadena respiratoria (Fig. 1 ). Du­
rante el transporte de electrones en In rnitocondria se 
forma el o:·de manera espontánea y se calcula que 
entre el 1 o/o-y el 50é- de los electrones transportados a 
este nivel forman dicho radical ( 1 ). El o:-iambién 
puede fonnarse por acción de la xantina oxidasa (en­
zima in\'olucr:ida en el catabolismo de los nucleótidos) 
que tienc corno sustrato a la hipoxantina y a la xantina. 
Se sabe que una modificación de In xantina deshic;Jro-. 
ge nasa por acción de proteasns dependientes de cal­
cio y/o por Ja oxidación de sus grupos tiol. se trans­
forma en la xantina uxidnsn. Otra fuente importante 
de la formación del o:· está dada por Ja actividad de 
la NADPH-oxidasa. fa cual es responsable de trans­
ferir electrones del NADPH al oxígeno molecular 
par:r producir el anión su peróxido (Fig. 2). Se ha de­
n1ostraóo la presencia de la NADPH-oxidasa en las 

Esp•tcio intcrn1cmbran¡¡J 

o. 

Ubiquinunas 

l\tl'mbr•n• ntllocundrlal 
lnl•rna 

:\.latriz mitocondria.I 

.... 

"' 

enuógenos. L:1s ERO son esp..:­
cies quí111ic:1s Llenvadas del oxi­
geno que incluyen aquellas 1110-
léculas que presentan uno o rnüs 
electrones desapareados en su 
último orbital molecular (radica­
les libres) y otras que sin ser r:1-
dic:1Jes libres son 1nuv reacti\'aS 
dada su poca eswbiÍiuad elec­
trónica. Las ERO pueden oxi­
dar proteínas (ntac:rndo resi­
duos azufrados y provoc::1ndo 
entreeruz:uniento proteico). lí­
pidos. azúcares. al :ícido des­
oxirribonucleico (ADN) v al 
:ícido ribonucleico (ARN).-que 
con10 consecuencia puede pro­
ducir daño y muerte celular. 

Figur:..1 1. Uno Je los silios donde se gencrun especies reactivas de oxígeno. 
espccifica111entc el anión supcróxido y el peróxido de hidrógeno. es en los componen._ 
tes de l:t cndcna rcspira.1ori;1 en Ja n1c1nbran:::i inrerna de la tnitocondria. Particulannen­
te en el ciclo e.Je las uhiquinon;.1s y en la succina10 deshidrogenasa se da la formación 
al anión supcróxido (O .. ··>: a su vez .. el anión su peróxido formado puede dar origen :11 
peról<ido de hidrógeno~ Las lineas lermin:id:is en punlo indican inhibidores de Jos 
con1poncntcs de Ja c::.dcna rcspiratori~. 
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Figura l. L~ ~ADPH-oxiü:isa es un:1 cnzi1na polipeptidica que tiene la función de 
g:c11cr:1r el nnilin superóxido :1 pan ir del oxígeno y el NADPH. Los componentes de 
esta t!'nzirna Sllfl gp9 l "1

' .. ' (con un :-.itio de uni<ln a F.·\Dl y p:?.:.-·""'; ;imbas subunidadcs 
se Joc:1liz;1n en 1~1 rncrnbrana pla:-.rn:itica celular .. --\dcn1tis. p..to~ .... ._ p471'""' y p671•h ... son 
co1npnncntcs .:uosólic:..~o'> que :-.e unen a las suhunicJadcs n1e1nbrnnales para confor­
mar la cnzi1!1a activa. Algunl'IS componente~ de esta enzin1a ( p-10"'"'\ p47r'•••• y p671''"") 

snn pr,1tc11:a:-. 4ui: .... <...,ntii.:ncn Uo1ninio..,, c:spc:i.:ificn:-. J1~11no.1t.Ios SH3. Jos cuales son 
lh:CC!->ari,>:-. r~Jr;1 el C'Sl~1bh:ci1nic:nto t.Icl l.:'ornplcjo activo t.lc la enzima. Ademñs. se 
re4uicrc: t.Ii:- u:1a n1olécula acopladora pc4ucña 4ut! tiene Ja ..:a.pacido.id de unir GTP 
IJan1;uJ;1 Ra.:. Lo:-. don1inios SHJ. pó.lrticularmcntc de la subunidad p47r""•. reconocen 
una ~ccui:ni.:1a nea cn prolinas cPLP) que favorece !a un1én y el ensamble de los 
co1nph:jo ... cnz11nüt1t:os. La llccha indica el puso de lu~ ClHnpuncn~es citosúlicos a un 
estado de .:sociacinn 1..·nn los dcn1cn1os de la mcn1brana dl!rantc la activación de Ja 
r::nzirna. 

Valencia Pérez A y Morán Andrnde J 

grupo hemo de Cu/Zn. Una ter­
cera isoforma de Ja SOD está 
presente de manera ubicua en 
los tejidos. Ja superóxido dis­
mutasa extracelular que también 
contiene Cu/Zn (ECSOD). La 
reacción en la cual la SOD dis­
muta el anión superóxido en pe­
róxido de hidrógeno es la si­
guiente: 

o;·+ o;·+ 2H· - H,O, + o, 
Por otra parte. el H,O_ es 

una molécula con capacidad-pa­
ra difundir a través de las mem­
branas. lo que la hace una mo­
léctifo con un mayor potencial 
dañino a cualquier nivel celular. 
incluyendo membranas. proteí­
nas. ADN. etc. Por tal razón la 
eli1ninación del H,0,es tan im­
portante como la -del o:·. y la 
enzima responsable de esta re­
acción es la catalasa (CAT). en­
zima dependiente de hierro (Fe 
TII) capaz de transformar el pe-
róxido de hidrógeno en oxígeno 
molecul:lr y agua. La CAT es 

neuronas de rnamífero. y en experimentos realizados 
con ratones úeticiences de esta enzima se ha observa­
do una reducción significativa de la muerte apoptótica 
inducida por la privación del factor de crecimiento 
nervioso o NGF en neuronas en cultivo (3-5). A pe­
sar de las evidencias encontradas en algunos mode­
los in vitrv e in vil'o. el mecanismo por el cual la 
NADPH-oxidasa incrementa su actividad no está cla­
ro. sin embargo parece depender de un incremento 
en la concentración de calcio intrncelular (3). 

una enzima compuesta por cuatro subunidades y 
cada una contiene un grupo hemo con Fe !JI. La re­
acción mediada por la CAT se puede resumir como 
sigue: 

Dentro de Ja mitocondria se encuentra una de las 
defensas más efectivas contra el o:·. la enzima su­
peróxido dismutasa que contieñe manganeso 
(MnSOD); esta forma de SOD se localiza en Jama­
triz 1nitocondrial y está compuesta por cuatro subuni­
dades idénticas. Esta enzima convierte el radical o~· 
en H,O, ( 1 ). En el citosol existe otra isoforma de fa 
SOD-qüe contiene dos grupos hemo. uno con cobre 
y otro con zinc (Cu/ZnSOD); esta enzima está com­
puesta por dos subunidades y cada una contiene un 

k 1 
compuesto I + H 2 0 

k2 
Compuestq 1 + H

2
0

2
· CAT-Fe(III) + H 2 0 + 0 2 

donde k
1 

y k~ son constantes de velocidad. Se ha 
calculado que para el caso de CAT del hígado de Ja 
rata k = I .7x 107 M- 1 s- 1 y k, = 2.6x 107 M- 1 s- 1• La 
estruc

1
tura exacta del compuesto 1 es incierta; el hie­

rro es oxidado a una valencia nominal de Fe(V), pero 
la des localización extensiva de carga en sus anillos 
hace que la descripción en su estructura sea muy difí­
cil de predecir. Es probable que la estructura del com­
puesto sea un intermediario entre el peróxido férrico 
(Fe(IIl)-HOOH) y Fe(V)O. El contenido de CAT en 

21.3 
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el cerebro es bajo. al igual que en otros tejidos como 
el c01·azón y el músculo esquelético. pero se encuen­
tra l!n altas concentn1ciones en el hígado y en los 
eritrocitos -

Otra enzirna antioxidante impo11a111e es la glutatión 
peroxidasa cGSHPx) Ja cual está presente en el cito­
plasrna y en Ja rnatriz mitocondrial. Esta enzinn1 es 
dependiente de selenio y existen dos isofom1as. con10 
dírnero \'como tetrámero. Tiene una alta actividad en 
el hícatÍo. actividad moderada en el cerebro. el cora­
zón y el pulmón. inientras que tiene una actividad baja 
en el inúsculo esquelético. Su sustrato panicular es el 
glutatión. una molécula de bajo peso mole..:ular rnuy 
abundant.: en los seres ,.¡,·os. Pur medio de Ja siguien­
te rca..:ci•;n es capaz de ayudar a la elirninaciÓn del 
H.O. de 111anera indirecta: 

L.0. + :::!GSH - GSS-, + :::!H.O 

donde el GSH es el dutatión reducido v el GSSG es 
el !!lutatiün oxidad<;: Ademds de Ja GS-HPx. existen 
va7-ias pc.:i oxic.Jasas <..JUC st! t:ncarg:1n Uc clirninar :.ll 
pc:-óxid<> de hidrógeno. entre ellas se encuentran Ja 
c11ocromu c peroxidasa. la NADPH pcruxid•1sa y 
varias pL~: 'ic.Jasas incspccífic.:as. 

Por otrn lado. <.lur•mtc la actividad sin:iptica y otras 
condicic.'1 -~s tanto tl~iológi..:as co1no pacológicas que 
involu..:rnn un amnentn intrucclul:tr de calcio ([Ca>]). 
se indu~-.- Ja formaci<;n de :-.io· a través de Ja activ;1-
ción de la sintetasa del <>Xi<.lo nitnco <NOS). El NO­
genc:rad<> puede reaccionar con el o~- para fonnar 
ONOO- y éste a su vez puede descomponerse en 
·OH. El radi<.:•11 hidroxilo no se origina por procesos 
enzimüticos. sino que se fonna principalmente a partir 
de H.O. en presencia de Fe'· por la reacción de 
Femoñ: -

Fe'·+ H.O. - Fe-'·+ -OH+ ·OH 

Existen algunas rnoléculas endógenus cap•1ces de 
atrapar el elt!ctrón de alta energía de Jos radicales 
hidroxilo v de esta rnanera evitar el daiio celular. En­
tre estas rÍ1olécuhts se encuentra el dcido ascórbico. 
la virnmina E. c!I dcido tirico. el GSH. algunos alcoho­
les (poi ioles ). moléculas conteniendo residuos de 
cisteína. Ja guanosina y eo111puestos aronuiticos que 
en sus anillos atrnpan dicho electrón inhibiendo la ca­
pacidad oxidante del rndical. 

'7'T-'s•··- r._-,-r---. 
ll~1 .'.:::Í v'.;;:, 

FALL.A ..... n-1; ,··¡·;·.-:0;:7M 
'---'=:::..:'-...::::._-·_\. ... ;.t~t..:t:~..1.1 

Otras enzinrns <:on actividad antioxidante en el sis­
ten1a nervioso son las hemo-nxigenasas. Existen dos 
tipos. Ja hemo-oxigenasa- 1 CHO: 1 ), que es inducible 
y la herno-oxigcnasa-2 (HO-:::!). que es constitutiva. 
Estas enzimas pencnecen a una farnilia de proteínas 
que incof1Joran el O. a un sustrato orgdn.ico para pro­
ducir gnrpos hidroxilo. por Jo que tienen la habilidad 
de utilizar el anión su peróxido como fuente de elec­
trones. La HO- 1 es una enzima n1icrosomal cuya ac­
tividad induce Ja fom1ación de biliverdina v rnonóxido 
de car-bono. La activación de Ja HO-l·depende de 
episodios de tensión oxidativa. y generalmente se 
presenta en combinación con Ja actividad de Ja Cu/· 
ZnSOD en Ja c:nfennedad de Alzheimer (AD) (4). 

Las ERO pueden actuar a diferentes niveles celu­
lares. inc!uyendo la peroxidación de los lípidos de las 
men1branas. Se conocen derivados de la Jipoperoxi­
dación como el malo11dialdchído <!'.·IDA) v el 4-hidro­
xinonenal <4-HNEL Durante su fon1rnéión pueden 
producir entrecruzarniento de las proteínas. atacando 
residuos de histidina y cisteina particularn1ente: en 
general las ER<) pu•,den ocasionar· daiin celular a di­
ferentes nin:Jcs (Fil!. 3). Se ha Jescrito un incrernento 
en la lipupcroxiclaci:5r~ Juego de episodios prolonga­
dos de isquemia. inyecciones de sal de hierro y daño 
por metil-mer·curio. Sin ernbargo. el daño c:;iusado 
por la tensión oxid•niva no necesariarnente incluye una 
peroxidación lipídica ( 1 )_ 

APOPTOSIS 
La 1nuenc apoptótica es un proceso activo y ordena­
do que requier·c de la síntesis de ARN mensajero 
(ARNm> y pr·oteínas. L•t apoptosis se caracteriza por 
una serie de carnbios celulares que incluyen la con­
densación y relocalización de la cron1atina. la frag­
mentación regular del ADN en segn1entos homogé­
neos de alrededor de 158 p•rres de bases, la pérdida 
transitoria del potencial de men1brana mitocondrial 
asociado a la liberación del citocromo c. la activación 
de transglutmninasas específicas. la translocación de 
fosfatidilscrina (PS) de Ja hímina interna a la externa 
de la mernbrana plasn1ática como resultado de Ja ac­
tivación de fosfolipasas específicas y la fonnación de 

·cuerpos •rpoptóticos. entre otros (3. 5). 

La activación del proceso de muerte incluye la par­
ticipación de una familia de protet1sas de cisteína 
·tcaspasas) que está involucrada en el inicio y en la 
ejecución de la muerte apoptótica (3. 5). Las caspa-
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Figur:1 -= ··•rnn :dg.unos e.Je los mecanismos de interncción durante el daño 
cclul01.r .•. ul .... · r la 1ensión oxidativa. El daño puede ser directo. con10 en el caso 
de la ox:• .,.,:· :>:-oleínas en grupos ·SH inducida por el H .. O .... o induciendo la 
fr¡:,gn1enc. \DN por el ·OH velo:-. Tambit!n h:iv dnño tnd-irecto. como es el 
p~·· .. voc.ad•"' 'r . !r-ren1en10 en Ja c~nccni:ración de calCio intracelular. que a su vez 
puede port .:1a:- tensión oxid:11iva. El incremento en el calcio intracelular no sólo 
activa al;·' a í -•casas depchdicnrcs de csle ión que atacan a componentes del 
citocsquck :, :· •O que tn111bién pu::dcn activarse nut.:lcasas que inducen daño al 
mouerial nu lt!ar .. ·\c..lern~is. la sohrcc:1rga de calcio en el rnitocondri:: facilitn la libera­
ción de F~ . ~· d .. · -=:.r.1 forrna. increrncnta el daño oxidante dentro de la célula. (Toma­
do y modifi-:11.ln de Halliwell. ref. 1 ). 

Valencia Pl!;rez A y Morán Andrade J 

la diferencia de que la caspasa-
7 es mitocondrial y la caspasa-
3 citosólica (5). La caspasa-3 
puede ser activada por otras 
caspasas iniciadoras como la 
caspasa-8 o la 9. Las caspasas--
8 y 9 necesitan ser reclutadas 
por otras moléculas conocidas 
como proteínas adaptadoras o 
reclutadoras para ser activadas. 
La caspasa-9 forma complejos 
con molé~ulas reguladoras per­
tenecientes a la familia del Bcl-2 
y con el citocromo c para acti­
varse. La caspasa-8 es reclu­
tada por los llamados recepto­
res de muerte, como el receptor 
al factor de necrosis tumoral 
("INF) entre otros. y se activa al 
formar un complejo peptídico 
con algunas proteínas adapta­
doras. iniciando de esta manera 
una cascada de proteasas que 
culmina con la muerte ceiular 
(5). Se ha descrito también la 
actividad de la caspasa- 1 en 
procesos de muerte celular. 
particularmente en la apoptosis 
observada por neuronas del sis­
tema límbico cuando se induce 
isquemia cerebral. Por otro la­
do, para la caspasa-2 se ha des­

sas contienen cm sitio activo rnuv conservado con una 
secuencia Q.-\CXG (en donde-X puedes ser R. Q o 
G) y se carac:·,rizan por tener una alta afinidad por 
los residuos de ácido aspártico en la posición P, lue­
go de la secuc:1cia de reconocimiento. Al igual que 
todas las protc:isns. éstas se sintetizan como zimóge­
nos inactivos que requieren ser fragmentadas un7i o 
más veces par;i conformar las caspas::is activas. Las 
caspasas tienen una gran variedad de sustratos como 
proteínas del citoesqueleto. proteínas citosólicas. 
proteínas nucleares e incluso otras caspasas. Seco­
nocen 14 caspasas que se han clasificado en dos 
grandes grupos. como iniciadoras y ejecutoras de 
acuerdo :1 ~u participación en la cascada proteolítica 
caractensu~~- La caspasa-3 es una caspasa ejecuto­
ra. que pan1c1pa en la fase final del proceso de muer­
te celular. al igual que la caspasa-7 con Ja que com­
panc nun1erosos sustratos y estructura molecular. con 

crito un papel tanto de caspasa iniciadora como 
ejecutora durante la muerte celular. que junto con el 
resto de las caspasas su integración en la clasificación 
de ejecutoras e iniciadoras queda aún incompleta. 

Existen otras proteínas asociadas al proceso de 
muerte con acción antiapoptótica. como la proteí­
na Bcl-2. que está asociada a la mitocondria y pare­
ce inhibir la actividad de la caspasa-9. Se ha pro­
puesto que probablemente la proteína Bcl-2 regule 
la actividad de la caspasa-9 mediante la interac­
ción con el citocromo c cuando éste se ha libera­
do de la rnitocondria y forma un complejo con dicha 
caspasa (5). 

Otras proteínas endógenas que intervienen direc­
tamente en la inhibición de la apoptosis son las llama­
das proteínas inhibidoras de la apoptosis o IAP's. 
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Estns proteínas contienen dominios característicos 
conocidos como BIR (dominio de alta homología con 
la IAP's de baculovirus). CARD (dominio de reclu­
tamiento de caspasas) y un anillo RING-.. finger'' (do­
minio que interactúa con el ADN en el carboxilo ter­
minal de la proteína). Las IAP's regulan la actividad 
de las caspasas inhibiéndolas mediante un mecanis­
mo desconocido hasta ahora. pero se sugiere que las 
ca~pasas se unen al dominio CRAD de las IAP's 
inhibiendo su hidrólisis y por tanto su activación. Se 
ha demostrado que la muerte apoptótica inducida por 
distintos estímulos se previene en algunos modelos 
neuronales de células si1np;íticas in l'itro n1ec.liante la 
sobre expresión e.le NAIP !proteína neuronal inhibi­
c.lo•·a e.le la apoptosis ). 

1.;.eciL:ntemcnte se ha den1ostrado que durante ia 
apnptosis se genera un estado de tensilln oxic..lativa 
cn1110 rcsput!st:.1 a una gran \:arie<lad de estí1nulos 
irn.luc:tores de la 111uerte celular. Con10 va se 111encio­
nó. se s;1be que las c:t!lÚlas responden a· daños oxida­
Li\'os n1t:di:.u11e la activacilln de las enzin1as SOD. 
C.·\ r y GSHPx. Se ha sugcl'i<.10 tamhi¿n que el B<.:1-2 
fuci:iona corno un antioxidante y que su acción anti­
"P' 1ptótii.:a se puede deber. en partt:. a esta activkbd. 
Sin einbargo. no existen evidencias clar¡1s que apo­
yen esta idea ( 1. 6). 

PAPEL DE LAS ERO, EL CALCIO Y LA i\11-
TOCONDRIA EN LA APOPTOSIS 
La 1nitocondria es un:.1 fuente itnpol'i...intc de ERO. 
particularmente de H.O. y o.::·. La formación e.le di­
chas especies se lleva a cabo durante el transporte de 
electrones <-'n la cadena respiratoria. Durante las pri-
1neras foses de la muerte apoptótica. los radicales 
su peróxido pueden ser transformados por la MnSOD 
dentro de la mítocondria en H.O •. el cual difunde ha­
cia el espacio citosólico en doñde es capaz de inducir 
la formación de radicales ·OH y producir daño celu­
lar ( 7). Adem;b. cuando hay alteraciones en la pro­
ducción de la energía celular. particulain1ente cuando 
algunos de los complejos de la cudena respiratoria 
estün alterados o c.lesacoplac.los (co1nplejos 1nitocon­
driales l. lll y IV). se observan can1bios en el equili~ 
brio celular del glutatión. que puede inducir un estado 
oxidativo importante (7. 8). Se ha demostrado tam­
bién que la síntesis de ATP se mantiene a lo h1rgo del 
proceso apoptótico. ya que se han detectado niveles 
basales de dicha molécula en mitocondrias aisladas 
de célul;1s que han iniciado el proceso de muerte 
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apoptótica. y esto se ha relaci'Onado con la produc­
ción de ERO en fases críticas de dicho proceso. Esto 
refuerza la idea de que la manutención de un estado 
energético de la célula cercano a la normalidad es 
crucial para 1nantener el proceso de muerte apoptó­
tica (7. 8l. 

Otro evento importante durante un episodio de 
tensión oxidnti va es la alteración en la homeostasis de 
calcio intracelular. particularmente por modificacio­
nes en las condiciones iónicas en los organelos que 
secuestran este catión. La tensión oxidativa afecta la 
homeostasis de calcio a diferentes niveles. Por un 
lado. las ERO pueden alterar canales y receptores 
relacionados con el movin1iento de Ca,•, como pue­
den ser los receptores al inositol 1.4.5-trifosfato o 
IP, y receptores a di fe rentes neurotransrrtisores. Esto 
se ha c.lemostrauo en células de corazón y riñón. así 
con10 en modelos de isquen1ia cerebral. Se ha des­
crito que el receptor a IP, es susceptible a oxidación 
y que cuando esto ocurre se modificad sitio de unión 
al ligando. impidiendo de esta fom1a una vía impor­
tante de señalización celular y llevando.por lo tanto a 
alteracion.:s en la re>?ulación de los niveles de calcio 
intracelular C7). Se ha Jemostrado q1,1e en el siste1na 
límbico ocurre un daño inducido por oxidación a los 
autorrcceptores de diferentes neurotransrrtisores. par­
ticulannente receptores a glutamato, lo que afecta de 
manera importante la comunicación sináptica en esta 
región del cerebro (9). Por otro lado. las ERO pue­
d~r: !~du1_·!:-- ':.'".' libero.ción rnasiva de calcio de pozas 
intracelulares como la mitocondria y los retículos 
endoplásmico y sarcophísmico. en parte por un in­
cremento en la peroxidación de lípidos rnembranales 
y corno consecuencia de un entrecruzrun.iento protei­
co que desestabiliza la membrana (8). Finalmente, la 
ATPasa dependiente de calcio puede sufrir unu inac­
tivación por acción directa de los ERO y/o por alte­
raciones me1nbranales donde se loculizu el complejo 
de síntesis de ATP. lo que puede generar cambios en 
las concentraciones de calcio en los diferentes com­
partimentos celulares (7. 8). 

Se ha observado tambit!n que un desequilibrio en 
el calcio intracelular puede generar ERO producien­
do un: estado oxidante importante en la célula corno 
resultado de una despolarización de la membrana 
mitoconc.lrial. Esta condición podría inducir la forma­
ción de las llamadas megamitocondrias, que son 
mitocondrias que sufren alteraciones en los flujos 
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iónicos. en particulnr de calcio, que han perdido la 
capacidad de regular el flujo de iones y agua. lo que , 
resulta en su hinchamiento, en un desacoplamiento 
de los cornponentc~ nroceicos de la membrana in­
terna. así como en desajustes energéticos. Cabe 
mencionar que estas megamitocondrias son relati­
varncntc comunes ÚL. ante eventos de rnuerte celular 
por apoptosis 17). 

En varios mode!C' ·~lularcs de muerte apoptótica 
ocurre una pérc)ida temporal del potencial de mem­
brana rnitocondrial. ...,sto se ha asociado a la forma­
ción de estructuras:: 1adas poros de transición mito­
condrial fi'vlPTl form.1do entre la rnen1brana interna v 
externa de la 111itoc0:·,Jrh1. Está constituido por un 
poro aniónko depent.111.:nce de voltaje y el transporta­
dor de nudet" ·los clr <1enina situada en la mernbra-
na intenia. y pnr la·· ·filina O. la cual inc..Juce su ac-
tivación. La acli' 1 del i'vli'T está rnodulada por 
otras prn¡eina·: com-. · ·cep¡ores a henzodiazepinas. 
hcxocina~as. ~inasas <•e !.!lic.:croL cinasas Je creatin6.t v 
pnr la pnHeína 8'1x. ::,>e-ha propuesto que la fonn;{-
r:•<>11 del :--·tPT :=s¡,-, ·nat1'1 con la liberación c..Jcl 
. :toc:rorno e v una ..:;u: L.tcnte activación de c3spasa-
9. sin ,,rnbai·~o es¡. ha podido ser dernos[rado. 
Se ha st:>:L'l°id 'r.,. ;, que el iVIPT se n1antenga 
corno co711ple_1::., ,',,. .1al se requiere de un estado 
oxid;ui,·n alto ~n l -:>condria. es c..lecir. la fonna-
ción ¡ernpnr-:11 de ' por ar-riba de uñ un1bral que 
pr·on1ue\'e la forn1ac' el n1antenirniento y Ja apertu-
ra del pon>. Algun:• .tudios proponen que el l'v!PT 
puede ser una vía d · ·dida c..Je especies reacti\'aS de 
oxígeno. particuhmr•' nte del o:· fonnado en la mito­
condria. La formació1: del poro-depende en gran me­
dic..Ja de una aheración en el calcio intracelular que 
conlleva a un desaju~:e en la permeabilidad de los 
flujos de este catión <!n la rnembr•ma mitocondrial in­
tern•1. P<tra la formación del MPT se necesitan. ade­
mds de un incremer.; •de calcio mitoc:ondrinl. otras 
condicil>nes especit 1cas como una reducción en la 
translocación de nucleótidos de adenina hacia la 
mitocondri:1. altas concentraciones de fosf:Ho inorgá­
nico (Pi) y peróxidos mitoeondriales (8). Sin embar­
go. hay algunos modelos de npoptosis en los que no 
se fonna el poro y sí se incremenw ln tensión oxidati­
va. lo que sugiere d::-..rentes vías de inducción y eje­
cución ue la apoptosi.s. 

Ademds de las nlterac.iones iónicas y del aumento 
en los niveles de ERC. el incrernento en las eoncen-
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traciones citoplásmicas de Ca~· puede traer como 
consecuencia una activación de endonucleasns o pro­
teasas dependientes de calcio. además de modifica­
ciones en la señalización intracelular lo que. depen­
diendo de la intensidad del estímulo. podria contribuir 
a que las células se recuperen o mueran apoptótica­
mente (8. 9). En general los sistemas de daño celu­
lar que involucran tensión oxidativa y calcio supo­
nen que parte de los mecanismos que se llevan a 
cabo son consecuencia de un aumento en las con­
centraciones de calcio intracelular. Sin embargo. en 
otros modelos se sabe que uria reducción de calcio 
intracelular puede acarrear un estado de tensión 
oxidativa. que puede terminar en la muerte celular 
con características apoptóticas. Es¡a condición ocu­
rre en algunos modelos de muerte programada du­
rante el desarrollo en la que una privación de estí­
mulo trófico representa una señal para eliminar a la 
célula (2. 10). 

La participación de las ERO en el proceso apop­
tótico se ha sugerido con base en experimento:; dori­
de Ja ac..lición de la SOD u otros antit1xidantes mantie­
ne ias célulns viables por más tiempo y/o reduce las 
posibilidades de que mueran apoptóticamente. El 
mecanismo de acción de las ERO en la inducción de 
la rnuerte apoptótica no se conoce. pero se ha suge­
rido que la tensión oxidativa podría ser una señal de 
inicio en este proceso. Una hipótesis al respecto. es 
que las ERO podrían activar a las caspasas tanto ini­
ciadores como eiecutoras mediante una acción direc­
ta o indirecca por un mecanismo aun no determinado. 
En modelos in virro las ERO son capaces de inducir 
alteraciones apoptóticas como condensación nuclear. 
fragmentación del ADN. alteraciones membranales y 
la activación de caspasas. Esto se ha demostrado en 
neuronas de la región CA 1 del hipocampo luego de 
episodios de isquemia cerebral. así como en neuronas 
privadas de factor trófico durante el desarrollo, don­
de en ambos casos se incrementan los niveles de ERO 
(8). Sin embargo. aún no queda claro si estos eventos 
ocurren directamente por acción de los ERO o como 
consecuencia de la activación de proteasas inducidas 
durante la muerte celular. A pesar de las evidencias 
que relacionan a la tensión oxidativa con la muerte 
apoptótica. la formación de ERO y que los tratamien­
tos con antioxidantes inhiben la actividad de lascas­
pasas y de la muerte, no se conocen los mecanismos 
que involucran a las ERO en el proceso general de 
muerte celular. · 
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APOPTOSIS DURANTE EL DESARROLLo" 
NEURONAL 
Está descrito que en etapas tempranas del desarrollo 
del sistema nervioso. las influencias pre y postsin:íp­
ticasjuegan un papel determinante para la diferencia­
ción y el est::1blecimiento de los circuitos neuronales 
que conformarán el sistema nervioso. Durante las pri­
meras etapas del desarrollo del siste1na nervioso de 
mamíferos casi el 50% de las neuronas mucre de 
manera programada. Se ha sugerido que esta muerte 
representa una estrategia para seleccionar tanto al 
número de células como a las mejor conectadas para 
tener la mejor organización funcional del sistema ner­
vioso maduro. 

En trabajos realizados en nuestro laboratorio con 
neuronas de cerebelo durante el desarrollo. se ha de­
mostrado que ocurre una 1nuerte con características 
apoptóticas cuando las células se someten a una defi­
ciencia de fa.:-wres tróficos o de estimulación sin:íptica 
sin1ilar a b que ocurre in l"i1·0. Durante la primera 
fase de este proceso de 1nucne <)Curre un<1 disminu­
ción de la [Ca'·], con10 un evento primario y crítico. 
La reducción ele la [Ca0

• ], conduce. a través de un 
mecanismo aún desconocido. a la generación de un 
estado oxid:uivo in1ponante. seguid-o de la transloca­
ción de fost:llidilserina <PS) a la lámina externa de la 
1ne1nbrana plasmática. de la activación de caspasas-
8 y 3 y un:1 condensación de la cromatina que prece­
den a la muene neuronal. Cuando las células son tra­
tadas con SOD. CAT o con otros antioxidantes se 
bloquean la rranslocación de PS. la activación de 
caspasas·S y.3. y se previene la muene neuronal. Esto 
sugiere que las ERO generadas luego de una dis111i­
nución de la [Ca'-], pueden disparar el programa de 
muerte y la cascada de activación de las caspasus. La 
protección a neuronas privadas de factores tróficos y 
neurotransmisores durante el desarrollo no parece 
ocurrir a tr:1vés de unu restauración de niveles de 
[Ca0 • J, ( 1 Ol. 

Se sabe también que una deficiencia del factor de 
crecimiento neuronal (NGF) en neuronas simp:íticas 
en cultivo genem un incremento de la tensión oxidati­
va y precede a una rnuerte neuronal con can1cteristi­
cas apoptóticas. La protección que dan tratamientos 
antioxidantes contra esta rnuene neuronal por priva­
ción de NGF es muy clara. y particularmente aque­
llos realizados con secuestradores de ERO ( 1 ). Utili­
zando este mismo modelo. se observó una marcada 
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dismin-ución en la muerte apoptótica de las neuronas 
privadas de NGF en ratones carentes de la enzima 
NADPH-oxidasa (2). Todo esto apoya la hipótesis 

____ que-plantea que un incremento en la tensión oxidativa 
-es un proceso temprano y esencial en la activación de 
la muerte neuronal por apoptosis asociada a la priva­
ción de factores tróficos. 

ISQUE.MIA, HJPOXIA Y MUERTE NEURONAL 
L'I hipoxia e isquemia son condiciones en las que ocu­
rre una alteración en el suministro de oxígeno y de 
glucosa en diferentes tejidos de los organismos, que 
en el caso del sistema nervioso generalmente se aso­
ciu a traumas v accidentes cerebro-vasculares. En 
cerebros isquémicos se presenta una considerable 
disminución energéiica. paniculannente en fosfatos 
org¡ínicos. por lo que los niveles de ATP disminuyen 
de manera in1ponante. En respuesta a esto. en un in­
tenlo por mantener los niveles de ATP en condiciones 
óptimas. se incrementa la glucólisis. presumiblemente 
a través de la desinhibición de la fosfofructocinasa 
íencargad:1 de transformar la fructosa 6-fosfato en 
fructn~1 1.6-difosfato durante la glucólisis), lo que 
trae con10 consecuendu indirecta un incremento en la 
producción de :ícido láctico. El aumento de :ícido lác­
tico induce un incremento en la concentración de 
protones [H•J en la célula y se genera una condición 
de acidosis l:íctica. El incremento de la [H•] en las 
células afc<:ta la estructura de proteínas. las tasas de 
:1ctividad enzimática. la reactividad de sustratos y los 
mecanisn1os de transporte a través de membranas 
( J 1 ). Adcm:ís. se sabe que esta alteración energética 
en cerebros isquémicos e hipóxicos aumenta la sus­
ceptibilidad a daño neuronal inducido por :ícido glu­
t:ín1ico. ya que durante estos episodios como resulta­
do del incremento de calcio intracelular se da una 
mayor liberación de glutarnato. lo que produce muer­
te neuronal qqe en algunos casos presenta caracterís­
tic:1s apoptdticas. 

Debido a las alteraciones membranales resultantes 
de una caída en la producción de energía y de Ja 
acidosis l:íctica. ocurre una entrada masiva de Ca~· 
por canales sensibles a voltaje y/o por canales aco­
plados a receptores. como es el caso de los recepto­
res glurnmatérgicos tipo NMDA. Por otro lado, las 
condiciones de bajo ATP y alto ácido láctico también 
inducen una salida de calcio de la nütocondria. como 
resultado de alteraciones membrnnales y de los cam­
bios en las fuerzas iónicas y de pH que modifican los 
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sistemas de horneostasis de dicho catión ( 11 ). Du­
rante estos episodios se establece también una con­
dición transitoria de tensión oxidativa asociada a una 
muerte neuronal tanto necrótica como apoptótica. 
Las alteraciones metabólicas mencionadas inducen 
procesos que favorecen un incremento en los niveles 
de ERO. Se sabe que segundos después de estable­
cida In isquemia e hipoxia hay una liberación de áci­
dos grasos. incluyendo al ácido araquidónico. El in­
cren1ento de estos ácidos grasos puede tener un im­
pacto a diferentes niveles. principalmente desaco­
plando la fosforilación oxidativa y el transporte de 
el<!ctrones rnitocondriales e induciendo la produc­
ción de ERO. Por otro lado. la formación de ERO 
también se incrementa como resultado de la activi­
dad de ias rnonooxigenasas y· de la autooxidación 
del :kido araquidónico. así como por un incremento 
significativo en la actividad de la enzima xantina 
oxidasa(ll). 

Se ha demostrado en modelos de isquemia tran­
sitoria en ratas que una fracc!ón importante de la 
muerte neuronal presenta características apuptóti­
cas. Bajo estas condiciones se sabe que tanto la 
actividad como los niveles de ARNm de diversas 
caspasas se incrcn1entan significativamente en dife­
rentes regiones cerebrales. Particularmente. en ra­
tas con isquernia se C!ncontró un incremento en e!I 
ARNrn y la actividad de la caspasa-3 de las neuro­
nas glutamutérgicas del área CA 1 del hipocampo 
después de S horas. En este mismo modelo se en­
contró también un incremento en la actividad de la 
caspasa-1 en otras áreas del hipocampo después de 
24 horas de la oclusión arterial. Tratamientos para­
lelos con inhibidores específicos de la caspasa-3 
(DEVD-CHO) y de la caspasa-1 (YVAD-CHO) o 
con un inhibidor de amplio espectro de las casp:1sas 
(ZVAD-CHO) resultó en una disminución significa-
tiva de la muerte neuronal ( 1 1 ). · 

ENFERi"VIEDADES NEURODEGENERATIVAS, 
TENSIÓN OXIDATIVA Y APOPTOSIS 
-Enfermedad de Alzheimer 
La enfermedad de Alzheimer se carnctcriz:1 por una 
pérdida sustancial y progresiva de la rne111oria y epi­
sodios agudos de demencia. an1bos asociadas a una 
~egeneración y pérdida paulatina de neuronas. par­
t1•·ularmcntc en la región lírnbica. Se ha descrito un 
incremento importante en la peroxidación de lípidos 
de membrana y un gran daño al ADN por agentes 
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oxidantes en etapas avanzadas de esta enfermedad 
(12). El incremento en la lipoperoxidación y sus de­
rivados (el 4-HNE y MOA) está directamente rela­
cionado con la formación de los nódulos neuro­
fibrilares (NFT) y de las placas seniles (SP). que 
son características de la enfermedad de Alzheimer. 
Un aspecto interesante de esta enfermedad es que 
dos de las enzimas antioxidantes del cerebro. la 
SOD y la H0-1. responden de manera activa y con­
junta a estímulos oxidantes. Durante la formación de 
los NFT se ha visto que Ja H0-1. pero no la H0-2, 
incrementa su actividad de mánera paralela a la for­
mación de dichas estructuras (6. 8). Esto sugiere 
que las alteraciones celulares y tisulares causadas 
en parte por la oxidación inducen la formación de 
NFT y SP. Por otro lado. el péptido 13-amiloide. 
relacionado con la enfermedad de Alzheimer. es un 
candidato para explicar el origen de las ERO en es!:.l 
patología. ya que bajo ciertas condiciones el péptido 
puede adquirir un estado de radical libre. En algu­
nos modelos in virro se ha podido detectar la con­
versión del péptido en un radical libre. el cual induce 
un incremento importante en los niveles de H,0. y 
de NO·. En un estudio in virro se encontró que -la 
inducción de muerte :ipoptótica por la privación de 
estimulación en neuronas cerebelares genera la pro­
ducción y liberación de péptido 13-amiloide (9). Re­
cienºtemente se ha descrito la participación de cas­
pasas durante la muerte neuronal en la enfermedad 
de Alzheimer. particularmente se ha referido que la 
caspasa-12 participa como una caspasa iniciadora 
asociada al retículo endoplásmico ( 15). También se 
sabe que la muerte neuronal asociada al incremento 
en la acumulación del péptido 13-amiloide es depen­
diente de la caspasa-2 ( 13 ). Estos estudios sugieren 
entonces que gran parte de la muerte neuronal que 
sucede en la enfermedad de Alzheimer es apoptó­
tica. dependiente de caspasas y además que está 
asociada a un incremento en la tensión oxidativa. 

-Esclerosis lateral arniotrófica 
La esclerosis lateral arniotrófica es una enfermedad 
neurodcgenerativa dependiente de la edad que se 
caracteriza por una degeneración de neuronas de la 
corteza motora. del tallo cerebral y de la médula 
espinal. Su clímax sintomático se presenta en la mi­
tad de la vida del paciente. presentándose paulati­
namente una parálisis motora parcial o total y tern1i­
nando con la muerte del individuo. A escala celular 
se ha encontrado que en las células afectadas se 

2 .l.~ 



B EB 20(4): 222-233 Tensión u.xidativu y apoptosis neuronal 

observa un hinchamiento de Jos organelos y un daño 
mitocondrial severo que incluye vacuolización y pér­
dida de Ja permeabilidad mitocondrial asociada a un 
incremento anom1al en Ja [Caº•], y a la muene de las 
neuronas como evento final. Estudios genéticos de~ 
finieron que el /ocus de Ja esclerosis lateral ainio­
trófica se encuentra en el cromosoma 21. donde se 
encuentra también el gen de la Cu/Zn SOD. que en 
pacientes con esclerosis lateral amiotrófica familiar 
está 1nutadp. Existen evidencias de una relación en­
tre la esclerosis Jateral amiotrófica y la alteración de 
los sisten1as antioxidantes. Jos cuales no son capa­
ces de convertir el superóxido producido normal­
mente por la célula. generando una condición de ten­
sión oxidativa responsable de una serie de daños 
celulares importantes ( 1-l). Se ha demostrado tam­
bién una alteración en la ser'ialización de Ja vía del 
glutan1ato en esw patología. induciendo la forn1a­
ción de NO· de manera constitutiva. El NO· forma­
do reacciona eon el o~· para formar ONoo-. lo 
que genera alteraciones-oxidantes que cuhninan en 
el d•u'io celular y en una pérdida in1ponante de neu­
ronas cun características de rnuerte apoptótica y 
nccrótica. siendo esc::i última la rnás abundante. Aun­
que se desconoce con detalle los mecanismos in­
volucrados en est;i patología. las evidencias coinci­
den en sefi<llar a las ERO cmno una pieza clave en la 
evolución de dich•1 enfem1edad ( 11 ). 

-Síndrorne de Down 
El Síndrome de Down se origina por una trisomía 
del cromosonia 21 e involucra.unu pérdida neuron:1J 
nu1siva. Este Síndrorne comparte cienas caracterís­
ticas citopatológicas eon la cnfern1edad de Alzhei­
mer. Al igual que en la enfermedad de Alzheimer. 
parte de Ja rnuerte celular observada presenta ca­
racterísticas apoptóticas. como la condensación 
de la cromntina y la fragmentación homogénea del 
ADN. Orra parre de la población neuroñal que mue­
re muesrra signos de muerte nccrótica ( 15). El gen 
que codifica pura la Cu/Zn SOD se encucntr:1 en el 
cromoso111:121. por lo que la actividad de dicha en­
zin1n se encuentra por arriba de los niveles normales 
en pacientes con Síndro111e de Down. Se sabe que 
el incrc111cnto en la acrividad de Cu/Zn SOD. debi­
da a la trisomía. induce una alteración del siste­
rna redox de la célula. lo que produce desajustes 
oxidanres que puede rerr.-.inar en la muerte neuronal. 
Estos desajustes son consecuencia de alteraciones 
del equilibrio de los componentes enzimáticos de Ja 

- "'-J'•• -·· ••• ·.:: -- • 

SOD y de Ja GSHPx, ya que Ja formación exacer­
bada de H,O. a parcir del O~·por la actividad de Ja 
Cu/Zn SOb es muy alta y te-rmina siendo extrema­
damente róxico parn Ja célula. Hay evidencias que 
indican que esta condición oxidativa provoca la pér­
dida neuronal paulatina en pacientes con Síndrome 
de Dc"vn. En experimentos hechos con neuronas 
corricales en cultivo obtenidas de cerebros de pa­
cientes con Síndrome de Down. se demostró que 
hay una población neuronal que muere paulatina­
mente y otra que no lo hace. El tratainiento de estas 
neuronas con anrioxidantes como N-terbutil-2-sul­
fofenilnirrona (PBN), vitamina E y otros secuestra­
dores de ERO. resulta en una reducción marcada 
de la rnuene neuronal. de1nostrando con estos esru­
dios. la participación directa de Ja rensión oxidativa 
en la muerte upoptótica de neuronas de pacientes 
con Síndrome de Down. (15). 

-EnfernTedad de Parkinson 
Esta patología se caracteriza por un deterioro gradual 
de neu1·011us que sintetizan dopamina localizadas en la 
susrancia nigra del cerebro. La muerte de una frac­
ción de las neuronas de Ja susrancia nigra presenta 
caracrerísticas apoptóticas. particularrnenre una con­
densución y fragmentación del ADN ramo mitocon­
driul como nucleur. Como resultado de Ja deficiente 
coinunic:..ción dopaininérgica resulrante, ocurren se­
veras altcruciones tanto motoras como sensoriales. 
Se ha sugerido que la degeneración del sistema nigro­
esrri:ital se origina como resulrado de una exposición 
elevada de escas neuronas a algunas ERO y particu­
larmente al H,O •. La desaminución de la dopamina a 
3.4-dihidroxifeiiilacetaldehído genera H,0,, además 
de que la dopamina puede aurooxidarse esponránea­
mente form:mdo quinonas. H,O, y ·oH (12). Por 
otro lado. se ha detectado un inc-remento anónmlo de 
hierro en las neuronas dopan1inérgicas de la sustancia 
nigra de pacientes con la enfermedad de Parkinson. 
condición que favorece Ja reacción de Fenton. la cual 
producc r:idicales hidroxilo a partir de H,0,. Se ha 
descrito :1demás. una depleción de GSH en-pacientes 
con la enfermedad de Parkinson. que se sabe funcio­
na corno defensa en contra de las ERO. El incremen­
to de peróxidos asociados a la disminución de GSH 
provoca una pérdida parcial en el transpone de elec­
trones de la cadena respimtoria de alrededor del 70% 
con respecto a sus controles, dañando particularmen­
te a Jos complejos mitocondria)es 11 y IV de dicha 
cadena (9). 
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-Enfermedad de Huntington ·--------;e¡~. donde además se observa un incremento en el 
La enfcnnedad de Huntington es otra de las enferme- mensajero de Ja caspasa-3. 
dades neurodegenerativas que involucra una pérdida 
neuronal. Durante esta enfermedad se dan episodios 
de de1nencia v sobre todo movimientos involuntarios 
agudos que e~tán relacionados al daño neuronal ( 15). 
Esta enfermedad neurodegenerativa genética es cau­
sada por la acumulación de una proteína llamada 
huntintina. En condiciones basales la huntintina esta 
presente en las células. aunque su fmición es desco­
nocida hast~1 ahora < 15). Gran parte de Ja muerte 
neuronal en esta enfermedad se presenta en b región 
neoestriatal. donde las neuronas gabaérgicas espinales 
constituven el 90'7c de la población. La excitotoxici­
dad es u"no de los eventos más comunes durante Ja 
muerte neuronal en Ja enfennedad de Huntininon. Se 
sabe que durante Ja enfermedad existen periodos crí­
ticos donde las condiciones excitadoras se incremen­
tan. teniendo corno consecuencia el incrernento en los 
niveles de caldo intracelular y Ja progresiva n1uerte 
neuronal. Se ha descrito también que durante este 
per;odo de dario se incrementan los niveles de NO· 
asociado a un estado de tensión oxidativa in1portante 
debido a la fonnación de peroxinitrito y peróxido de 
hidrógeno ( 15). La muerte de neuronas en la enfer­
medad de Huntington tiene tanto características ne­
cróticas como apoptóticas. En los últimos años se ha 
descrito la participación de caspasas durante estos 
eventos. Panicularn1ente se sabe que la caspasa- J 
está estrechmnentc relacionada con la rnuerte neuro­
nal en la enfern1edad de Humington. En animales de­
ficientes de la caspasa- 1 se encontró una disminución 
en los sínton1as de la enfermedad v en la 1nuerte 
neuronal. Se ha propuesto también q°i.ie la caspasa-3 
es capaz de hidrolizar a la huntintina. sin embargo no 
se conoce bien cual es el resultado de este procesa­
miento ( 15). 

A pesar de las evidencias del papel de las ERO en 
enfermedades neurodegenerativas v sus característi­
cas asociadas a la mueñe apoptótiéa. no se han des­
crito suficientes modelos de muerte neuronal que re­
lacionen la activación de caspasas (marcadoras de 
apoptosis) y el daño oxidante en estas patologías. 
Sólo algunos trabajos in virro han establecido una 
correlación entre el estado oxidante y la activación de 
caspasas. sugiriendo que el incremento en la tensión 
oxidativa induce la activación de caspasas (particu­
larmente la caspasa- l y la caspasa-3) en el modelo 
de la cnfcm1edad de Alzheimer y de isquemia e hipo-

------------- ~---------------~ 

CONCLUSIONES 
Las especies reactivas de oxígeno pueden constituir 
una condición nociva para la célula induciendo muer­
te y provocar un daño al organismo. En Ja activación 
y posterior desarrollo de algunas patologías del siste­
ma nervioso las ERO juegan un papel importante. En 
el caso del Síndrome de Down y Ja esclerosis lateral 
amiotrófica el est.'\blecimiento de Ja tensión oxidativa 
puede ser el resultado de una alteración de los siste­
mas antioxidantes endógenos. Los tratamientos de 
estas patologías con estrategias dirigidas al control y 
regulación de la tensión oxida ti va pueden resultar úti­
les para controlar tanto su génesis como su desarrollo 
o en algunos casos para eliminar los efectos secunda­
rios resultantes de Ja tensión oxidativa asociada a la 
enfermedad. Para entender estos mecanismos. el es­
tudio de Ja participación de Ja tensión oxidativa en la 
muerte celular en casos donde la muerte apoptótica 
es un evento necesario. tarnbién es imponante, como 
ocurre durante el desarrollo donde la eliminación de 
neuronas es detern1inante para Ja formación y buen 
funcionamiento del sistema nervioso. 

Aun cuando no se ha podido determinar Ja rela­
ción entre la formación de ERO y Jos mecanismos de 
muerte celular. se sabe que durante la apoptosis la 
tensión oxidativajuega un papel central. Se ha sugeri­
do que las ERO pueden activar directa o indirecta­
mente a las caspasas. Es importante mencionar que a 
pesar de que las ERO están involucrados en la muer­
te apoptótica. no queda claro si esta condición oxi­
dante es un disparador de Ja apoptosis. una conse­
cuencia del programa de muerte o ambas, dependien­
do del estímulo y la condición fisiológica de la célula 
que lo experimenta. Quedan aún muchas preguntas 
por resolver. particularmente en relación con Jos me­
canismos que involucran al calcio. a las ERO y a las 
moléculas pro y antiapoptóticas. 
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2. ANTECEDENTES 

Cuando las neuronas granulares se transfieren de un medio con 25 mM de 

KCI a uno con concentraciones de potasio extracelular en el rango fisiológico (5 

mM), ocurre una muerte celular de apr?xirnadamente e_I 50% y el 80% después de 

24 y 48 h, respectivamente (D'Mello·etal.; .. 1993; Morán et al., 1999; Schulz et al., 

1996). Bajo estas condiciones;_E;¡1t:b~1di6'.1ibr~ intr~c~lular baja su concentración de 

280 nM a 60 nM,-fo que paréc'f3.ser7'neéesario'·para activar el programa de muerte 

(Morán et al., 1g9g; Vale~ci~:~;Morá'ri;'~2é56'~).rc~~ndo se tratan las neuronas antes . - . ' ... , . ·. ; : -".-,-··,- ._' --- .... , ... _ .. -~ ''" - '"-·-· ... ",, . ,. ' -- "•""''- . " - ' ... -
de fas primeras cuatrofhoras:~~'s¡:>Üé~·¡cle'I~"°privación de potasio, con fármacos que 

incrementan el··~~'i6i~····igi~li~~1ü'i~~;;~~·:;~<;¡;~iti;.'~~ grana medida fa muerte neuronal 

(Morán et al., 19~9)2;-~ii:·:••;;/; - ' :.:; .}i)i J-' 

Se ha déScritO~qú~h~ muerte{ neuronal en Células granulares del cerebelo en 
. ·. ::_.~,·--::--:_ ~ .. ~ .•. ::·., F __ ._:<':''. ~--' ·> ---~ ·-:<'··,:-,.· : -"'. ... _· º _::.-. _;-_ /:· . -~ .•. ·' . 

cultivo por, la -p,~it.~'c,ióri ~;;:~ot·a~i6 ti~ne/caracteristicas apoptóticas (Morán et al .. 

~I~~lll~~~~~~;~~li~~~I{f~i~=~;i".~f~~=~§f~~~~:~:~fZ 
Ginham et é;l¡:~'2oó"l; Mo-rá¿i,~t;~/.,~_19~9).EI ,tratamiento con inhibidores de caspasas 

dismin~ye'_~Írr~-ih6~'ti~,~~~~~t~;J.1~Saj~~;-~ ~~-:-~sta~,;neuronas, lo que indica que la 

activación de,.caspas~s'tiei-i_é:'Un},ap~I;c;rÍtic~ en·• este proceso. También se han 

:::';~:,:r1d~:~;~!lt;~~~;~0~1~~~~~~~~lri1=::.::~.~~:,: ; :::s~~~~~~~ 
lo que se ha asociadoia los'n1eca8ismO~ para el _reconocimiento y la eliminación de 

los ces~: :0~~~~ij(~~~~~~i~~t~i~6i~i~lula• ~n cultivo son pcivadas de un 

estimulo trófico_ qú¡: induc~ ,rriuért~-~celúfar'se genera una condición prooxidante. Si 

esta condición se i~~¡t¡'e l6o~~:;~~i;g;;id~~t~~N~e evita parcialmente la muerte, lo que 

sugiere la participación'd'~ 1.is:EOR-~~es'te/~roceso (Atlante et al., 2000; Castilho et 

al., 1999; Itoh et al .. -1 gg¡:?'s';;íi1.í1z ,;t"aí .. 1996). 
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Se sabe que durante la muerte apoptótica de las neuronas en cultivo privadas 

de potasio hay una participación importante de Ja mitocondria (Bobba et al., 1999; 

Castilho et. al., 19e9;'S~hulz.·et al'., 1~96) .. También se ha propuesto que el anión 

~~~~~~i~~~~~íi~iilti1~~~.;~Ef if f ~~i~:=~~=:~~:~~:~: 
· 'Co~trano{a lc:>''que¡;:,tr~~'C?i~nalrr-¡e;:r;ite;:/se hab1a propuesto, recientemente se 

sugirió q~E;! la,·~él~'?~;;·p¿6~~~'c;i~~.~·~·~~;:,·~~~E,OR formadas durante la privación del 

potasio en las neÚronas+:en'.culi:i~o;•' no proviene de la mitocondria, sino de Ja 

actividad d~ ü~ ~ompJ'i:ijc) ~~~¡'~i~ti~ó· ~embranal, Ja NADH-oxidasa dependiente de 

ascorbato (Martín-Romer6.eiaJ~/i2oo2). En otro modelo, se ha sugerido también que 

Ja privación de NGF de 'neurol'ias· simpáticas en cultivo induce muerte neuronal 

apoptótica debido a ·,un ~~t~és oxidativo generado por la NADPH-oxidasa 

(Tammariello et al., 2000); Otro grupo demostró que la activación de este complejo 

enzimático en neuronas corticales en cultivo participa activamente en la inducción de 

Ja muerte neuronal (Noh et al., 2000). 

Los antecedentes mencionados despiertan el interés para definir la 

participación y Jos mecanismos de las EOR en la muerte de estas neuronas, así 

como definir la naturaleza y las fuentes de estas moléculas en el modelo de muerte 

neuronal por privación de potasio. 



3. HIPÓTESIS 

Dado que se ha demostrado en algunos modelos la participación de una 

condición prooxidante en la mueiteºapop
0

tótica, se espera que durante la muerte 

celular inducida por la privación :de(pO:t:~~~.io se desarrolle un episodio de tensión 

oxidativa que constituya una señíiil .. Ínicial ,y no un evento ejecutor del proceso de 
' ·.' ,,·,:¡-,'• ,, ·-

muerte apoptótica. Se{ espé~¡;i _qué",una de ·1as principales EOR involucradas sea el 

anión superóxido y que una efe.fas fuentes de dicha especie sea la NADPH-oxidasa. 

En relación con lo anterior, se espera que el anión su peróxido per se induzca muerte 

apoptótica en las células granulares de cerebelo bajo condiciones control. 

4. OBJETIVOS 

General 

- Determinar la participación de las especies de oxigeno reactivas en la regulación e 

iniciación de la muerte apoptótica de las neuronas granulares del cerebelo en cultivo 

privadas de potasio extracelular. 

Particulares 

- Confirmar que durante la muerte celular de neuronas en cultivo por la privación de 

potasio extracelular se genera un episodio de tensión oxidativa. 

- Establecer que la aparición de dicho episodio prooxidante es fundamental en el 

proceso de la muerte, regulando fa iniciación del programa apoptótico. 
'; :; .... 

- Conocer las especies de oxigen'o reactivas generadas y responsables de la 

inducción de la muerte neuronal. 

TESI8 C ~. l 
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Estudiar el origen de las especies de oxigeno reactivas involucradas en el 

episodio prooxidante senerado durante la muerte de neuronas inducida por la 

privación de potasio extracelular. 

5. METODOLOGÍA 

En esta sección se mencionan de forma general las técnicas empleadas en el 

estudio, las cuales se describen con más detalle en cada artículo contenido en la 

tesis. 

5.1. Cultivo de neuronas granulares de cerebelo de rata 

El cultivo de neuronas de cerebelo de rata se realiza de acuerdo a lo descrito 

originalmente por Morán y Patel en 1989. Se obtiene una suspensión de células 

disociadas de neuronas de cerebelo de rata de 7-8 días posnatales. Las neuronas 

se siembran en platos de cultivo a una densidad final de 265 x103 células por mililitro 

de medio. Previamente, los platos de cultivo son tratados con poli-L-lisina a una 

concentración de 5-25 µg/ml por 24 h. Después de 20 h se adiciona citosina 

arabinosa (1 O µM) para prevenir el crecimiento de células no neuronales. El medio 

de cultivo contiene medio basal• de Eagle. suplementado con 10% (v/v) de suero fetal 

bovino inactivado con ° Calor;.
7

Je;~¡'6m~~ y ~~ti~;tciirii6'ii:;';,.'~;cL~s cultivos se mantuvieron 

a 37°C en una atmósfera hümE:ldCI sCltu;ad~ de \lapor de agua con C02 al 5% y aire 

95% por un tiempo de 7-8 DIV hasta su uso. De acuerdo a los análisis de 

inmunci1istoquímica se sabe que estos cultivos están constituidos por, al menos, 

95% de neuronas granulares (Balazs et al., 1988). 

5.2. lnc/ucción de rnuerte celular 

'....os resultados mostrados en el presente trabajo se obtovieron a partir de dos 

protocolos experimentales que inducen muerte celular, la reducción de la 

concentración del potasio extracelular (de 25 mM de KCI a 5 mM de KCI) y la 

generación directa de EOR, los cuales se detallan a continuación: 
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5.2.1. Modelo del cambio de medio (de 25 mM de KCI a 5 mM de KCll 

Las neuronas granulares de cerebelo de rata se sembraron en un medio con 

25 mM de KCI (K25) durante 7-8 días. Después de este tiempo las células fueron 

transferidas a un medio idéntico, pero conteniendo concentraciones fisiológicas de 

potasio, 5 mM de KCI (K5). Esta condición induce muerte neuronal con 

características apoptóticas después de 24-48 horas (D'Mello et al., 1993; Moran et 

al., 1999; Gerhardt et al., 2001 ). 

5.2.2. Inducción de estrés oxidativo 
En este protocolo se induce la producción controlada de EOR particulares. 

Las células granulares de cerebelo de rata 'se·. cultivaron durante 7-8 DIV en 

condiciones despolarizantes (KCI 25 mM) par~ p~hril~ver su sobreviencia. A Jos 7-8 

DIV, las células se trataron con distintos sist¡,;;'ril~e~: 1~'nzirlláticos y físicos. El peróxido 
-·- ·. -.''- ., ...... _, _ _,_, ___ , 

de hidrógeno se forma por la incubacióriX°de¡2:,1ci.S''células con glucosa oxidasa y 

glucosa (lglesias~de la Cruz et al.: 206~ )::.E:I ~:,(¡~'eno en singulete se forma por la 
,. . _,\· ..... _.,. <.: . ,-··- .,·c.- ,,-.. . 

incubación con Rosa de Bengalay,~u~estirrúJlaé':ión.luminosa (Zhuang et al., 1999) . . - --,,. - "" . '--,-· _,,_ ~,·-" ..... ~ ... , ~·-· - . 

Finalmente, el anión superóxido se forrlia pór)<:l',¡f1cubación simultánea de la enzima 

xantina oxidasa con xantina en presen'cia;:d~:,c::.,;t;alasa para degradar el peróxido de 

hidrógeno formado junto con el anión i;;up·~~óxl,d() (Englert y Shacter, 2002; Lacy, et 

al., 1998; Satoh, et al., 1998). 

5.3. Viabilidad celular 

Para evaluar la viabilidad o sobrevivericia celular se aplicaron varias técnicas. 

Una de ellas se basa en la transforn-;aciém·del .MTT [3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 

difenil tetrazolio] por la actividad mitoco~drlal ·;a ~n compuesto colorido e insoluble, el 

azul de formazán. El azul ·de formazán generado se cuantifica 

espectrofotométricamente utilizando un solvente orgánico para su extracción. Esta 

técnica se ha utilizado·.ampliamente para medir Ja viabilidad celular en muchos 

modelos, incluidas las neuronas granulares de cerebelo en cultivo, donde se ha 

encontrado una alta correlación entre la transformación del MTT y el contenido de 
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ADN y proteína, así como otros 

mencionarán más adelante. 

marcadores de viabilidad celular que se 

En este estUdio, con . el fin de confirmar los resultados obtenidos con la 

transformacióncdelMTT,ºLs~'~mplearon otras técnicas como la basada en el uso del 

diacetato de t1Ji:ir~~6~Ír1~ (FDA). Esta molécula entra a las neuronas y sólo las 

neuronas viable'~. tr~rl;~féi;iili!'n ··~1 FDA en fluoresceína, la cual se detecta con un 

microscopio, ce ·8Jit1Üari'1S'C:~·gcia.\Esta té'?nica se complementa con la tinción con 

:~::~d:: ~:P::iof ¿=~·~~2~~.$~2r~~~~);~()~:~=s~~a~:s ::lu~~s P~~:~::n :eer:::~: 
necrótica. 

~ -· ... ' 

En este trabajo encontramos. una correlación del 95% entre técnica del MTT y 

la de FDA/PI, por lo que la mayória·de los resultados de viabilidad se obtuvieron 

empleando la técnica de la transformación de MTT. 

5.4. Condensación nuclear 

La morfología de los núcleos se evaluó incubando las células con el 

compuesto fluorescente Hoechst, el cual se une al ADN. Los núcleos brillantes, 

encogidos y en ocasiones fragmentados fueron considerados como núcleos 

apoptóticos. 

5.5. Ensayos tipo Western Blot 

Las proteínas de los homogeneizados neuronales se separaron por 

elctroforesis en geles de poliacrilamida, se transfirieron a una membrana de PVDF y 

después de bloquearse se trataron con los anticuerpos primarios y secundarios. Las 

bandas se vieron utilizando un sistema de quimioluminiscencia. 

Utilizando una solución · a~ortlg;~adbra de lisis para romper las membranas 

celulares. seguida por una centrifugación de los homogeneizados celulares (1500 

rpm x 1 O min), se:separo.el citosol (fase soluble) y un fracción celular que contiene la 

membrana pl~'5n-látk:~ (fase a 1500 rpm). Con estas muestras se realizaron ensayos 

de Western blot para detectar las subunidades de la NADPH-oxidasa (gp91-phox, 

p22-phox. p47-phox y p67-phox). Se usaron anticuerpos primarios anti-gp91-phox, 
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anti-p22-phox, anti-p47-phox y anti-p67-phox .de origen humano que cruzan con las 

subunidades de rata. (Santa Cruz Calik1rnia, USA). 

5.6. Calcio intracelular 
}_-~"( =~~,~~~;,_;_---==--

".''')_ '-.·, .. 
La medición del calciointra'~k1L;1~~·:5~ realizó en células únicas utilizando 

FURA 2-AM en una cámara de p~rru'iióF,~~ s~ observaron por microscopía de 

epifluorescencia con ayuda de un anciliZ:acl_§((j~:irl)égenes acoplado al microscopio. 

Se eligieron 20 neuronas por campo; s~:JtiÚ~Ó Ú·ri objetivo de 40x de inmersión en 

aceite para fluorescencia con una apertura'·~u-~érica de 1 .4. 

5. 7. Actividad de caspasas 

La actividad de caspasas se detectó mediante un método fluorogénico basado 

en la aparición de fluorescencia p~/~ 1~>tipt~ra{cle un sustrato acoplado a metil­

cuomarina. Estos sustratos generalmente.iienen· una secuencia de cuatro residuos 

de aminoácidos que definen la especificidad para las diferentes caspasas. La 

actividad de las caspasas se mide indirectamente como la producción de 

fluorescencia generada por el fragmento procesado unido a la cuomarina 

fluorescente. 

5.8. Detección de EOR citosólicos v rnitocondriales 

Las EOR se detectaron utilizando una técnica fluorescente. Para medir las 

EOR formadas en el citosol se utilizó un fluoróforo sensible a oxidación derivado de 

la fluoresceina llamado diacetato de dicloro-dihidrofluoresceína (H2DCFC). Una vez 

que las esterasas celulares rompen los grupos acetato de la molécula, ésta se 

retiene e;i el citosol y cuando es .oxidada por las EOR emite una señal fluorescente. 

Para las EOR mitocondriales se utilizó un fluóróforo sénsible a oxidación derivado de 

la rodamina llamado dihidrorodamina~1.2,3 '<DHR-123). Después de entrar a la célula 

este compuesto es secüestrado·P,or:l'a ;~·it6~8ndria donde se oxida por las EOR y 

emite una señal "fluoresceAte: éitb~ .};,;·~i¡t;ados se confirmaron utilizando otro 

compuesto fluorescente ~~~~ibl'e a· oxidación que también es secuestrado por las 

mitocondrias, el Mito tracker red. 
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En ambos casos se utilizó un· microscopio de epifluorescencia y un objetivo 

para fluorescencia 40x de inmersión eri aceite con una apertura numérica de '1.4. 

Las longitudes de onda de excitación y emisión fueron de 480 nm y 525 nm para la 

HzDCFC y de 485 nm y 530 nm para la DHR...:123. Se midió la fluorescencia en 

células únicas en grupos de 20 neuronas por campo para cada condición. 

5.9. Trans/ocación de f'osf'atidi/serina (PSJ 

Durante la muerte apoptótica la PS se transloca por la acción de una flipasa 

del interior al exterior de la membrana plasmática. Esta translocación sirve a los 

macrófagos para reconocer y fagocitar a los r~~tos de las células que estan 

muriendo por apoptosis. Se utilizó un estuche pa'i-a' la detección de la PS (Roche), 
1--:--'...~~ .. 

que contiene la anexina-V unida a la fluoresceíria':fiaicual reconoce específicamente 

la PS. Esta técnica se realiza en paralelo con 18' ti~·~ión de los núcleos con ioduro de . ,_ ··,,:. 

propidio (PI). Las neuronas teñidas con ambas'"ni(:¡léculas se descartaron, mientras 

que las teñidas únicamente con la anexina se consideraron neuronas en proceso de 

muerte apoptótica. 

5. '10. Actividad de NADPH-oxidasa 

La actividad de NADPH-oxidasa se midió utilizando la técnica descrita por 

Shpungin y colaboradores (1989). Las neuronas se homogenizaron en un 

amortigu3dor salino de lisis (KCI 150 mM y NaCI 150 mM, pH 7.4 suplementado con 

MgCl2 1 mM, EGTA 1 mM, NaN3 2 mM yDTT 1 mM). Las muestras se centrifugaron 

a 1500 rprn por 1 O min para separar la fase celÚlar que contiene la membrana 

plasmática de la fase citosó1iC:a. · El ensayo consiste en detectar a 550 nm la 

reducción del citocrorrlo e, lo que ocurre. cuando 1.ii enzima se activa. La mezcla de 

reacción consiste e~ un·a ~loución salína'(N;aci.65 mM y KCI 65 mM, pH 7.4 

suplementado con MgCl2 1 -~ivr; EGTA 1;~~\tr;;,N~N3 2 mM y DTT 1 mM) en 

presencia de citocromo e 0.1 mM;· FAD 10 ~~r0;Vi~~S 5 mM. La reacción se lleva a 

cabo a 37°C en presencia de la' fase membraná'i y'citosólica de los homogeneizados 

celulares 1 la mezcla de reacció~. La reac~iÓ~ s~ inici~ con la adición del NADPH 1 O 

mM. La reducción del citocromo e por el anión ''superóxido generado por la NADPH-
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oxidasa se lee en el espectrofotómetro durante 3 min. Los resultados de la actividad 

de la NADPH-oxidasa se expresan como la diferencia en absorbancia por hora por 

miligramc de proteína. 

··~---· r-. 

S. 11. E:::~::t~::dos se anali~a'.~~~ Ú.,~'• u~,análísis de varianza de diseño aleatorio 

de una serie de experiment~~'.ti_íÍª~~~~ªi_efrti::ls · (ANOVA) seguido de la prueba de 

Fisher. La significancia utilizada fu~ Ci~'p :.:o:os. 
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6. RESULTADOS 

6.1. "Role ofoxidative stress in the apoptotic ce// death ofcu/tures cerebel/ar 

gr~nule neurons. Journal ofNeuroscience Research. 2001. 64: 284.297." 
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Role of Oxidative Stress in the Apoptodc 
Cell Death of Cultured Cerebellar 
Granule Neurons 

Antonio Valencia and Julio Morán* . 
Deparnncnt of Ncurosciences. Jnstitutc of Cdl Physiology. Nacional Univcrsity of Mcxico. 
Mcxico City. Mcxico 

When culturad cerebellar granule neurons (CGN) are 
transferred from 25 mM KCI (K25) to 5 mM KCI (K5) 
caspase-3 and caspase-8, but not caspase-1 ar 
caspase-9,activities are induced and cells die apoptoti­
cally. CGN death was triggered by a [Ca2 •¡1 modification 
when ¡ca2 •¡1 was reduced from 300 nM to 50 nM in a K5 
medium. The [Ca2 ·¡1 changas were followed by an in­
crease in ROS levels. The generation of both cytosolic 
and mitochondrial reactive oxygen species (ROS) oc­
curred at three different times. 10 min, 30 min and 3-4 hr 
but only those ROS produced after 3-4 hr are involved in 
the process of cell death. When CGN culturad in a K5 
medium are treated with different antioxidants like scav­
engers of ROS (mannitol, DMSO) ar antioxidant enzymes 
(superoxide dismutase and catalase) phosphatidylserine 
translocation. caspase activity, chromatin condensation 
and cell death is markedly diminished. The protective 
effect of antioxidants is not mediated through a modifi­
cation in [Ca2 ·¡1• Caspase activation, PS translocation 
and chromatin condensation were downstream of ROS 
production. In contrast to H 2 0 2 , ROS produced by a 
xanthine/xanthine oxidase system in CGN culturad in 
K25 were able to directly induce caspase-3 activation 
and death that resultad sensitiva to z-VAD, a caspase 
inhibitor. These findings indicate that a reduction in 
[Ca2 ·¡1 triggers CGN death by inducing a generation of 
ROS after 3-4 hr, which could play a critica! role in the 
initial phases of the apoptotic process including PS 
translocation, chromatin condensation and the activation 
of initiator and executor caspases . .J. Neurosci. Res. 64: 
284-297, 2001. CC> 2001 Wlley-Llss, lnc. 

Key words: apoptosis; caspases; cerebellar granule 
neurons; ROS, antioxidants; calcium 

Progr:un1ned neuronal death (PND) is a normal 
event during the developni.ent of the nervous sysreni. thac 
significantly contributes to the shaping of brain (Oppen­
heiin. 1990). lt has bt!'en sho\\"n that PND is precisely 
controlJc:d by excracellular intiuences. and it has been 
characterized as an actiYe process regulated by an interna] 
prograni.. \.vhich can bt! blocked by protein and 1nH ... NA 
synthesis inhibition (Oppenheim. 1990). PND can be 

C: 2001 Wiley-Liss. lnc. 

recognized fron1 other rypes of cell death by. soni.e rnor­
phologic;il and bioche1nical para1neters that 1nclude nu­
clear condensation. vacuolization of cycoplasni.. fonnation 
ofphagosonl.t!S, loss ofntitoch~ndrial function. ~N~ frag-_ 
mentation into nucleoson1al-s1ze fragtnents. acc1vat1on ot 
specific enzyni.es and proteases. etc. (Martin and Green. 
1995; Coht:n. 1997; Nardi et al.. 1997: Ni et al.. 1997; 
Morán et al.. 1999). Severa! studit!s have been directed to 
understand the inechanisni.s involved in the process of 
PND. A largc: \"aricty of n1olt!cu.les are- involved .in chis 
process by acting as anciapoptouc or proapopt?t1c de-
111ents like che caspast! tani.ily chat plays a key role 111 PND. 
Particularly. caspase-3. \.vhich is a prott!ase that par~icipates 
in apoptosis in 111any tissues (Fernandes-Alnetnn et al.. 
1994: Martin and Grc-en. 1995; Te\.vari et al.. 1995: Pos­
mantur et al .• 1997). and is constitucively c:xpressed in 
neonacal rodcnt Ct!rebellunt (Ni et al.. 1997). 

In cultured cerebellar granule cells (CGN). chronic 
depolarization by porassiun1 pront.ote~ Ct!ll sur:·ival (Gallo 
et al.. 1987; Batizs et al.. 1988). Tlus etTecr is obse1"\.·ed 
only during critica! periods of tini.t!. ~.e .• afrer 5-7 days in 
virro (DIV). corresponding ro the un1c '\vlu:n CG~ rc­
ceive prt!synaptic glurani.atergic inputs fron1 1T1ossy tibe_rs 
during devdopni.ent in vivo. Also. \.vhen CGN ..:ultured in 
25 tnM [K+]e (K25) during 6-H DIV are transforred to a 
n1ediun1 containing 5 nuV1 [K +le (K5) ni.ost cells die: after 
24-48 hr sho\vin~ ni.orphological features of apoptosis 
(Gallo et al.. 1987:-D'JVldlo et al., 1993. 1997; Yan et al.. 
1994; Nardi c:t al.. 1997: Morán c:t al.. 1999). le has bec:n 
deni.onstrated that caspase-3 plays a cricical 1·ole in CGN 
death induced bv K.5 (Morán et al.. 1999). Death ofCGN 
transferred to KS can be prevented by increasing intract!l­
lular Ca~~ le~els {Ca~+ .. Ji· by addition .ofa Ca~~ ionophore 
or bv act1vat1on of ca- -pern1eable 1onotrop1c glutan1att! 
recef,tors. On che othc::r hand. death of CGN chronically 

Contr.ict gr;nu spon .. ur: Cunacyt: Contra.et gr:mc nurnbcr: :?5521-N: Con­
U'acc ~r.Jnt "ponsor. DGAPA-UNAf\.-1: Contr.JCt gr.int numbc:r. IN:?03400. 
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cultured ~n K25 can be elicited by inhibiting their voltage­
gated Ca-+ channels (Kingsbury and Baliizs, 1987; Bal:izs 
et al., 1988; Pearson et al., 1992; Copani et al.. 1995; 
Morán c::t al.. 1999). These observations su~est that K25 
enhanccs CGN sun·ival bv auginc::nting Ca-+ influx and 
t!1ere~ore chat l<;a:?+]¡ is p~roba~ly the first signa! respon­
s1blt! tor tht! surv1val ofCGN (Kingsbury and Balazs. 1987; 
Balizs et al.. 1988: Morán c:-t al .• 1999). 

So1ne s~udi_es have found thac changes in [Ca2 + J¡ are 
relaced to ox1dat1vt! stress and chac reactive o~-ygen species 
(ROS) conscicute another cricical denl.t!nt in che process of 
apoptotic cell death. ROS have be-en proposed to act as 
induccors of necrotic and apoptocic ce-11 death in a varit:tv 
of 1nodels (Gre-enlund e-e al.. 1995: Stephen et al.. 1998; 
Stuart e-t al.. 1998; Keller et a.1.. 1998; Krnnl.an et al., 
1998). In vivo and in vicro studies have- sho'\vn a inarked 
increase in R.OS Ievds during apoptotic cell deach. Mito­
chondria seern co play a cricical role in chis process bv 
concributing '\Vith che gene-ration oÍ l~OS, particularlV 
superoxide anion (Azbill et al., 1997; Atlante et al.. 1998; 
Gre-c::n et al.. 1998). Cytosolic ROS could also participate 
in tht: 1nechanis1n in.volved in apopcosis. ho'\ve-ver. parcic­
ularly chrough che NADPH-oxidast! activacion. ic has bet:n 
propose::d in sy1npathetic nc::urons (Tan11nariello. 2000). In 
several prc::parations. including CGN. antioxidanc treat­
n1enc pre::vents cell deach by using scavc::ngers of hydro:\..;.rl 
r..idicals (like l=>MSO or 1nannicol) ar '\Vith enzv1nacic con­
version ~f supc::roxide radicals to hydrogc::n Peroxide by 
copper/z1nc or tnangane::sc:: supt:roxide:: dis111ucase (SOIJ) 
addition. ~uuong othcrs (Schulcz ttt al.. 1996: Atlante et a1.. 
1998: Pa1·k <'t al.. 1998). 

Intracellular Ca 2 + le::ve::ls play an importanc rolc:: in 
cc::ll death. le has bc::e::n proposed chat under condicions of 
c::xce::ssive- neuronal stinl.ulation. (Ca.:!+ J· honi.t:ostasis is al­
tere::d resulcing in a n1icochondrial Ca~+ overload and a 
subse::quc::nc l:t.OS production and death (Atlante et al.. 
1998; Ke::llc::r e::t al.. 1998: Stuart et al.. 1998). Sonl.c:: ini.­
rnacurt: neurons. including CGN. ho,vc::ver. rc::quire rela­
civc::ly high lt:ve::ls of [Ca::+]¡ to survive (Kingsburv and 
Ual?izs. 1987; 13al~izs e::t al.. t 988: Johnson t:t al.. 

4

199:2: 
Pc::arsor~ e::c ~11.. 1992.; Copani t:t al.. 1995) and a reduccion 
of (Ca-._ l. in CGN induces activation of caspase-3 and 
apoptotic cell dt!ath (!Vlorán <'t al.. 1999). Thus. although 
thc:: e::xact role of[Ca-+], and l~OS is unkno'\Vn it is clear 
thac apoptosis is an c:venc influenced by chese n.vo condi­
tions. Thus. in this scudv '\Vt! analvzed the functional and 
tt!l11f':Oral re::lationship añl.ong oxidative stress. changc:: of 
[Ca-+ J_¡ and caspases activity during the apoptotic dt:ath of 
CGN 111ducc::d bv K5 to unde-rst..1.nd che 1nechanis1ns in­
voh·e::d in chis pr~cess. 

MATEIUALS AND METHODS 

l\.1atcria1s 

Fecal calr scrun1 and penicillin/screpcon1ycin '\vere ti-on1 
G!l3CO (Grand lsbnd, NY). Poly-L-lysine (mol. wt. 
>300,00U). crypsin. DNAse and 3-(4.5-dimechylchiazol-2-yl)-
2.5-diphenylcccrazoliun1 bronüdc (MTT) '\Vere fro111 Sigina (Se. 
Louis. MO). H .. cagcncs tOr polyacrylantidc gel electrophoresis 

Oxidative Stress and Cerebellar Granule CcUs Dcath :..:-·s 

(PAGE) '\Vere from Bio-R.ad (Hercules. CA). and polyvinyli­
dene clifluoride (PVDF) membranes \Vere from Millipore (Bed­
ford. MA). Protein molecular weight markers and annexin V 
'\vere from Boehringer (Mannheim. Germany). Ancibodies 
ag:::iinst caspase-3 were from Santa Cruz Biocechnology (Sanca 
Cruz. CA). Caspase subscraces and inhibicors '\Vere from Peptides 
Incemational (Louisville. KV). Fura-2 acetO"'-"Ymethyl ester (fur.i-
2/ AM). Hoechst 33258 and Pluronic F-127 '\Verc from Molec­
ula.r Probcs (Eugcne. OR). Dihydrorhodantine-123 (DHR) and 
2'7'Dicholorodihydrofiuorescein diacecace (H.:?DCFD). cacalase. 
SOD. 1nannitol. DMSO. xanthine and xanthine oxidase were 
for Sigma. 

Cercbellar Granule Neuron Cultures 

CGN cultures '\Vere prepared as previously describcd 
(Morán and Patcl. 1989). Briefiy. cell suspensions dissociated 
fro111 8-day-old rae cerebellu111 '\Vere placed :lt a densicy of265 X 
10-' cclls/cn1~ in plascic dishes previously coated '\Vith poly-L­
lysine (5 µg/n-11) and over covcrslips of 25 X 25 mn1. The 
culture 1necliu1n conc:iined basal Eagle's 111ediun1 supplementcd 
\vich lOo/c1 (v/v) heac-inactivated fecal calf seru111. 2 rn.M glu­
tantinc. 25 ntM KCl. 50 U/ntl penicillin. and 50 µg/rrtl strep­
to111ycin. This 1ncdiun1 is rcferrcd in cexc as K25. The culcurc::s 
dishes '\Verc incubaced at 37°C in a hurrllclificd 5%C0.,./95% air 
acn1osphere. Cycosine arnbinosidc (10 µM) 'vas add~d 20 hr 
afrcr secding. These CGN cultures containcd approx:in1atdy 
95(X• ncurons. Cclls '\Vcrc 111aintained for 6-8 days in vicro 
(DIV). In so111c expcrilnents. CGN '\Verc cransfcrrcd to a serun1-
frcc n1cdiu111 '\Vichout cycosinc a.rnbinosidc concaining: 5 or 
25 nll\.1 KCl '\Vith or '\Vithouc che ditTerent creat111cncs: DMSO 
O. l. 0.5. 1 and 1.5'.Yc•. SOD (Cu/Zn and Mn) l. S. 10 and 
30 111U/nll. cacalase 0.1. 1 and 10 n1U/ntl. inannitol 10 mM. as 
dcscribcd in R.esulcs. 

lmmunoblots 
CGN '\Verc '\Vashcd C'\vicc '\Vith 37°C phosphace-butTercd 

saline (PBS). hon1ogenizcd in lysis buffer [50 111.M HEPES; 
0.5 mM EDTA: 1% (v/v) NP-40; 0.25% (w/v) SDS: 0.5 mM 
EGTA: 150 mM NaCI; 10 mM DTT; lmM PMSF, 1 mM NaF: 
2 µ.g/nU aprotinin: 1 µ.g/ntl pepscatin: and 5 µ.g/ml leupcptin]. 
and ccncrifuged ac 3.000 X~~ for 10 nlln at 4°C. Hon1ogenates 
(50-100 µg procein pcr lane) '\Vere subjected to SDS-PAGE 
(Laen1111li. 1970). The resolved proteins '\Verc transfcrred to 
PDVF 1ne111branes at SO 111V tOr overnight. The n1embrnnes 
'\Vere blocked for 3 hr '\Vith 5% nonfac dry nti..lk in TPBS (PBS. 
O. l 1X1 (v/v) T'\vcen 20) and created '\vith a prin1ary antibody 
aga.inst caspase-3 or caspase-7 follo'\ved by an alkaline 
phosphac:isc-lin.ked secondary antibody. Bands '\vcrc visualizcd 
using cnhanced chen'liluntinescence according to che manufuc­
curer's prococol. Polyclonal ancibodies against caspase-3 reaccs 
''"ich caspase-3 and ics pl 7 and p20 subunics and '\Vas raiscd 
aga.insc che full-lcngth precursor tOml. of caspase-3 of hunl.an 
origin. Polyclonal ancibody against caspasc:-7 reaccs '\vith che 
proenzyn1e and ics p25 and p 19 subunits and '\Vas raised against 
che tüll-length precursor fonn ofcaspase-7 ofhuman origin. 

[Ca:?.+], Measurements 

CGN {Ca:?.+¡1 'vas quancified using the fiuorescent cal­
ciun1 indicator tura-2/ AM. as previously described (Itoh et al •• 
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1998). B~efly. cclls groi.vn on coverslips for 6-8 DIV i.vere 
incubated i.vich 5 µM fur::i-2/AM and 0.02% Pluronic F-127 for 
1 hr in a K25 1nediun1 and '\Vashed t'\VO tin1cs. The coverslips 
'\vere placed on a perfusion chan1ber (lt..C-25. Warner Instru­
ment Corp. CT) and perfuscd '\Vith a K.25 or a KS plus anci­
oxidants n1edium during n1easurement. Cells '\Vere alternacivcly 
illunlinated '\vith a Xe :are lan1p through 340 nn1 :and 380 run 
e.xdcarion filtcrs. EnUssion fluorescence in1ages (510 nn1). ob­
taincd i.vich :in epifluorcsccnce inverted n1icroscope (Nikon 
Diaphot TMD. Nikon Corporation. Japan) '\vcre converced to 
digital data by an in1ag:e-processing systen1 (BioLase Imaging 
Syste111. Ne'\Vton. MA). The key elen1ents of che tluorescence 
Ca~+ in'laging systcn1 '\Vere a high nun1crical aperture UV ob­
jectives (Nikon UV-F 40X oil ir11n1crsion and tOOX glyccrol 
imtnersion. 1.4 and 1.3 NA rcspecrivcly). an intensified chargc 
coupled device can1era (c.2400-87. H:i111an1acsu llridge,vater, 
NJ) and che BioLasc In1aging: Systcn1 running under cheir FL-2 
soti:\vare. The systc111 allo .... vs real-tilllt!' silnultaneous acquisition 
of tluorescencc 111easuren1encs fro1n n1ultiple areas of interese 
pb.ced on individual cells. JCa~+J, in individual neurons "vas 
calculated fro111 che ratio (I~) of 340 nn1 to 380 nn1 excicaclon 
"vavelengch. using the f'Ollo'\ving fom1ul;i: 

'\Vhere KJ is che dissociation constan e offura-2/ AM: bis che ratio 
ot- fluorcsccnt signals ;ir 380 nm for C;i.2 + -free a.nd Ca2 + -
sanirated dyc; 1~11," is Rinche absencc ofextemal Ca2 +; l~m.u,;: 
is l~ in saturating JCa2 +] •. Thcse paran1ecers "vere dcternllned by 
in viera calibr:ition using EGTA and ionon1ycin. 

Ccll Viability 

Cell viability '\Vas esti1naccd by MTT assay ac 12-48 hr 
afi:cr cranst'C!-rring cells to K5 n1ediun1. MTT (0.1 n1g/nll) "vas 
addcd to che CGN and incubated for 15 n1in at 37ºC. After 
ren1oval of t11t!'diu111 containing che rcn1aining MTT. 100%, 
DMSO '\.Vas addcd to che dishes. Aftcr incubation for 15 n1in at 
roo1n tcn1pcracurc in da.rkness. fonnazan blue fom1ed fro1n 
MTT '\Vas '-luanrified spectroscopic:ally at 560 nn1 excicacion 
"va.vclcngth. As prcviously sho'\vn (Bal5.zs et al .. 1990: Morán et 
al .• 1999). thcrc "'"as a vcry good corrcspondencc benvec:n thc 
capacity of cultures to fon11 forn1azan blue and che procein and 
DNA contenc and che proportion of neurons that appcarcd 
intact by phasc-contrast n1icroscopy. 

Cell viability '\vas also asscssed by cvaluating che capabilicy 
ofCGN to dicsterit)· and to rccain tluorcscein diacct3tc (FDA) in 
cheir cytoplasn1. Cclls '\Vere '\Vashc:d t'\vice. incubatcd '\Vith 
5 µg/nll of FDA in culture n1cdiun:1 tOr 20 nlin at 37ºC and 
chen cclls '\vcrc '\Vashcd and n1ountc:d in pertüsion chan1bcr tOr 
analysis by epitluorescencc n1icroscopy using an excitation and 
enUssion '\vavclength of 485 and 520 0111. rt!spectivcly. Pro­
pidiun1 iodidc (PI) "vas usc:d to idcncify dcad ncurons. Cells '\VCrc 
incubaccd '\'\"ith 10 µM PI fOr .20 n'lin at 37°C and then cclls 
'\Verc analyzcd "vith an epifluorescence tnicroscopc using a flu­
orcsccncc tilter '\Vith an c:xcicacion of 450 nrn and cnlission of 
510 11111. 

Nuclear Condensation Detection by Hoechst Dye 

Cells placed on coverslips ac a density of" .265 X 103 

cclls/cn12 "vere cultured in a K.25 1ncdiun1 fer 6-8 DIV and 
then s"vitched to a K5 n'l.ediun1 plus :intioxidants. After 24 hr. 
cells '\Vere fixed in 4'Yu fresh parn.formaldehyde :it 4ºC for 30 111in. 
chen incubated with O.Ol'Yu Hoechst 33258 in PBS for 10 min 
and 111ounted '\Vith methanol-glycerol 1: 1 v/v. Cultures "vere 
exanllned '\vith :in UV objcctive (lOOX glycerol immersion. 
1.3 NA) in an epiffuorescence nUcroscope (Nikon. UV BA-2 
filtcr and :i barrier f"Uter of520 nm using a 340 nn1 excic:ition :and 
460 nn1 cn1ission '\v:ivelengths). 

Caspase Activity 
After 4-24 hr transforring to KS. CGN '\verc '\Vashcd "vich 

PBS and ho111ogcni2cd in lysis buffer. dilutcd 1:1 (v/v) '\vith 
glyccrol and stored at ::!:70°C. Caspase acrivitics '\'\"ere assayed by 
:i tluoron1etric n1ethod (Thornberry. 1994) '\Vlth a lumincsccncc 
spcctron1cter (Spcccronic Inscrumcnts. SLM An'linco-Bo'\vtnan. 
H.ochcstcr. NY). using difTc:rcnt substraces for each caspasc. 
Ac-DEVD-AMC '\Vas uscd as subscratc to decect caspase-3 ac­
civicv. Ac-YVAD-AMC for caspasc-1. Ac- IETD-AMC far 
casp;se-8 and Ac-LEHD-AMC tOr caspase-9. Activicics '\Vc:re 
follo'\'\·ed far 15-20 nlin afi:cr addition of substratc (25 µM) and 
ccll hon1ogcnacc (60-90 µg/nU) in a standard solution flOO 111M 
HEPES: 10'.X, ('\v/v) sucrosc: O. l'Yu ('\v/v) CHAPS: 10 n1M l::>TT; 
1 111M EDTA; 1 111M PMSF; 1 nlM NaF; 2 µg:/ntl aprotin.in: 
1 µg/Jnl pcpscatin: and 5 µg/rnl lcupcptinJ. H .. csults are cx­
presscd as VVAD. DEVD. IETD and LEHD clcaved :i~ changc 
in fluorcscencc inccnsicy/hr/111g procein. 

Mcasurcments of" Mitochondrial and Cytosolic ROS 
Formation 

Cells placed on covcrslips "verc cultured in a K25 111ediu111 
for 6-8 DIV and then incubated for 30 nlln '\Vith 10 µg/1111 
DHlt..-123; chis non-tluorcsccnt dye is sequestcrcd by n1íto­
chondrion. oxidizcd :ind convertcd into :i fluorescent con1-
pound. Far cytosolic H .. OS tOnnation. cclls '\Vcrc incubatcd fOr 
30 111in '\.Vith 10 µg/ntl ofH~DCFD: chis non-fluorescent dyc is 
de:iccrylated in che cytoplasn1 by stearatcs and convcrccd inca :i 

fluorescent con1pound by oxid:ation. Aftcr incubation. cclls 
"""ere '\Vashed '\Vith Lockc's 111cdiu111 (1.8 nlM CaCl~. 0.8 n1M 
MgCl~. 0.8 tnM N:i~HP04 • 5.5 n1M glucosc. 10 n1M HEPES. 
3 n1M NaHC03 • 120 n-¡M NaCl and .:?5 111M KCI). and che 
covcrslips '\Vcrc 111ountcd in a pcrfusion chan1ber (Warner In­
stru111ents. Mod. l~C-.25. Hatndcn. CT). Fluorescencc '\Vas dc­
tccted spectrofluoron1ctrically (SLM-AMNICOR .. lt..ochestcr. 
NY) :it a. 488 11111 excication and 530 nn1 en'lission "vavclengchs 
for DHl~-123; and ata 480 11111 cxcit3tion and 530 nn'l excita­
tion '\Vavclcngths tOr H:!DCFD. In all cases. cells '\Vere exposed 
only tOr 30 sec to UV light using ditTcrent san1ples at che 
indic:tted tin1cs afi:er K5 trcacment. Each san1plc '\Vas con1parcd 
"vich control culture (K.25) exposc:d in parallcl co UV light. To 
discount tluorcscencc gcneratcd by UV phoco-oxidacion. che 
dclt:i ot- fluoresccncc obtaincd in che 30 sec pcriod in K25 cells 
"vas subtractcd fro111 che fluorc:scence obtained in the cxperi­
nu:ntal s:1111ple 111c:isured at che sa.n1e time. TherctOre. ditTcrcnt 
sainples fron1 chc s:in1c culture '\Verc uscd to cover che '\.Vholc 
pcriod ofcin1c indicated in che figures. The ddta offluorcsccnce 
in K.25 (i.e .• fluorcsccnce generated by UV photo-oxidation) 
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'\Vas ahvays negHgible as con1pared 'vich che fluorescence gen­
erated in the KS samples. ln other experiments,. cells wcre 
incubaced 'vith dye after 1-8 hr 0C1nedium change from K.25 to 
K5 medium and then fluorescencc 'vas n1easured as detailcd 
above. Individual neurons 'verc analyzed using an in1age­
processing systen1 (BioLase lmaging Syscem. Ne,vton. MA). 
The key elcments or the Auorescence imaging systen1 '\Vere che 
same as described for Ca2 + measurcmcnt. 

Translocation oC Phosphat:idylserine (PS) 

Cells 'vcre placed on coverslips ac densicy to 265 X 103 

cells/cm2 and incubated for 6-8 OJV. At this time, cultures 
were incubated in a K5 serum-free medium plus antioxidants. 
Af"tcr mediun1 change. cclls 'vere 'vashed with PBS at the 
indicatcd tin1cs (1-8 hr), and thcn incubated for 15 nlln 'vith 
Annex.in V-FJTC. Cells 'vere '\.Vashed '\.vich PBS and mountcd 
'\vith n1ethanol-glycerol 1:1 v/v. Preparations '\vere observed 
undcr epifluorcscence nl..icroscopy using a rhodantine filtcr 
(Martin et al .. 1995). The fluorescence in1aging syscen1 '\Vas the 
san1e as described for Ca2

+ me:isure1nenc. Resulcs are expressed 
as arbitracy unics of Auoresccncc intcnsicy (20 ncurons by field). 

Sta1:istical Analysis 

Data '\Vere e~-pressed as 1neans ::!: SOS, :ind st:itistical 
sign.ific:incc ofthe rcsulcs 'vas deternúned by one-,vay analysis of 
variance (ANOVA) follo,ved by Fisher's test posc-hoc, '\Vith 
scatistical significance set .ac P > O.OS. 

RESULTS 

Antioxidants Promote Cell Survival oC CGN in K.5 
Medium 

In agreement ,vith previous reports (D'Mello et al., 
1997; Ishitani et al.. 1997; Nardi et al .• 1997; Villalba et al., 
1997). when CGN cultured in K25 far 8 days were 
transferred to KS. more than 45 and socx. CGN died after 
24 and 48 hr, respectively. as measured by MTT transfor­
mation (Fig. lA). These results '\Vere similar to those 
obtained using FDA to !abe! living cells (82.8 :!: 8.9% of 
FDA posirive cells after 12 hr: 48.6 = 5.2o/t1 after 24 hr; and 
32.8 = 3.1 afcer 48 hr). CeH viabilirv measured 24 h.r after 
transferring cells to KS. '\vas unatTected if CGN '\.vere 
returned to a K25 mediu111 'vithin the first 3 hr (Fig. tB). 
Afier 4 hr oí K25 replace111t!nt. less than ha1f of rhe 
populacion could be rescued and after 6-8 hr of K25 
replacement all cells died (Fig. lB). Thus. under these 
conditions, CGN are conl.ni.itted to die after 4 hr of KS 
treaunent. Also. these observations '\Vere supported by che 
morphological appearance of CGN 'vhen analyzed by 
phase contrast microscopy (Fig. 2A,B). In line ,vith pre­
vious srudies. the observed CGN death induced by KS 
sho'\.ved characteristics of apoptosis as evidenced by che 
nuclear condensation in KS cells stained '\Vith Hoechst 
aÍter 24 hr (Fig. 2E.F) and the translocarion of phospha­
tidylserine in KS cells labeled with annexin V (Fig. 3A). 
The translocation oÍ phosphatidylserine (PS) showed an 
increase after 3 hr oí transferring CGN from K25 to KS 
media. reaching a maximal ar 5 hr, "vhen ic remained 
without change far the fallowing 6 hr (Fig. 3A). 
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Fig. l. Time coursc ofCGN dc:ith induccd by lo'v [1<~].,.. Cclls wcrc 
switchcd from 25 ntM KCI to a 5 n1M KCl mcdiunt and ccll survival 
'vas C!'stin1::1.tcd as M"'rr tr.insfonnation. A: Tinte course of CGN 
survh:al after ch::1.nge to K5 ntcdiurn. B: CGN surviv=il n1easurcd 24 hr 
aftcr n";tching to a KS 111cdiun1 and then rcturncd to K25 rnedium at 
tite indicatcd times. Note that añcr 4 hr in a KS n1cdiun1 CGN cannot 
be rcscucd by K25. Data are mean ± SEM of 9 indcpcndent expcri­
mcnts. •Significantly diffcrcnt frorn control (time = O) (P < 0.05). 

Severa! antioxid:ants that act through ditTerent mc::ch­
anis1ns. 'vere tested on CGN death inducc::d by KS after 
24 hr. In agreement '-Vith previous studies (Atabay et al.. 
1996; Schulz et al.. 1996). it was faund that the anrioxi­
dant enzymes Cu/Zn SOD (1-30 mU/ml) and catalase 
(0.1-10 mU/ml) were able to protect fron> cell death by 
about 75'.Xi and 56%. respectivc::ly. '\.Vhen added simulca­
neously to the change ofmedium (Fig. 2C.D). Chron1atin 
condens:icion 'vas also n:1arkedly decreased in cells 
S\VÍtched to K.5 plus the antioxidant enzy1nes as evidenced 
by nuclear staining with Hoechst (Fig. 2G.H). The rnito­
chondrial farm ofSOD. MnSOD used at 10 rnU/ml was 
also very efficient by inhibiting CGN death around 60'X1 
(noc sho'\vn). Other antioxidants accing as scavengers of 
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F1~. 3. EfTcct ot- antioxidant<io un phosphat1dyl-.cnne (PS) trandocation 
mduccd by lo,,· (K-+lr in CGN. CGN 'ven: ~'Tº'""" by 7 DJV in a K:?S 
i11ediun1. and cclls ,.,..ere ~"""1tchcd to a K5 1ncdiun1 ''-"ith or 'vithout 
anno:'\.i.dants. PS translocacion '\.vas c'\·aluatcd as. anncxin-V binding as 
dcscribcd in Method<io and l\.1atcrial.,. A: Time counc uf PS transloca­
tit..in m CGN tran!<.fcrrcd from a K:?5 111edium to a KS mcdiu111; B: PS 
rr.mslocacion in CGN 111aintaincd H hr in .J. K5 rncdiun1 plus 10 n1U/rnl 
Cu,znSOD (SOD). 1 n1U/ml catabsc (CAn or l.O'Y.. DMSO. Valuc:i. 
.lrc:" ntcans ::!: SEM ofdi::tcrn1inations from a total ofat lcast 30 cclls fro111 
:l'\·c indcpcndcnt cxpcrinu:ncs. Signiticantly diffcrenc fron1 *control 
{1'1-5 or time = O) and ••KS (P < 0.05). 

hydro,,..··yl radicals. pero~-yn1tntes and peroxides like 
Di\·lSO (l'Y.•) or mannitol (10 mM) (not shown) also 
significandv inhibited cell death bv 40-SQo/t,. Glutathione 
(S-10 tnM) procecced from cell deach only marginally and 
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other antioxidants like at-cocopherol (50 mU/ml) or 
N-aceryl cysceine (0.1-1.0 tnl\11) did noc exen: any effecc 
on CGN survival (noc sho'\vn). 

All antioxidants tested. including Cu/Zn and Mn­
SOD. cacalase and DMSO added ac che time of media 
change. prevented che phosphatidylserine cranslocarion 
(Fig. 3B). These resulcs suggested that ROS production is 
an event occurring earlier than PS translocarion during cell 
death of CGN. 

Ancioxídants Suppress ROS Formation Induccd by 
K5 at Different Times 

Whc:n cells are changed fro1n a K25 mediun"l to a KS 
1nc::diu1n both cvtosolic and micochondrial l~OS are 
fonned at three ditTerent tin"l.es after s'\vicching (Fig. 4). 
Around 5-6 1nin after cransferring CGN to a KS n"lt:diu1n 
a rise in cvtosolic l~OS is detected as DCF-fluoresce::nce 
(Fig. -1-A). Silnilarly. a significa.ne increase in micochondrial 
H .... OS. detected as DHH ... -123 fluorescence. is observed 
afcer 40 ntin of cransferring cells to KS nu~dium (Fig. -1-B). 
A late in crease of both cytosolic and rnitochondrial l~OS 
is also observed after 3 hr. '\vhich reached a maxiJ11u111 aftc:r 
4 hr ot- medium change (Fig. 4C.D). 'When CGN 
s'\viccht!d to a I<S 111e::diu111 '\.Vere sirnultaneouslv tn:att!d 
with Cu/ZnSOD (10 mU/nu). catalase (1 mÚ/ml) or 
DMSO ( t 1}'[,) both che c:arly and late pcaks of cycosolic and 
O"litochondrial H .... os '\Vere cornplc::tely supprt:ssed cr=ig. 4). 

To elucida te '\Vhich of che observed ROS produced 
are involved in the proccss of PND ofCGN. '\Ve s'\vitched 
cells to a I<S 1nediu1n follo'\vt:d by addition ofantioxidants 
likc Cu/ZnSOI:>. ca.talase or DMSO ac diffcrenc tin1es (O. 
2 and 5 hr) of S'\Vitching (Fig. 5). Under chese condicions 
'\VC found thac all ancioxidanc.s '\VCft! e::qually efiicicnt in 
procecting CGN fron1 deach '\Vhen addcd simulcaneously 
(O hr). after 30 111in (not sho'\vn) or 2 hr afier n"lt:diu1n 
change. In contrasc. '\vhen antioxidants '\Vere added to 
cultures afi:er 5 hr ofs'\Vitching to KS none ofthcsc:: agt:nts 
'\Vere able ca rescue cc:lls fron1 death (Fig. 5). Thus sug­
gesting thac only th<! late ROS peak (after 3-4 hr) may 
play a direct role in thc process of cell death. 

Intraccllular Calcium Lcvels Are Not Modified by 
KS and Antioxidants Treacment 

As \.Ve previously sho'\ved (Mor::in et al.. 1999). '\vhen 
CGN 1naintained in a K25 1nediun1. are transf"erred to a K5 
n"lediu1n. [Ca2 +J¡ is in"ln"lt:diac.ely reduced from abotu 
280 nM tó 50 nM (Morán et al.. 1999) (Fig. 6A). This 
reduction of[Ca2 +]¡ is kepc constant (around 50 nM) in all 
che neurons evaluaced during the first 4 hr afcer the K5 
creatnu:·nt (Fig:. 60. insert). Af"ter 24-48 hr a fraccion of 
che: cells in KS still sho'\vcd che obsc:rved lo'\v levels of 

Fi~ .. 2. Effcct of'antioxidancs on che morpholo~")' ofCGN !ri.'\Vitched to a K5 mc:diuin. CGN wcrc b""Town by 7 DIV in a K25 medium. switched 
r1..., .l K5 111ediu1n and afrer 24 hr '\Vcrc ob~c-rvcd by phasc contra.u (A-D) or tixed. incubatcd """ith Hocchst dye and observed in a fluorc:scence 
:n1croscopc (E-H). A.E: CGN !>'\Vitchc:-d to a K:?.5 mcdiu111 (control). ll.F: CGN !'l.Witcht!'d to a K5 mediuin afi:er 24 hr. C.G: CGN swicched to 
.1 K5 mcdiu111 plus Cu/ZnSOD (10 mU/ml) for 24 hr. D.H: CGN S'\Vitchcd to a K5 mt:"dium plus catala!ioc (1 n1U/n1l) for 24 hr. (A-D) Scale 
b.ir = 50 µ.111 (A-D); !loCale bar = 20 µ.111 (E-H). 
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Fig. 5. EtTcct of antioxidants un CGN dcath induccd by lo'\V fK+lL .. 
CGN '\Ven: gro'\vn for 7 DJV in .1 K25 tnediun1, s'\virched to a KS 
medimn added with 10 mU/ml Cu/ZnSOD (A) 1 mU/n1I catalase: 
(D) or J .O'Y.• dimcthyl sulfoxide: (C) afrer o. 2 hr or 5 hr of nu:diun1 
change and viabiJity was n1ea!i.ured a!i. MTT transfonnarion after 24 hr. 
Uars are n1eans :!: SEM of ni ne indc:pc:ndent experin1cnts. Significantly 
difiC:rent from *K25 and **KS (P < 0.05). 

[Ca~+ J¡· In contrast. a second population ofcells exhibitc:=d 
variable incrc:=ased l Ca~+ J¡ levels probably corresponding 
to cc:=Us thac a.re dose to dying (not sho'\vn). The presence 
or 1 mU/ntl caralase. 10 mU/ntl Cu/ZnSOD or t.0% 
DMSO in che KS 111.edium did not 1nodifv che mentioned 
r<!ducrion in [Ca'+], (Fig. 6B-D). Four· hours after rhe 
change to K5 rnedium [Ca.:?+ j¡ none ofrhe rested antioxi­
da:ics c:-xer.red a significant c~!nge on che observed lC::a.::?+]¡ 
(F1g. 60, ms<!rt). Thus. [Ca- ], do nor seem to be d1rectly 
related to th<! late! ROS peaks observed around 4 hr after 
S'\Vitching and che etTect of" antioxidancs seems not to be 
mediaced through a rnodification in [Ca.:?+]¡. 
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Antioxidants Inhibit the Activity of" Caspases 
Activated by KS 

Caspase activity was measured using substrates Iike 
DEVD-AMC for caspase-3; IETD-AMC for caspase-8 
and LEDH-AMC for caspase-9. We demonstrated ror the 
first time that CGN transferred to K5 show a significanc 
increase of caspase-8 activiry. which peaked after 6-8 hr 
(Fig. 7A). Cell death induced by K5 was partially pre­
vented (about 40%. af"ter 36 hr) in the presence of the 
caspas<!-8 inhibicor lETD-CHO at 300 µM. On the orher 
hand. as others (Shultz et al.. 1996; Atlante et al., 1998) 
and we (Morán et al .• 1999) hnve shown, DEVD-AMC 
cleavage '\vas markedly increased in cells changed to a KS 
medium (Fig. SA). DEVD cleavage reached a maximum 
arter 8-9 hr showing a marked decrease arter 12 hr (Fig. 
SA). This activacion was markedly higher (about 10 times) 
than that observed f"or caspase-8 (about 2 times). As 
DEVD can be cleaved by caspase-3 and caspase-7. '\-VC 
confirrned by Western blot analysis the processing of 
caspase-3 in cells switched to K5 (Fig. SC). This resulr. 
ho'\-vever. does not rule out the possibility that caspase-7 
could be also involved in che observed DEVD c]eavage. 
T'\-VO other caspases '\-Vere also measured in cells transferred 
to KS 111ediun1.: caspase-1 (measured as Y A VD cleavagc:=) 
(not shown) and caspas<!-9 (measured as LEHD cleavage) 
(Fig. 7A). None of"these caspases sho'\ved any activacion by 
KS ar thc:: times rneasured (2-24 hr). 

Caspase-8 activity. induced by KS '\-Vas completely 
abolishe!d by SOD, DMSO and cacalase (Fig. 7B). SOD 
treatni.ent even reduced the basal activity observed in K.25 
cells (Fig. 7B). Similarly, DEVD cleavage induced by K5 
was also 1narkedly inhibited by the action of all antioxi­
dants tesced. although in centrase to caspase-8. inhibition 
was not complete (Fig. 8B). SOD ar 10 mU/ntl reduced 
by 821Yu the DEVD cleavage. "vhereas catalase and DMSO 
also partially inhibited DEVD cleavage by 73% (Fig. SB). 
In all cases. che addition of" the antioxidants at 30. 60. 90 
(not shown) and 120 nun (Fig. 8B) ali:er swirching did not 
modify che dTect or the tesred antioxidanrs. Alchough the 
antioxidants '\-vere very efficient in inhibiting the activity 
of" caspase-3, che processing of" the proenzymes of both 
caspases '\Vas inhibited only marginaUy. Figure se sho'\.VS 
that thc:- processing of che caspase-3 proenzyme '\vas par­
tially inhibited in KS cells treated 'vith SOD and catalase, 
but not DMSO. 

Oxidative Stress Induces CGN Death and Caspase-
3 Activation 

To srudy the effect of"oxidative stress in CGN main­
tained in K25 (i.e., high levels or [Ca''" .. ]¡) we measured 
CGN survival and DEVD-cleavage in cells treated with 
H 2 0.::? ar xanthine/xanthine oxidase (XA/XO). t'\VO con­
ditions known to induce ROS. Figure 9A shows that both 
conditions lead to CGN death. although H,,O,, treatment 
induces a 50% cell death afi:er 1.5 hr and XA/XO afi:er 
5 hr. lnterestingly. in contrast co H 2 0:?• treattnent "vich 
XA/XO increased caspase-3 activity after 2 hr (Fig. 9B). 
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Fig. 6. Effc:cr of antioxidant!io on íCa:!+], in CGN nvirchc:d ro lo'v 
JK ..... ].... CGN '""ere prdoadc:d \.Vith ti.ira-:?/ Al\t1 in a K.25 mc:dimn. 
pcrtÜ!>c:d \.Vlth .1 K.::?5 nu:dium for 20 nun and thc:n rran!lofc:rrc:d ro a K5 
111cdiu111 (1111n 1) in che prl.!!icncc: uf anrioxu.fa.nts. A: Control; B: 1 
mU/ntl i:.;1rala!>c; C: 10 111.U/ml Cu/ZnSOD (SOD); D: l.O'Y., DMSO. 

Inser: (Ca:?•], in CGN maintained in low (K.-+-] ... far 4 hr in rhe 
prc:sc:ncc oí antioxidants ar the samc concc:ntrations as above. "*Sib'tlif­
icancl)• ditTc:rc:nt fron1 K25 (P < 0.05). In ali cases. valuc:s are mr:ans ::!:: 
SEM of dc:tC!nninations from at lc:ast 20 nc:urons from four indc:pr:ndent 
C!Xperin1c:nts. 
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Fi~. 7. Eff"cct of.intioxid."lnt!I. un ca!>pa!>C!> acuvky induccd by lo'\V [K+l.._. 
in CGN. Cclh. '\Vcrc f;T<.nvn by 7 DIV in a K:?5 ttH .. •d.iu111 and thcn 
•m:nched tu J. KS 111cdiunt durin!-!: n-:?4 hr (A), or 8 hr (ll) .. md ccll 
hunH .. l~cn;1tc!> wcrc proc~'!l.!>Cd tOr IETD-Ai\.1C or LEHl)-A1'1C dcav­
.1.~c by .1 th1oron1ctric proccdurc, .1!'!. dccailcd in l\.1cchu1. . .h, A: Titnc 
cour..c ot ac-IETl:>-AMC or LEHD-AMC ckavage. Valuc:-!'. are 
111i:.1ns :!: SE.1\.1 of 4 indcpcndcnt cxpcri111t!'nts. U: Eftcct uf antioxidants 
un IETD-Al\.1C dcavagc induccd hy 'º""' [K+}.,. aftcr 7 hr. 1.0'){, 
Dl\.1SO, 10 111U/inl Cu/ZnSOt::> (SOD) or 1 mU/ml catalase (CAT) 
""·ere addcd to CGN <;iJnulcancou!>lv to KS. Scalc ban. = 1ncans ::: SEM 
of six indcpt!ndcnt cxpcri111C!'nts. Si.gniticantly ditTcrent fro111 •K.25 and 
••K.5 (/> < 0.05). 

Tht::' part1c1pation oí caspases in the CGN death 
induced by XA/XO was further supported by the ob­
St::'C"\·t!d inhibitory t!tTect of' a general blocker of caspases 
activity on CGN death (Table: 1). When culturc:s "vere 
treated with 150 µM z-VAD. CGN death induced by 
XAIXO '\.Vas significantly decreased by 50o/t1. In contrast .. 
ct::'II dt::"ath induct::"d by H:?O:? "vas unafTt!cted by trt::'atnl.ent 
with the caspase inhibitor (Table 1). 

------------------

Oxidative Stress and Cerebe11ar Granule Cells Death 

DISCUSSION 
Caspases have been shown to play a key role in 

apoptotic cell death (Chen et al .• 1998; Ni et al. 1998) and 
among them caspase-3 is the most prorrtinently involvcd 
in apoptosis in neural tissut:s (Martin and Green .. 1995: 
Cohen et al.. 1997). On the other hand. [Ca"+], and ROS 
have been suggested to play a central role in tht! initiation 
and execution ofnt!uronal apoptosis Oohnson et al ... 1992; 
Pearson c::t al... 1992; Copani et al. .. 1995; Atlante et al. .. 
1998; Keller et al.. 1998; Krohn et al.. 1998; Morán. et al. • 
1999). In chis study '\.Ve analvzed the role of oxidative stress 
and ics relationship to LCa:?-+- ]¡ and caspase activation in 
neuronal apoptotic cell death using CGN apoptotic death 
as a ni.odd oí study. When CGN gro'\.vn in a mediuni. 
containing 25 ni.M KCI are transferred to a 5 1nM KCI 
mediuni.. cells die:: 'vith characteristics ofapoptosis .. includ­
ing nuclear condensation. DNA fragtnc::ntation.. etc. 
(O.Mello et al.. 1993. Yan et al.. 1994; Schulz d al.. 199<>: 
Nardi et al. .. 1997: Morán et al.. 1999). In chis studv 've 
also confirnl. that KS activare caspase-3 and 've de1iion­
strated that this condition also induces caspase-8 activa­
tion. 

Hert::".. "ve confinned previous observations that 
H ... OS .. like superoxide anion .. play a key role in apoptosis ot­
CGN. Wc tOund that a varietv oíantioxidancs are able to 
inhibir thc:: CGN death proce~s. A111ong the antioxidants 
tc~stcd. SOD "vas the 111.0St efficient foIIo"ved bv catalase 
and DMSO. Glutathione had only a tnarginal etTect. SOD 
is kno"vn to 1netabolize superoxide anion. catalasc re­
n1oves peroxides and niannirol. DMSO and glutathione 
act as scavengers of hydro::-..-yl anion, pero:\.-ynitrites and 
pc:!'roxides. Glutathionc:!', in addition. participa.tes in the 
reaction of re1noval of peroxides by glutathione peroxi­
dase. Sanie prelinlinary studies in our laboratory have 
de111onstrated chat CGN loaded '\.Vith dihvdroethidiun1, a 
probe used to prefe1·entially detect superoXide anion (Ishi­
ka"va et al... 1999), sho'v a niarked fluorescence aíter 4 hr 
of 1{5 treatn1ent .• ..\11 these results support the notion that 
superoxide anion is one ofthe n1ain species involved in the 
process of CGN death and it is in agreenl.ent 'vith other 
studies (Greenlund et :ti ... 1995; Patel. 1996: Bisaglia c::t al. • 
2000). 

On che other hand. '\Ve found that ROS levels niark­
edly increased aftt:r changing CGN from K25 to KS at 
ditTerent tin1es in differc::nt cellular comparcments. We 
used t"vo fluorophores to detect cytosolic :ind 1nitochon­
drial ROS; H~DCFD and DHR.-123. respectively. An 
early increase in cytoplasrnic ROS occurred at around 
5-15 niin aftc::r S'\Vitching to KS. The source oíthc::s<: l~OS 
'\.Vas c::ntirely cytoplasnlic as no signa] '\Vas observed '\Vith 
DHR-123. A second peak of ROS was detected in m.i­
tochondria after 30-40 1nin. This rise in ROS levels is 
coincident in tiine "vith an observed activation of SOIJ 
induced by the sanie experini.ental conditions (prcliminary 
rcsults), "vhich further supports the pri1nary formation of 
superoxide anion. Finally. in agreement "vith previous 
studies in this and other preparations (Greenlund et al. .. 
1995; Schulz .,e al.. 1996; Mattson. 1998), a peak otROS 
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Fig. 8. Effccr ur· antioxid.um. on '-·.1spa:!>c:-.3 activity inducc:d by lu\.v 
[K+lc- in CGN. Cdls wc:rt> gro\.Vn durmg 7 DIV in .;\ K25 mt!'dium and 
thcn !i.\.VitchcJ to a K5 mcdium for 11-20 hr (A). or 8 hr (B) •. md cdl 
hotnug:cnatc!i. \.Vcrc procc:1.scd tür 1111111unoblot ur J:)EVl::>-AMC dcav­
age by a rluurun1ctric proccdurc a!. .,.kuiled in l\.1cthods and Material:!>. 
A: Ti111t:" couoc of t:>EVJ'>-Al\.1C ... ·lc.·.;wagc. Valuc:s are 1nc:ans := of 6 
indcpendcnt cxpt:"rin1cnts. U: l:.>EYD-Al\.1C deavage aftC!T 8 hr of 

levds 'vas detected :afi:er 3-4 hr in both the cytoplas1n and 
nl.itochondria con1partnu:-nts. Although 've cannot rule 
out a sinl.ulraneous generation ot H •.. OS in the n.vo conl.­
part111encs .. it is possible! that one peak could be involved in 
the generation of the second one. In this regard .. a recent 
study de1nonstrated that neuronal death induced by NGF 
deprivacion is dependc:nt on cytosolic ROS production via 
NADPl-l-oxidasc activation (Tan,maridlo, 2000). In all 
cases. l::t....OS production tend...:; to return to nonnal lt:-vels 
after tht:' pt:"ak production. This could be dut! to a cessation 
of che inicial signa! inducing rhc:: l"::t....OS produccion simul­
taneously to an accivation of che endogenous antioxidant 
svstenl.S. likt! SOD. Thesc: t'"'º c::vencs 'vould not be 
f!#nough to prc=vt:-nt cell death. 

The four pcaks ofROS produced in CGN by KS are 
co111pletely inhibited by ali .1ntioxidant tested. Interest­
ingly. tht! abolition by antioxidants of the first n.vo J:t.OS 

K5 

'ºº 
80 

eo 

8 
40 

20 

111cdiu111 changt:' to 1<5 plu~ antioxidants. Antioxidanb \.Verc addcJ 
simultancuusly (O) or:? hr (:?) aftc:r 1ncdium changt!. (C) Jnununoblut of 
c:i.spast:-3 uf cc:ll!> trcatcd \.Vith l .o•y,, DMSO (D). 1 mU/nt.I ca.talase (C) 
or t O mU/inl Cu/ZnSOD (S) ~imultaneuui>ly to thc !!.Witch to KS. p 17. 
clcavcd produce uf 17 kDa. Scalc bar = mea.ns =:. SEM of" 3 dctcrmi­
nations. Signiricantly JitTt!rc:-nt frun.1 *K::?S and ••K5 (P <:: 0.05). 

peaks (15 and -10 min) did not atrcct CGN dcath. whcrcas 
tht! inhibition oftht! latt! cvtosolic and ntltochondrial ROS 
pcaks (3-4 hr) markcdly reduccd cell dcath. Thus, al­
though \Ve cannot ntle out a possible influencc: otche early 
l~OS pcaks on thc gcncration oí the late ROS peaks, we 
can statc th-at only thc late ROS peaks (3--1 hr) secm to be 
critica! fot· che CGN dc:ath process. In other 1node!ls of 
nt!'uronal death it has also bet:-n proposed that l"::t....OS is an 
t:arly event in the process oC apoptotic cell dc:ath (Gua et 
al.. 1999: lshikav"'ª et al.. 1999; Ta111.1l.1ariello et al.. 2000). 
In ou1·systenl.. the role! ot-the l":t.OS in thc: process ofCGN 
apopcosis is not kno'\.Vll. In chis regard. our results sho'v 
that H ... OS production is upstream ca most of che early 
evencs during apoptosis and raises the possibility that they 
could serve as a signa! to tht: inicial phase of the ;Lpopcotic 
CGN death. This idea is supported by the fact that thc 
time of appc:arance of the late I::t....OS peaks corresponds to 

TESIS C(il-! 
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a TABLE l. EfTecr: of"z-VAD on CGN Dearh lnduccd by XA/XO 
and H 2 D:i1" 
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Fi~. 9. Effecc ot• HzOz and XA/XO on ccll viability and DEVD­
dea'\";l~e in CGN. Cdls '\vere cultured f"or 7 DIV in a K:?S n1edium and 
thc:-n c;eatC'd "·"ith H.:?Oz (O.Ol'Y..) or XA/XO (100 µM/ ..JS mU). Aftcr 
che inrlicatcd tin'les. MTT cr:msfonnation (A) or DEVD-clcava~e (D) 
"""as n1ca:i.urc:d as indicated in Mechods. Data are n1can :::: SEM ui"chree 
indepc:ndc:nt cxperhncnts. •· .... Significantly diffcrent fron1 control v:1.l­
ucs (/> < 0.05). 

thc::- tin1e 'vhen cells are conunitted to die. inunediarely 
betOrc:: rhe transloca.tion of phosphatidylserinc:: and che 
accivacion of t'\VO caspasc::s. Also. che cytosolic and nl.ito­
chondrial pt!aks are on.ly transient and Iast around 1 ltr. 
Moreo'\:er. che presenct::' of antioxidants block.s phosphati­
dylserinc:: translocation and caspasc:: activiry. In this regard. 
'\Ve '\Vcre a.ble to induce in a. short pc::riod of tinl.e ( 1-5 hr) 
a significant activation of caspa.se-3. nuclc::ar condensation 
and apoptotic CGN death by increasing ROS in a 
xanthint!'/xanthine-oxidasc:: svstern. but not H .... O ..... in cells 
111aintaint!'d in a K.25 nl.ediun;. Thus suggt!'sting that n. .. os. 
p:articularly superoxide anion. per se:: could direcdy induce 
so1ne ofthe early apoptotic events in a Ca:!+ -independent 
1nanner. The nl.echanis1n by 'vhich l~OS could serve as a 
signa! is not kno'\Vll, but thc::y could a.et directly on a Iarge 
nunl.ber ofgroups of1nolecules. More recently. it has been 
propost!'d that J~OS could also nl.odulate the gene expres-

~~. -------------

Condition 

K25 
H,o, 
H ... o ... + z-VA[) 
xAIXO 
XAIXO + z-VAD 

100.0 ::!: 11.7 
20.0 ::!:3.0* 
21.2 ::!:: 4.2* 
52.5 ::!:: 1.5* 
73.2 ::!: 4.1*"'** 

TGr.Jnule c:ells ·were cultured in 3 K.25 n1ediurn for 7 cbys ü1 virro .and then 
treóltcd '""ith H:!:O:!: (0.01'.X'.) or XA/XO (100 µ.M/45 mU) with or wichout 
z-VAD (ISO µ.M). Afcer5 hr MTT tr.andOrm.:ition was estim.ated .:is det;iilc:d 
in Method~. l\.esult.~ are 1ne.:Jns ::!:SD otº 3 experintcnts. 
• P <: o.OS cotnp.:ire<l to K.25. · 
*'*/' <: 0.05 l."on1p;1rC'd to XA/XO. 

sion by acting on cranscription f'actors in a variecy of 
families like NF-KB. AP-1 and AP-2 (far review see 
Dalton et al.. 1999). 

lt is '\Vell kno'\vn that calciunl.. plays a critica! role in 
the process 0L1poptotic cell death of"CGN (Kingsbury and 
Balizs. t 987; Pearson et al., t 992; Cascilho et al .• 1999). In 
a previous study (Mo1·á.n c::C al.. 1999.,) '\Ve f"ound that 
im1nature CGN require certain Ca-+ levels (about 
300 nM) to support cell survival. At this Ca:?+ lt!Vt!I. both 
the activitv and cxpression of" caspasc::-3 are:: inhibitcd. 
Whc::n [Ca:?+)¡ is bdo,v a certain concentration (150 nM). 
cclI death occurs conco111itantly to a high actJvicy of 
caspase-3. One question '\vas to kno'\v che relationship 
bet'\veen J~OS production and [Ca:?.+)¡. It is con1n1011ly 
accepted that a 1narked increase in [Ca:!+J, can lead to 
l:t..OS producrion (Chakraborti et al.. 1999). In our n1odel. 
ho'\vever. '\Vhen [Ca:!+L is kept :around 300 nM no l:t.OS 
production '\Vas dctected. but a reduction of [Ca 2 +] 1 to 
around 50 nM induces a delayed significanc H .. OS incrcase. 
13esides. c.iuring R.OS production. [Ca:!+ J¡ levels are not 
changed befare. du1-ing or posterior to I:t.OS increa.~e. 
Thereforc: _ I~OS pro~uction":!:_J?ªrticularly that related to 
cell death. 1s not affccnng [Ca j¡ levds. These results thcn 
support the notion that. in our inodel. ROS generation is 
1nt:"diated by a cellular 11.1echanism, '\Vhich is independent 
ofan incn~ase of [Ca:?+]¡ that renl.ains to be t.!lucidated. On 
the other hand. tht!' prott!'ctive t!fFect of antioxidanrs ob­
served in this study '\Vas not 111.ediated by a inodification of 
cytosolic c.12 + levcls. Thus. although Ca2 + 1evels seenl. to 
be the initial signa! thac direcdy or indirectly leads to ROS 
production ·and cell dt:"ath. the requircnl.t!nt to induce 
CGN dt!:ath is an increase in ROS levels. regardlt!SS oÍthc 
[Ca:?.+]¡. As it "vas already n1entioned. this is supported by 
the fact that in CGN rnaintained in 300 nM [Ca~+]; 
apoptotic events and CGN death '\Vere direcdy induced by 
increasing l~OS '\Vith XA/XO treaal.1ent. 

As others and '\VC havc reported, the activicy oÍ 
caspase-3 is induccd by a reduction in [C;.12 +]¡ and both 
events could be rdated to apoptotic cell death of" CGN 
(Morán et al.. 1999). In the present study we found that ali 
antioxidants tested inhibited partially both che activity and 
processing of caspast!-3 and that this inhibition '\vas not 

""!. i- \L 
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111ediated by any alteration in [Ca:?+]¡. The inhibition by 
antioxidancs of caspase-3 activicy did not correspond in 
1nagnitude to the observed inhibition of its processing. 
This suggests that antioxidancs could acc at different levels 
like processing ofthe proenzyrne or che activicy. le reni.ains 
to be elucidated "vhether chis inhibicory acrion could also 
atTcct che t!Xpression and levels of che 111RNA. \.vhich is 
kno'\vn to be 1narkedly increased by KS in CGN (Morán 
C!t al.. 1999). Also. on che ocher hand. an interescing 
obser\tation \.Vas that although there \.Vas a complete inhi­
bition by the antioxidants tesced on PS translocation, ll...OS 
production and caspase-8 accivicy; che etTect of thest: an­
tioxidants '\vas only parcial far cell death and caspase-3 
activity and processing. One possible explanation far chis 
rcsult is that a coni.ponent of caspase-3 activation is not 
relaced to oxidativc stress. Alternacivdy, ic could be pos­
siblc::- thac othc.!r initiacor caspases besides caspase-8 involved 
in caspase-3 accivacion could be differc::-ntially afTected by 
chese antioxidants. 

In conclusion. \.Ve ha.ve sho'\Vll. thac CGN apoptocic 
deach induced by lo'\v potassiun1 involves che activation of 
caspase-8 and caspase-3, bue noc caspasc:-9 or caspase-1. 
CGN death is triggcrcd by a {Ca2

..., J1 reduccion. '\.vhich is 
follo\.vcd by incrc-ases in l:tOS lc.!vds. Once [Ca:?+]¡ reduc­
cion inicia.tes the procc:ss of cell dcath. ho\.vever. che ROS 
pro~uccion sc:C!n1s to a the critical c:vcnc indepcndent on 
[Ca-+ J

1
• The gcnc:ration of ROS occurred at three difTer­

ent tin1es. bcing those produced afi:c:r 3-4 hr involved in 
che procC!ss of cell death. Caspascs activacion ;ind PS trans­
Iocacion '\Vere do\.vnscrean1 of R.OS produccion. Thcse 
findings indicare chac H ... os play a critica) role in che 
initiacion of che apopcotic process including: che accivation 
of caspases. 
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6.2. Participación de la NADPH-oxidasa en la muerte apoptótica de neuronas 

granulares de cerebelo privadas de potasio 

La enzima NADPH-oxidasa se ha estudiado sobre todo en células del 

sistema inmune, como neutrófilos y macrófagos. Este complejo está compuesto por 

5 subunioades proteicas, dos membranales (gp91-phox y p22-phox) y tres 

citosólicas (p40-phox, p47-phox y p67-phox). El complejo se activa cuando las 

subunidades citosólicas, p47-phox y p67-phox, se fosforilan y se translocan a la 

membrana uniéndose a fas subunidades membranafes (Oiatchunk et al., 1997; 

Fontayne et al., 2002; Hua et al., 2000). Una vez activa, fa enzima genera anión 

superóxid ~ usando electrones del NADPH (cofactor de la enzima) y transfiriéndolo al 

dioxígeno. Se ha descrito que el papel de la NADPH-oxidasa en fas células del 

sistema inmune es generar anión superóxido como un mecanismo microbicida. 

Recientemente se describió la presencia de este complejo en células del sistema 

nervioso. :o:.:n que se conozca aún su función (Hwang et al., 2002; Shimohama et al., 

2000; Ta: .1mariello et al., 2000). En algunos de estos estudios se ha sugerido una 

posible ¡::::rticipación del complejo enzimático en la muerte apoptótica de neuronas 

privadas ce señales tróficas (Kim et al., 2002; Tammariello, et al., 2000). Con la 

finalidad :::e conocer la participación de la NADPH-oxidasa en la muerte apoptótica 

de las n-:-uronas granulares en cultivo inducida con la privación de potasio 

extracelu1ar, se hicieron los siguientes experimentos. 

6.2. 'l. Presencia de los componentes del complejo NADPH-oxidasa 

Se ev2 . ..ió por medio de un análisis de Western blot la presencia del complejo de 

la NAOP:-.-oxidasa en fas CGC. Para esto se utilizaron anticuerpos dirigidos contra 

cuatro de :as cinco subunidades de fa enzima. En la figura 6. 1 se muestra que las 

subunidajes de ta NADPH-oxidasa, gp91-phox, p67-phox, p47-phox y p22-phox, 

están pre, :=ntes en las neuronas granulares mantenidas en cultivo durante 8 DIV en 

potasio e: :racefular alto (K25). Como se observa en fa figura 6.1., algunas de las 

subunida.::es incrementan su expresión con fa privación de potasio (K5). Esto se 

puede otservar particularmente en las subunidades gp91-phox y p47-phox después 
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de 1-4 h del estímulo de muerte. Las subunidades p22-phox y p67-phox parecen no 

modificar su expresión en respuesta a esta eondición (figura 6.1 ). Estos resultados 

prueban que el complejo NADPH-oxidasa está presente en las neuronas granulares 

del cerebelo en cultivo y que podrían estar modificando sus niveles como resultado 

de un estf:nulo apoptótico. 

K25 

op91-r..~ox 

p67-p>ox · > 

p47-p:·ox ;:;'_'.~::·-

lh 2h 

K5 

3h 4h 5h 

p22-s; ox l!•~---~~~·~--~----------··-·-----'!1!' 

6h 

Figura 6. ~ Presencia de las subunidades de la NADPH-oxidasa en CGC en cultivo. Las 
CGC se re· .1ntuvieron en cultivo por 8 DIV y después se transfirieron a K5 por los tiempos 
indicados se realizó análisis de "western blot" de los homogeneizados. 

6.2.2. Ac ·.•ación de la NADPH-oxidasa 

Para · · )nacer si el complejo detectado en estas células se activa como ocurre en 

otros mo -"los, medimos la actividad de la enzima en homogeneizados totales de 

CGC ere·. Jas en K25 y transferidas a K5 por distintos tiempos (figura 6.2) (Shpungin 

et al., 19: 9). Cuando las neuronas se transfÍd~~<)f.'a KS se observó que la enzima 

incremen:~¡ su actividad desde la primeré) hai~ ..;i1'canzando una actividad máxima de 

alrededo. _!e 1 O veces después de cli~fi(,' ft~r~'s del-estímulo (de 30.34 en células 

control, 1~ .. sta 329.909 ó. abs/h/mg' p;cit~i~a·.,después de cuatro horas en KS). La 

actividad -=gresa a los nive.les:de l~s células control seis horas después de haberse 

dado el .ótimulo (figll.ra··~---2). Estos resultados correlacionan estrechamente con 

algunos · .; los marcadores apoptóticos medidos en esta misma preparación. Se ha 

demostré. '.J que durante las primeras cuatro horas después de la privación del 
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potasio e .. tracelular (K5), se genera la translocación de la PS y el pico máximo de 

EOR tann citosólico como mitocondrial: Esto sugiere que la actividad de la NADPH­

oxidasa : robablementé estarí~, cOntribuyerÍdo a la formación de estas EOR y a la 

activación de la 

caspasa-· 'I la caspas-~·:.!á6_c:¡j?f~A6~t~rf~r .á l~s'tiempos de la máxima activación de 

la NADP , oxidasa y, 'aciemás%é~t~s'l>~ inhiben en presencia de los antioxidantes 

antes de la generación clci1'~s~~é5·-~~idativo. Por consiguiente, es probable, que la 

actividad je la NADPH.'.;~ld~~~;~~:~ravés de la ~eneración del anión superóxido, esté 

involucrac-:1 en la activaciiÓri ~~_'ciichas caspasas. 

Se h~ !escrito que para que la NADPH-oxidasa se active, se requiere que las 

subunid<= !es citosólicas • (p40-phox, p47-phox Y,. p67-phox) se transloquen a la 

membrar 3 formando un complejo con las subuniLidades membranales (gp91-phox y 

p22-pho; •. Una vez translocadas, las subunidadés'mencionadas forman el complejo 

enzimtico :.ctivo entre estas subunidades y~la:s};t;;'·mbranales (Karlsson y Dahlgren, 

2002). E • .as células transferidas a KS oci:ir~~\uíla translocación de la subunidad 

p67-pho. hacia la fase membrana! a partir,''ciei(a primera hora, que se mantiene 

durante .B siguientes cinco horas (figúra';•,.6,3);: Utilizando la misma técnica no 

detectan 1 '3 translocación de la sut:í'uf:.'id~d '¡:j'4f~phox (no se muestra). - ~':; . 
s.- ;abe que uno de los cambío'sfé'elulares más tempranos después de que 

las CG:: .on transferidas a un ft.iiicit6'~'~·~·~-:Gf{~ marcada reducción de [Ca2
•];, que si 

ablece dentro de las prirn~ras'}::'¡_f.i';ro horas genera una señal que lleva a la 

)Optótica de estas '2e·l~l~~?(\:i~íikiici'ia y Morán, 2001). Se ha descrito que 

no se re: 

muerte ~ 
~\ " -. - . , . - '<-~:·· '' 

este Cé·.;é puede reglllaréla'activación''é:Je.la NADPH-oxidasa (Karlsson y Dahlgren, 
. "-' -- - _, . ~--:· ~. ·:_____ •. ,'- - . "=' _,_ ~--".:"''·-··o-O:'-\-!..-·-·=',_·-·-'--··-·'",_ ---.,0:-

2002). P 'I otro.lado, én un,estudi?/previc;°(Morán et al., 1999) se demostró que la 

concen:r c:ón extracelular '(j(;!' pot~sio (s.,.25 mM) determina de manera indirecta, 

pero d . .: : ma muy predsa y· pri=ldecible, la concentración intracelular de calcio en 

CGC C "-·· -:i 6.1). 
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Figura :::. Efecto del K5 en la actividad de Ja NADPH-oxidasa en CGC. Las CGC se 
mantu· :eo .r~ er cultivo por 8 DIV y después se transfirieron a K5 por Jos tiempos indicados y 
se mid .'l ::ictividad de la enzima de acuerdo a Jo detallado en Métodos. Promedios ± O.E. * 
Signifi · -:ifr. amente diferente a K25, P<0.05. 
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Figura ·-· 3. Translocación de la subunidad p67-phox del citosol a la membrana plasmática. 
Las CGC se mantuvieron en cultivo por 8 DIV y después se transfirieron a K5 por los 
tiempo~ '1dicados y se realizaron análisis de "western blot" de las fracciones celulares. La 
privacir ,, c!a potasio extracelular en las neuronas en cultivo induce una translocación de la 
subunil.a p67-phox. 

[ ] extracelular de KCI 

5mM 

10mM 

15mM 

20mM 

25mM 

50 nM 

80 nM 

150 nM 

230 nM 

290 nM 

Tabla e. 1 Correspondencia entre la concentración extracelular de potasio con la concentración 
intracelc =: de calcio en las CGC. Cuando las CGC se encuentran en distintas concentraciones 
extrace!·:l:ores de potasio, se modifica Ja apertura de los canales de calcio sensibles a voltaje, lo que 
trae ce: e ·;·_11secuencia alteraciones en la concentración del este catión en la célula. (Morán, et al., 
1999). 

Basados en lo anterior y con el fin de conocer el papel del calcio en la 

activa-·' n de la NADPH-oxidasa, se midió la actividad de la NADPH-oxidasa en las 

neuro '..; cultivadas en KCI 25 mM por 8 DIV y transferidas a un medio con 

diferer .. - .: -:oncentraciones de potasio (5-20 mM). La figura 6.4 muestra que la 

enzima s.= activa cuando se reduce la concentración de potasio de entre 12.5 mM y 

15 mi\.· ;;gura 6.4). 
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Figura 6.- ·. Efecto de la concentración de potasio extracelular en la actividad de la NADPH­
oxidasa. _as CGC se mantuvieron en cultivo por 8 DIV y después se transfirieron durante 
cuatro he .-as a un medio con la concentración de potasio indicada y se midió la actividad de 
la enzim< Promedios± D.E. *Significativamente diferente a K25, P<0.05. 

E .. interesante mencionar que una concentración de potasio extracelular 

alrededc · de 12.5 mM corresponde al punto critico de la muerte neuronal, 

precisar ·ente cuando ocurre la activación de la caspasa-3 y sus niveles de ARN 

muestra i un incremento importante (Moran et al., 1999). Así, estos resultados 

parecen ::oincidir con los indicadores apoptóticos en esta preparación que dependen 

de la ce 1centración del calcio intracelular. Resultaría interesante conocer si existe 

una rela ión directa entre los niveles de calcio y la activación de esta enzima durante 

el proce o de muerte apoptótica de las CGC privadas de potasio. 

6.2.3. E:·gcto de inhibidores de la NADPH-oxidasa en la n1uerte neuronal 

Con la idea de conocer si la actividad de NADPH-oxidasa inducida por la 

privació: de potasio (K5) genera una condición prooxidante responsable de la 
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muerte neuronal, se estudió el efecto de dos inhibidores de la actividad de esta 

enzima en la viabilidad de las CGC transferidas a un medio con K5. Se utilizaron 

dos cornouestos que se han descrito como inhibidores de la actividad de este 

complejo en diversas preparaciones: el difenilenoyodonio (DPI) y el fluoruro de 4-(2-

aminoetil) benceno sulfonilo (AEBSF) que es más específico que el DPI para inhibir 

la NADPH-oxidasa (Hwang et al., 2002). La figura 6.5 muestra el efecto de ambos 

compuestos en la muerte de CGC inducida por K5, evaluada morfológicamente (A­

D) o como transformación de MTT (E). En presencia de DPI (500 nM) y de AEBSF 

(100 µl\ii, se preservó la morfología de las CGC después de veinticuatro horas de 

haber sido transferidas a un medio con K5 (figura 6.5 A-E). Esto se confirmó por los 

estudios con.MT:Tdondese vio que el DPI evito parcialmente la muerte neuronal con 

respecto ai'K.5.(figll'r~ 6'..5.E).'Los tratamientos con AEBS 50 µM y 100 µM inducen un 

incre~ént<:;."rria~'br;'~ri ia sobrevivencia celular de 25 y 30%, respectivamente (figura 

6.5E). 
-=·.\''.: . 

, ·. -,~'-~ 

Estos res~lt~ª6~ fi~gieren de manera preliminar que el complejo membrana! 

en~i.:nático d~';j,;;','NADPH-oxidasa participa en la muerte apoptótica de las neuronas 

en cultivo irÍducidi:I por el cambio de potasio extracelular. La activación de este 

complejo podría ser una causa temprana responsable de la producción de una 

condición prooxidante que representaria una señal para el proceso de muerte. 

Finalmente, esto sugiere que el anión superóxido o alguna de las EOR que derivan 

de el, podria funcionar como señal para la muerte por apoptosis. 
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Figura 6.5. Efecto de los inhibidores de Ja NADPH-oxidasa en la muerte de las neuronas en 
cultivo inducida ~or K5. A, control (K25); B, K5; C, K5 + AEBSF 100 µM; D, K5 + DPI 500 
nM; E transformación de MTT. En ambos casos las neuronas se cultivaron 8 DIV y se 
transfirieron a un medio con K5 en ausencia o presencia de los inhibidores indicados. 24 
horas después se fotografiaron (A-D) o se realizó el ensayo de MTT (E). La barra en A-D es 
igual a 20 µm. Promedios ± O.E. *Significativamente diferente a K5, P<0.05. 
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Reactive oxygen species induce different cell death 
mechanisms in cultured cerebellar granule cells 

Antonio Valencia and Julio Morán. 
Departrnent of Neurosciences, lnstitute of Ce// Physiology, National University of Mexico, 

Mexico City, Mexico. 

ABSTRACT: In cerebellar granule neurons (CGN) a 
potassium deprivation Jeads to apoptotic cell death. 
Under these conditions an intracellular calcium decrease 
appears like first death signal. At the same time ROS 
formation appear like an important event to maintain this 
program. Different works in neuroscience field suggest 
that any ROS formation is enough to induced apoptotic 
neuronal death. However in this study we demonstrated 
that initially specific ROS formation could lead different 
molecular mechanisms of cellular death. Apoptotic cell 
death with caspases activation occurs with treatments 
with xanthine plus xanthine oxidase in presence of 
catalase induces a superoxide anion formation and Rose 
Bengal with luminic stimuli induces singlet oxygen 
formation. In other hand a hydrogen peroxide formation 
by glucose oxidase plus glucose lead to necrosis-like 
cellular death. In the presence of superoxide and singlet 

INTRODUCTION 

Apoptosis is a highly ordered process that 
contributes to the selective elimination of cells 
during physiologic and pathologic situations. This 
type of cell death can be recognized by severa! 
biochemical and morphological markers like 
chromatin condensation, DNA fragmentation. 
caspases activation and mitochondrial alterations, 
among others (1, 2. 3, 4, 5). Sorne recent studies 
have suggested that apoptotic neuronal death 
involves the participation, at different levels, of 
reactive oxygen species (ROS), like hydrogen 
peroxide. superoxide anion and singlet oxygen (6, 7, 
ª· 9, 10, 11, 12, 13) 

Sorne studies have suggested that 
hydrogen peroxide leads to apoptotic neuronal 
death by involving proapoptotic molecules {1 O), such 
as like initiators caspases (14). Superoxide anion 
seems to be responsible for the apoptotic cell death 
of trophic factor-deprived sympathetic neurons (6. 
7), glutamate treated cerebellar neurons (9, 15, 16) 
as well as hippocampal neurons incubated with 
xanthine oxidase (8, 9). This ROS can also 
contribute to the production of peroxynitrites that 
could have also relevance in the apoptotic cell death 
induction (17). The singlet oxygen has also been 
involved in apoptotic death in non-neuronal cells 

oxygen we found caspase-1, caspase-8 and caspase-3 
activation. nuclear condensation and fragmentation, 
phosphatidylserine (PS) translocation and decrease in 
intracellular calcium levels. lf We induce an increase of 
intracellular calcium via NMDA receptor or by ionophore 
action, the cellular death can be diminishing marginally, 
but only under both singlet oxygen and superoxide anion 
induce-apoptotic cell death. These experiments shown 
that specific ROS formation can lead to different 
molecular cell death mechanisms, and this suggest the 
probably a particularly intracellular pathways are involved 
in the initiation and executions of apoptotic neuronal 
death. 
Key words: Superoxide anion, single! oxygen, hydrogen 
peroxide, apoptosis, caspases, cerebellar granule 
neurons. 

mediated by Bid and sorne members of the MAPK 
family (18). Also, the singlet oxygen has been 
related to alterations in the mitochondrial 
permeability transition pore that occurs in severa! 
apoptotic death models {19, 20). 

Oxidative stress has also been implicated in 
necrotic cell death. lt has been suggested that 
apoptotic or necrotic cell death can be induced 
depending on the exposure time and/or 
concentration of ROS (21, 22, 23. 24, 25). In the 
PC12 cells model, certain agents induce necrotic 
death by involving ROS production (24) and direct 
treatment with hydrogen peroxide can induce 
necrotic cell death {25). In cultures of cortical 
neurons, trophic factor deprivation (BDNF­
deprivation) induces cell death with apoptotic and 
necrotic characteristics, involving ROS production 
(26). In - cerebellar granule neurons, serum 
deprivation can lead to both apoptotic and necrotic 
cell death that could be mediated by ROS formation 
{27). 

In a previous study {13), we suggested that 
superoxide anion could be responsible fer the 
apoptotic CGC death induced by potassium­
deprivation. However, no experimental evidence is 
available to exclude the participation of sorne ROS 
like hydrogen peroxide and singlet oxygen in the 
apoptotic cell death of CGC. The aim of the present 
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study was to evaluate the effect of the direct 
produ~tion of superoxide anion, hydrogen peroxide 
and singlet oxygen on the mechanisms involved in 
CGC death. Under these conditions'we found that 
superoxide anion and singlet oxygen lead to cell 
death with apoptotic characteristics in contrast to 
hydrogen peroxide that induces necrotic-like cell 
death. 

METHODS 
Chemicals and materials 

Fetal calf serum, penicillin and streptomycin 
were from GIBCO (Grand lsland, NY). Caspase 
substrates were from Peptides lntl. (Louisville, KY). 
Fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2/AM), H 2DCFD, 
Hc;>echst 33258, dihidrorhodamine-123 (DHR123), 
Mito tracker red and pluronic F-127 were from 
Molecular Probes (Eugene, OR). Poly-L-lysine 
(molecular weight >300,000), trypsin, DNAse and 
MTT reactive {3-( 4,5-d imethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide}, cytosine ¡3-o-arabino­
furoanoside, catalase, xanthine, xanthine oxidase, 
glucose, glucose oxidase. superoxide dismutasa 
Cu/Zn, DMSO, histidine, toluidine blue, rose bengal 
and ionomycin were far SIGMA (St. Louis, MO). 

Cerebellar granule neurons cultures 
Cerebellar granule neurons cultures (CGC) 

were prepared as previously described (28). Briefly, 
cells suspensions dissociated from 8-day-old rat 
cerebellum were plated at a density of 265 x 1 0 3 

cells/cm2 in plastic dishes previously coated with 
poly-L-lysine (5 µg/ml) over coverslips or plastic 
dishes. The culture medium contained basal Eagle's 
~edi_um supplemented with 10% (v/v) heat-
1nact1vated fetal calf serum, 2 mM glutamine, 25 mM 
KCI, 50 U/mi penicillin, and 50 µglml streptomycin. 
The cultures dishes were incubated at 37ºC in a 
humidified 5°/aC02/95º/o air atmosphere. To avoid 
non-neuronal cells, cytosine arabinoside (1 o µM) 
was added 20 hours after seeding. CGN cultures 
contained approximately 95% neurons. Cells were 
maintained far 7-8 days in vitro (DIV). 

lnduction of oxidative stress by superoxide anion. 
hydrogen peroxide and singlet oxygen formation 

After 7-8 DIV cells were subject to different 
protocols to induce different ROS. Superoxide anion 
(02.") formation was achieved by preincubating 
neurons with 100 µM xanthine (X) far one hour and 
then xanthine oxidase (XO) at different 
concentrations (10-100 mU/ml) and catalase (C) (10 
U/mi) was added in arder to prevent hydrogen 
peroxide formation (19, 29, 22). Hydrogen peroxide 
formation (H202) was induced by incubating 
neurons with 6 mM glucose and after ene hour 
glucose oxidase (GO 1-100 U/mi) was added (30, 
31 ). The formation of singlet oxygen ('02) was 
obtained by treating neurons with Rose Bengal (RB) 

(1-20 µM) ar toluidine blue (TB) (1-30 µM) and then 
cultures were illuminated far different periods of time 
(11 ). Ali preincubations were carried out far 60 min 
befare addition of XO, GO ar luminic stimuli. A 
broadband visible power light was used at 2 
mJ/cm2/sec. Wavelengths were 514 nm far RB and 
645 nm far TB. When cells were perfused, _ 
experiments were made in a Krebs buffer [CaCJ2, 
1.8 mM, MgCl2, 0.8 mM, Na2HP04 , 0.8 mM, 
Glucose, 5.5 mM, HEPES, 10 mM, NaCH03 , 3 mM, 
NaCI, 125 mM and KCI, 25 mM] with ar without the 
mentioned treatments. 

Gel/ viability 
Cell viability was· estimated as MTT 

transformation at different times after treatment of 
cells. MTT (0.5 mg/ml) was added to the CGC and 
incubated far 15 min in Kreb's solution at 37°C. After 
incubation far 15 min at room temperature in 
darkness, formazan blue formed from MTT was 
extracted with 1 00% DMSO and quantified 
spectroscopically at 560 nm excitation wavelength. 
As previously shown (32, 1 ), there was a very good 
correspondence between the ability of cultures to 
transform MTT and the content of protein and DNA 
and the number of neurons that appear intact by 
phase-contrast microscopy. In addition, we have 
also found a good lineal correlation (0.965: of R 2) 
between MTT and fluorescein diacetate .·.•·(FDA) 
incorporation assays (13). Based on these findin.gs 
we considered MTT assay a reliable · method · to 
evaluate cell survival in this preparation; - · 

Nuclear condensation : .·. . : ·:: :\.,:. . ·· 
Cells plated on coverslips •· at_.: a:: density of 

265 x 103 cells/cm2 were cultured for.8.DIV and then 
were treated to induce ROS. After;: 6 .. hours of 
treatment, cells were incubated with 0:01 % Hoechst 
33258 in PBS far 10 min. then fixed:irl-·4% fresh 
parafarmaldehyde at 4ºC far 30 min·.ánd·mounted 
with methanol-glycerol 1:1 v/v. _ Cultures were 
examined with an epifluorescence- microscope 
(Nikon) using a UV BA-2 filter and a barrier filter of 
520 nm with a 340 nm excitation and 460 nm 
emission wavelengths. 

lntracellutar calcium measurements 
CGC intracellular calcium ([Ca2•],) was 

quantified using the fluorescent calcium indicator 
fura-2/AM, as previously described (1, 33). Briefly, 
cells grown on coverslips far 7-8 DIV were 
incubated with 5 µM fura-2/AM and 0.02% pluronic 
F-127 for 1 h in cultured medium and washed twice. 
The coverslips were placed on a perfusion chamber 
and perfused with a medium containing the 
prooxidant treatments. Measurements of [Ca2•11 
were carried out using a Juminescence 
spectrometer {Spectronic lnstruments, SLM 

A inco-~T&f:n·(.~~.~~ester

1
.NY). The system 
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allows real-time simultaneous acquisition of 
fluorescence measurements of cellular population. 
(Ca2~1 was calculated from the ratio (R) of 340 nm 
to 380 nm excitation wavelength, using the fellowing 
formula: [Ca2+], = b Kd (R-Rmin)/(Rmax-R); where 
Kd is the dissociation constant of fura-2/AM; b is the 
ratio of fluorescent signals at 380 nm far Ca2+-free 
and Ca2+ -saturated dye ; Rmin is R in the absence 
of externa! Ca2+; Rmax is R in saturating (Ca2+]1 • 

These parameters were determined by in vitro 
calibration using EGTA and ionomycin. 

Caspase activitv 
After 1-6 h of treatment with prooxidants, 

CGC were washed with PBS and homogenized in a 
standard buffer (100 mM HEPES; 10% (w/v) 
sucrose; 0.1% (w/v) CHAPS; 10 mM DTT; 1 mM 
EDTA; 1mM PMSF; 1 mM NaF; 2 µg/ml aprotinin; 1 
µg/ml pepstatin; and 5 µg/ml leupeptin]. Caspase 
activities were assayed by a fluorogenic technique 
(34) in a luminescence spectrometer (Spectronic 
lnstruments, SLM Aminco-Bowman, Rochester, 
NY), using preferring substrates far each caspase. 
Ac-DEVD-AMC, Ac-YVAD-AMC, Ac- IETD-AMC 
and Ac-LEHD-AMC were used as substrate fer 
caspase-3, caspase-1, caspase-8 and caspase-9 
activities, respectively. Caspases activities were 
followed 20 min after addition of substrate (25 µM) 
and cell homogenate (60-90 µg/ml) in a standard 
solution. Results indicating caspase activity was 
expresed as the change in fluorescence 
intensity/hour/mg protein. 

trnmunofluorescence 
The activation of caspase-3 was also 

measured by immunofluorescence using a specific 
antibody against the active fragment of caspase-3 
(p19) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA). 
Briefly, cell were washed twice with PBS and fixed in 
4°/o freshly paraformaldehyde 4°C far 1 hour. Cells 
were washed three times 5 min with TTBS (Tris-HCI 
50 mM pH 7.4, NaCI 150 mM and Tween 0.1%). 
Cells were incubated 1 h in blocking buffer (TTBS, 
fetal calf serum 5% and BSA 3%) and then 
incubated overnight with the primary antibody 
(1:100) in TBS supplemented with BSA 5%. After 
washing three times with TTBS fer 5 min, cells were 
incubated with the secondary antibody (1:1000) 
[FITC-conjugated Goat Anti-Rabbit lgG, Jackson 
lmmunoResearch Lab lnc.]. Cell were washed and 
mounted. Cells were visualized in an 
epifluorescence microscope (Nikon) with 
fluorescence objective and filter (Nikon, B-2A filler 
and barrier filler of 520 nm using a 480 nm 
excitation and 51 O nm emission wavelengths). 

Transtocation of Phosphatidytserine fPSJ 
Cells were plated on coverslips at a density 

of 265 x 103 cells/cm2 and incubated fer 8 DIV. 
Cultures were incubated fer different times in a 
medium with prooxidants and then cells were 
incubated fer 15 min with Annexin-V-fluorescein (20 
µg/ml) and propidium iodide (50 µg/ml). Cells were 
washed with PBS, fixed in 4°/o paraformaldehyde 
and mounted with methanol-glycerol 1:1 v/v. Cells 
were observed under epifluorescence microscopy 
equipped as described fer immunofluorescence 
studies. Results are expressed as arbitrary units of 
fluorescence intensity. 

Measurernents of ROS 
Cells plated on coverslips were cultured fer 

8 DIV and then incubated fer 30 min with Mito 
Tracker Red (10 µg/ml), DHR-123 or H 2DCFD (2 
mg/ml) (13). The non-fluorescent DHR-123 and Mito 
Tracker Red are sequestered and oxidized by 
mitochondria and then converted into fluorescent 
compounds. H 2DCFD is a non-fluorescent 
cytoplasmic dye that becomes fluorescent when it is 
oxidized. After incubation, cells were washed with 
Kreb's medium and the coverslips were mounted in 
a perfusion chamber with an angle of 50° respect to 
light so urce. Fluorescence was detected 
spectrofluorometrically (Spectronic lnstruments, 
SLM Aminco-Bowman. Rochester. NY) using a 488 
nm excitation and 530 nm emission wavelengths fer 
Mito Tracker Red dye or 488 nm excitation and 515 
nm emission for both DHR123 and H2-DCFD. 
Results are expressed as absolute changes of 
fluorescence. 

Statistical analysis 
Data were expressed as means ± SDs, and 

statistical significance of the results was determined 
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed 
by Fisher's test post-hoc, with statistical significance 
set at P< 0.05. 

RESULTS 

Neuronal death induced by sinqlet oxyqen. 
superoxide anion and hydroqen peroxide 

When cultures were incubated under 
different conditions to induce oxidative stress (XXC, 
GO and RB) most of the neurons showed marked 
cell damage after 6 hours of treatment (figure 1). 
Morphological analysis under light microscopy 
observation showed that the GO condition (H20 2 
formation) induced a more severe neuronal 
damage than XXC and RB treatments (02· and 102 
formation, respectively) in which it could still be 
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possible to identify sorne processes and cell bodies 
after this time (figure 1 ). 

e xxc 

Figure 1. Effect of ROS in the morphology of CGC. Cells were 
cultured by 7 DIV. treated wrth the procxidant conditions for 6 h 
and then observed in a phase contrast m1croscope. as detailed 
in Methods. Control cells maíntained in K25 medium. treated 
cells w1th xanthine/xanthine oxidase/catalase (100µM, 45 mU/ml 
and 1 U/mi respectively, XXC). treated cells w1th Rose Bengal 
plus light (250 µM. RB) and treated cells with glucose/glucose 
oxidase (6 mM and 100 mU/ml, GO). Scale bar= 20 J.lffi. 

Figure 2A shows the concentration 
dependence of treatments on cell viability measured 
as MTT transformation. Cultures incubated with a 
condition leading to 0 2 --. that is xanthine 100 ~1M 
plus xanthine oxidase at different concentrations 
(10, 45 and 100 mU/ml) plus catalase (1 U/mi), 
showed a 21%, 45% and 88% of cell death 
respectively at 6 h after treatment (figure 2A). Other 
cultures were treated during 6 h with 6mM glucose 
plus glucose oxidase at different concentrations (10, 
50 and 100 mU/ml) to induce H 2 0 2 formation. Under 
these conditions it was detected a cell death of 7%, 
4% and 71 %. respectively (figure 2A). Cells treated 
with Rose Bengal far 6 h at different concentrations 
(5, 20 and 50 ~1M) and illuminated with visible light (2 
mJ/cm2 /sec far 20 min). a condition that generates 
singlet oxygen. showed neuronal death of about 0%, 
58% and 93%, respectively (figure 2A). 

The time course of CGC death induced by 
the 3 different treatments is shown in figure 28. The 
incubation of CGC with GO shows a different time 
course as compared to XXC and RB treatment. 
which induce a 50% death after 5.5 h and 6.5 h, 

respectively. GO treatment reduces cell viabillty to 
50% after 2.5 h (figure 28). 

The effect of antioxidants was tested on the 
different experimental protocols to exclude other 
conditions than ROS formation induced by the 
experimental conditions (figure 2C). Cells were 
incubated simultaneously with the ROS formation 
conditions and the antioxidants and cell viability was 
evaluated after 6 h. Any of the antioxidants induced 
affected cell viability in control cells (figure 2C). 
Under these conditions. GO treated cells were 
markedly protected in the presence of catalase (10 
U/mi) (CA), a condition that reduces H 20 2 formation. 
Similarly, two antioxidants that decrease 0 2 · - and 
10 2 levels, superoxide dismutase (10 U/mi) (SOD) 
and histidine (1mM) (His). markedly reduced cell 
death induced by XXC and RB, respectively (figure 
2C). An antioxidant cocktail containing 1º/o DMSO, 
SOD, CA and His at the same concentrations 
completely protected CGC from cell death in all 
experimental conditions (XXC, GO and RB) (figure 
2C). 

To confirm that the experimental conditions 
used in this study lead to ROS production, we 
evaluated the generation of ROS by means of three 
different fluorescent probes sensitive to oxidation in 
CGC treated with XXC. RB and GO far 2 hours. 
DHR123 and Mito tracker red was used to detect 
mitochondrial ROS and H 2 DCFD to detect cytosolic 
ROS. As shown in figure 20 ali three probes were 
increased by the three protocols. The increase in 
fluorescence signa! was bigger in GO treated cells 
than in XXC and RB treated neurons. 

Nuclear condensation and phosphatidylserine 
translocation induced by ROS 

Nuclear morphology of cells treated with 
different experimental conditions was analyzed by 
using the florescent Hoechst dye. Figure 38 shows 
treatments with all the experimental conditions (RB, 
GO and XXC). Control cells showed 
homogeneously stained and clear nuclei with regular 
(figure 3A). In contrast. GO. XXC and RB treated 
CGC, showed different nuclei morphology 
depending on the treatments: XXC and RB 
produced an increase in the number of condensed 
nuclei of-60°/o-70o/o showing fragmentation and a 
marked reduction in size (figure 3A.B), while in GO 
treated cells the total number of nuclei were 
affected. but condensation and size reduction was 
much less marked and no fragmentation was 
observed (figure 3A.B). 
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Figure 2. Effect of XXC. GO and RB treatments on ROS production and CGC viability. Cells were cultured by 7 DIV and treated for 6 h with 
xanthine/xanthine oxidase/catalase (XXC), glucose/glucose oxidase (GO) or 20 min with Rose Bengal plus light (RB) to induce superoxide 
anion, hydrogen peroxide and singlet oxygen formation, respectively. MTT transformation (A-C) or ROS formation (D) were evaluated as 
detailed in Methods. A. Concentration curve for XO, RB and GO and cell viability measured after 6 h. B. Time course of cell viability of CGC 
treated for 6 h with XXC (45 mU/ml of xanthine oxidase, 100 µM of xanthine and 1 mU/ml of catalase), GO (100 mU/ml of glucosa oxidase 
and 6 mM of glucose) and RB (20 mM and 2 mJ/cm2 /sec during 20 mln of visible light exposure). C, Effect of antioxidants on CGC viability 
after ROS formation. CA, catalase (1 U/mi); 500, superoxide dismutase (500 10 U/mi); His, histidine (1mM); antioxidant cocktail called A 
(DMSO 1 º/o, SO 1 O U/mi, catalase 1 U/mi and His 1 mM). D, ROS formation in CGC treated with XXC. RB and GO for 2 h was evaluated 
with OHR123. Mito tracker red and H 2 DCFD. Data are means ±SO. a.b.c.· significantly different from GO. XXC. RB and c. respectively. n = 
5 in A. C and D and n = 6 in B. (P < O.OS). 
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Figure 3. Effect of ROS on nuclear condensation of CGC. Cells 
cultured by 7 DIV were treated for 6 h with X.XC. GO or RB and 
then incubated with Hoechst as detailed in Methods. A, 
micrographs of CGC under XXC, RB and GO treatments obtained 
with an epifluorescence microscope. B determination of the 
condensed nuclei in XXC. RB or GO treated cells. Values were 
obtained by counting condensed nuclei per field of five different 
fields in each experiment. Data are means of condensed nuclei 
per field ± SO of 6 independent experiments. • significantly 
different from control (P < O.OS). 

Although, under these conditions, CGC death 
is detected at this time, no typical nuclear 
condensation is visible. 

Figure 4A shows phosphatidylserine (PS) 
translocation measured as FITC-annexin-V staining 
in combination with propidium iodide (PI) to detect 
membrane disruption. Control cells showed a low 
level of annexin and practically no PI labeling (inset). 
When cells were treated for 1 h with XXC, RB or GO 
a significan! positive label for annexin-V was 
observed in ali cases; however, PI labeling was 

observed only with GO (figure 4A, insets), suggesting 
false-positive labels for annexin-V. 
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Figure 4. Effect of ROS on phosphatidylserine translocation in 
CGC. Cells cultured by 7 OJV were treated for 6 h with XXC. GO or 
RB and then incubated with Annexin-V (An-V) and propidium 
lodide (PI) as detailed in Methods. A, micrographs of CGC stained 
with An-V (green). lnsets. PI staining (red). B. determinations of 
PS translocation and plasmatic membrana! damage measured as 
PI positive labeling. Data were obtained by counting positiva cells 
fer An-V and PI of five different fields for each experiment. Data 
are means of positive celfs for each dye :t SO of 8 independent 
experiments ... , + significantly different from control far An-V and PI 
respectively (0.05). 
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Caspase actlvatlon by ROS 
The involvement of caspases in the process 

of neuronal death induced by ROS was evaluated by 
different protocols. Cultures of CGN were treated for 
immunofluorescence for the active fragment of 
caspase-3, as described in Methods. Figure 5 shows 
the immunodetection of p19 at different times after 
treatments with GO, XXC or R8 in CGN. Control 
cultures revealed a basal level of fluorescent cells. 
Similarly, no labeling was detected in cultures treated 
with GO after 1 and 2 h of treatment (figure 5). In 
contrast, XXC treated cells showed an increase in 
positive cells that was maximal after 2 hours (figure 
5) and it decline 3 h after treatment (data not shown). 
R8 also induced a marked increase in the number of 
positive cells, however, the fluorescence was present 
from early times (1h) and remained present after 3 h 
of treatments. 

These results correlate well with caspase-3 
activity measured fluorogenicaly (figure 6). The time 
course of caspase-3 activity shows that CGC treated 
with GO is not increased during the first 6 hours of 
treatment. We could even detect an unexpected and 
significan! reduction of caspse-3 activity in GO 
treated cells (figure 6A). On the other hand, both XXC 
and R8 treatment induced a significant activation of 
this caspase with a maximal activity achieved at 2 h 
of about 80°/o-100% as compared to control cells 
(figure 6A). 

We further confirmed that the observed 
increase in caspase-3 activation by XXC and R8 was 
due to ROS formation. Figure 68 shows that the 
presence of SOD completely abolishes caspase-3 
activation induced by XXC treatment. Similarly, His 
was able to completely reduce the increase of the 
activity of this caspase prometed by R8 treatment 
(figure 68). The above mentioned decrease of 
caspase-3 activity by GO was also prevented with 
catalase (figure 68) suggesting a possible action of 
H 2 0 2 on caspase-3. 

The activity of other caspases in CGC treated 
with GO, XXC or R8 is shown in figure 7. The activity 
of caspase-1, -8 and -9, was measured by using 
YVAD, IETD and LHED as substrates. Caspase-9 did 
not show any significant activation by XXC or R8 at 

any time (figure 7A). In the case of GO the activity of 
caspase-9 was even reduced as compare to control 
conditions (figure 7A). 

Caspase-8 and caspase-1 showed a 
significant activation in cells treated with XXC. The 
activation followed a time course similar to that for 
caspase-3, with a maximal activity after 2 h of 
treatment (figure 78,C). R8 also induced the 
activation of both caspase-1 and -8; however, 
although the time course is similar to that observed 
fer XXC, the magnitude of this activation was less 
marked (figure 78,C). GO induced a significant, but 
small activation of both caspase-8 and -1 only at 1 
hour of treatment. No significan! difference was found 
for any of these two caspases after this time (figure 
78,C). 

Calcium levels and cell death 
Cells treated with either R8 or T8 (Toluidin 

blue) showed a marked reduction of [Ca2 •1, by 60-
75% during the first 2-5 h of treatment (figure 8A). 
XXC treatment also induced a marked reduction of 
[Ca2•11 by 60% and 30% after 2 and 5 h of treatment, 
respectively (figure 8A). In contrast, no differences 
were found in [Ca2 •1, of cells treated with GO after 2-5 
h (figure 8A). 

To explore whether the observed decrease in 
[Ca2 •11 induced by XXC and R8 could be related to 
CGC survival we used cafcium ionophore ionomycin 
known to modify [Ca2 j 1• When cultures are treated 
with either XXC or R8 a partiaf but significant rescue 
of cell death is observed when cells are 
simultaneously incubated with ionomycin only at a 
concentration of 1 µM (figure 88). Higher 
concentrations of ionomycin evoke a reduction of cell 
viability and fower concentration did not exert any 
effeC::t in both control and treated cells (figure 88). 

Cell viability was also evaluated by testing the 
effect of NMDA receptor activation, a condition known 
to increase ¡ca2•11 in this preparation (32, 35). Table 1 
show that the presence of 150 µM NMDA significantly 
increase cell survival by 50o/o only when cells were 
treated with XXC or R8. In contrast, NMDA did not 
modify the CGC viability in cells treated with GO fer 6 
h (table 1). 
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Figure 5. Effect of ROS on caspase-3 fragmentation in CGC. Cells culturad by 7 DIV were treated for 0-2 h with xxc. GO or RB and then 
treated fer immunofluorescence to detect the caspase-3 active fragment (p-19) as detailed in Methods. Photographs were obtained in an 
epifluorescence microscope with a 20x oil immersion fluorescence objective and a Nikon fluorescence filler B-2A. 
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Figure 6. Effect of ROS in caspase-3 activity on CGC. Cells culturad by 7 DIV were treated for 0-6 h with XXC. RB or GO and then cell 
homogenates were incubated with the caspase-3 substrate (DEVD-AMC) as detailed in Methods. A. time course of caspase-3 activity in CGC 
treated with the prooxidant conditions. B. effect of antioxidants on the caspase·3 activity after 2h of treatment. Antioxidants were added 
simultaneously to the treatments. sao, superoxide dismut_ase (10 U/mi); CAT, catalase (1 U/mi): Hls. hlstidine (1mM); A. antloxidants cocktail 
(OMSO 1%, sao 10 U/mi, CAT 1 U/mi and His 1 mM). , ª, b. e significantly different from control. Values are means ±SO of 5 independent 
experiments (P < 0.05). 
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Figure 7. Effect of ROS on caspase-1. -8 and -9 activitles in CGC. Cells cultÚ-red by 7 DIV were treated fer 1-4 h with XXC. GO or RB and then 
cell homogenates were incubated with the caspase-1, -8 or -9 substrates (YVAD-AMC. IETD-AMC and LHED-AMC. respectively) as detailed 
in Methods. Time course of caspase-9 (A). caspase-8 (S) and caspase-1 · (C) activities. • significantly different from control at the same times. 
ANOVA analysls with P <O.OS. n = 4. 
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Figure 8. Effect of ROS and ionomycin in intracellular calcium 
levels and CGC viability. Cells cultured by 7 OIV were treated fer 
2-6 h with X.XC, GO. RB and or ionomycin and then intracellular 
calcium (A) or MTT transformation was measured as detailed in 
Methods. A, cells were foaded with FURA-2AM and intracellular 
calcium was measured after 2 or 5 h of X.XC, GO and RB 
treatment. KS, cells transferred to a medium containing KCI 5 
mM; TB, toluidine blue. •• -- are significantly different from control 
and KS conditions, respectively. B. cell viability of CGC treated 
6h with the prooxidant conditions and the lndicated 
concentrations of ionomycin . ... -. • significantly different to 
control. XXC and RB, respectively (P < 0.05). Results are means 
.± SO of 5 separated experiments. 

Table 1. Effect of NMDA on cell viability of CGC treated with 
prooxidant conditions 

Control +NMDA 

K25 100 :!: 12.1 103 :!: 9.8 

xxc 42.4:1:5.3 59.3 :1:4.2* 

GO 32.8:1:4.9 35.2 :1::3.6 

RB 45.6 :!:: 6.1 67.7 :1::5.4* 

CGC were cultured 7 DIV and then treated with prooxidant 
conditions during 6h with or without 150 µM NMDA. CeU viability 
was evaluated as MTT transformation as detailed in Methods 

------- -------~ -

·---;·· 

Data are means ± SEM of 5 experiments. * Significantly different 
from control, P<0.05. 

DISCUSSION 
In the present study we used different 

protocols to produce specific ROS in culturad CGC. 
The combination of xanthine with xanthine oxidase 
plus catalase was utilizad to generate superoxide 
anion (02 • -) (15, 22, 29), glucose oxidase in the 
presence of glucose Jed to hydrogen peroxide 
(H20,) (30, 31) and the illumination of Rose Bengal 
induced the formation of singlet oxygen ('02) (11 ). 
In our work we showed that with the use of these 
treatments there exists an increase in ROS 
production, which were detectad by 3 different 
oxidizing-sensitive fluorophores. The effect of H 2 0 2 
on culturad neurons has been studied by adding this 
ROS directly to the culture medium (10) or by the 
use of the combinad treatment of glucose and 
glucose oxidase to produce H 2 0 2 (30, 31). This last 
procedure induces the continuous production of 
small amounts of H 2 0 2 that can be regulated by 
controlling the activity of the enzyme and !he 
substrate concentration. lt has been suggested that 
this model results more similar to physioJogical and 
sorne pathological conditions leading to ROS 
formation. Sorne other pathological conditions, 
however, could involve a sudden increase in the 
ROS levels within a short period of time. This could 
be the case for the direct treatment with H202 • In 
this paper we found that both experimental 
procedures to increase H 2 0 2 induced similar effect, 
at leas! in two of the parameters evaluated, MTT 
transformation and activity of caspase-3. Thus, most 
of the studies were carried by using the enzymatic 
protocol to produce H 20 2 

In a previous study (13), we demonstrated 
the role of oxidative stress in the apoptotic death of 
CGC induced by potassium deprivation. The use of 
the present experimental paradigm was due to the 
interest to elucidate !he specific participation of 
particular ROS like o,--, 10 2 and H,02 in the process 
of cerebellar granule neurons death. Severa! studies 
have suggested that apoptotic ar necrotic neuronal 
death evoked by externa! stimuli is accompanied by 
free radicals and ROS formation. (12, 13, 25, 36, 
37, 38). In other studies, it is proposed that 
apoptotic neuronal death can be induced by direct 
ROS formation in culture (6, 7, 8, 9, 10, 14, 17, 22, 
39). In agreement with these studies, in this work we 
found that 0 2 ··, 

10 2 and H 2 0 2 directly induced cell 
death in cultures of cerebellar granule neurons. 
Also, we further showed that particular antioxidants 
like SOD far XXC treatment, catalase for GO 
treatments and histidine for RB treatment, 
completely prevented ali the observed changes 
induced by these conditions, including the apoptotic 
parameters evaluated as well as neuronal death. 
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Thus, suggesting that the observed events induced 
by these treatments were directly related to the 
generation of an oxidative stress. 

According to the experimental evidences 
obtained in the present study we could suggest that, 
depending on the nature of the ROS generated, 
there are at least two different mechanisms involved 
in !he CGC death. The formation of H 2 0 2 seems to 
induce a necrotic-like cell death, while both 02·. 10 2 
would evoke a neuronal death with apoptotic 
features. 

In GO treated neurons it was observed a 
marked membrana! damage evidenced by the 
incorporation of propidium iodide, suggesting a 
necrotic-like neuronal death. In addition, two 
apoptotic parameters (40), phosphatidylserine 
translocation and caspase-3 and -8 activation, were 
absent in CGC treated with GO. In addition, this 
treatment induced changes in nuclear morphology, 
including a partial condensation and nuclear size 
reduction and a lack of fragmentation, which is 
different from the typical apoptotic nuclei. These 
results are in agreement with a recent study in PC12 
cells (25), where H,O, can induce either necrotic or 
apoptotic death depending on H 2 0 2 concentrations, 
suggesting that the observad nuclear condensation 
showing atypical features could not be considerad a 
good marker for apoptotic process. 

As mentioned above, superoxide anion and 
single! oxygen formation in CGC seem to induce 
apoptotic-like neuronal death. This suggestion is 
based on the observed apoptotic characteristics 
showed by cells under these conditions such as 
significan! phosphatidylserine translocation together 
with the preservation of the plasmatic membrane 
integrity. Also, in contrast to the action of H 2 0,. the 
presence of o,-· and 1 0 2 in CGC induced a marked 
activation of both initiator and effector caspases, like 
caspases -8, -1 and caspase-3, respectively. The 
activation of both caspase-1 and caspase-8 was 
higher in the superoxide anion !han in the presence 
of single! oxygen, which could imply a direct action 
of the o,-· rather than 1 0 2 , which could be exerting 
its effect through the conversion to the superoxide 
anion; however, no experimental evidence exists to 
support such proposal. 

The role of calcium was also explorad in this 
model of cell death. On one hand, it was clear that 
calcium levels were modified depending on the 
protocol used to induce the formation of ROS. The 
condition leading to the necrotic-like death, i.e. 
H,02 , did not modified the basal levels of calcium 
concentration, while o,-·. 10,. that seem to induce 
apoptosis, markedly reduced the concentration of 
calcium to levels clase to !hose attained when cells 
are transferred to a K5 medium, a condition leading 
to apoptotic death (32, 35). On the other hand, cell 

death induced by o,-· and 10 2 was partially reduced 
by increasing calcium levels by means of two 
protocols involving different calcium entry pathways. 
Based on these results and !hose obtained with 
ionomycin we could suggest that a low calcium and 
superoxide formation are necessary but not enough 
to actívate the program of apoptotic cell death. 
However, the partial effect of NMDA on the rescue 
of CGC from death induced by 0 2 ·• and 1 0 2 also 
suggests that there is an important calcium­
independent componen! in !he action of these 
particular ROS. 

lt is well known that in culturad cerebellar 
granule cells potassium deprivation induces a 
decrease in intracellular calcium levels that seems 
to trigger an apoptotic cell death process (35). In a 
previous study we suggested that apoptotic 
neuronal death induced by potassium deprivation 
also involves ROS generation, particularly 
superoxide anion (13). During this episode of 
neuronal death also occur a PS translocation. a 
nuclear condensation and the activation of initiator 
and effector caspases (13). In this regard, we and 
others (12, Valencia and Morán, in preparation) 
have suggested that the enzymatic complex 
NADPH-oxidase play a key role in the apoptotic 
death of CGC by the production of superoxide 
anion. Here, we demonstrated that this particular 
ROS could lead to the expression of apoptotic 
features in CGC in a similar way than potassium 
deprivation. 
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7. DISCUSIÓN 

Durante la muerte apoptótica de las neuronas en cultivo se expresan y activan 

moléculas pro y antiapotóticas como las caspasas (Gerhardt et al., 2001; 

Hengartner, 2000; Lockshin et al., 2000; Salvesen et al., 1999; Zhung, et al., 1999) y 

los miembros de la familia de Bcl-2, entre otras (Hu et al., 1998; Li et al., 1999; 

Nuydens et al., 2000). Muchos estudios han sugerido que el estrés oxidativo puede 

regular este proceso, ya sea en el sistema nervioso central (Halliwell,-1992; Petersén 

et al., 2000; Sureda et al., 1999), e involucran al anión superóxido y al metabolismo 

mitocondrial (Arai et al., 1998; Du et al., 1998; Fiskum et al., 1999; Nicholls et al., 

2000; Yakes et al., 1997). La formación de EOR induce tanto muerte necrótica como 

apoptótica que es a traves de la mitocondria (Kroemer et al., 1998) en neuronas de 

hipocampo y en neuronas simpáticas privadas de las señales tróficas (Chang et al., 

2002; Mattson et al., 1993). Originalmente se propuso que en modelos neuronales, 

el estrés oxidativo se asociaba ·solamente con los procesos isquémicos/hipóxicos. 

Sin embargo, recientemente se. ha demostrado en otros modelos de muerte que se 

genera una condición prooxidante, como en asociada a diversas patologías como la 

enfermedad de Alzhei0~r. '1a enfermedad de Parkinson y la enfermedad de 

Huntington (Ceballós-Pi~c¡'t et 'a1~, 1997). 
_'o.' •" -··<. _,; :.~, 

En este trabajoé'éfem'Ostrarnos que el estrés oxidativo no sólo es concomitante 

a la muerte apoptÓtíca{~~irio}/que constituye una señal que genera y regula el 

programa apoptóticc:; e~'!;;;'6ii;,.~:,;;inicial. Durante la muerte neuronal por privación de 

potasio, el primer ca'rrib'i6:~;,;c~\1~éreducción de [Ca2 +]; (figura 6, artículo de Valencia y 

Morán, 2001 ). Posf~~i6i.írie.nte ocurren otros procesos tempranos como la 

translocacíón de PS y la .activación de la caspasa-8 y de la caspasa-3, todos los 

cuales, salvo la reducción del calcio, se evitan completamente con un tratamiento 

antioxidante (figuras 7 y 8, artículo de Valencia y Morán, 2001 ). El estrés oxidativo 

que ocurre después de la disminución de la concentración del calcio y antes de la 

translocación de la PS y de la activación de las caspasas, aparece a las cuatro horas 

de haberse dado el estímulo apoptótico y es un efecto transitorio que dura alrededor 

de tres a cuatro horas (figura 4, artículo de Valencia y Morán, 2001). 
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Como ocurre con la translocación de la PS, la actividad de la caspasa-8 se 

inhibe por tratamientos antioxidantes. Sin embargo, hay que mencionar que en el 

caso de la caspasa-3 los antioxidantes no son completamente efectivos en evitar el 

procesamiento , y por lo tanto la actividad de la caspasa. Esto sugiere que hay otras 

vías intracelulares involucradas en la activación de esta caspasa y que en la muerte 

de estas células puedan existir otros componentes independientes de estrés 

oxidativo. 

Con base en los cursos temporales de los distintos eventos observados en la 

muerte, concluimos que el estrés oxidativo es un proceso iniciador importante más 

que un ejecutor de la muerte apoptótica de las CGC privadas de potasio. Los 

episodios de estrés p~i~¡ativo más importantes ocurren temprano en el proceso 

(entre quince minutos :Y:é:Uatro a seis horas) y de forma transitoria antes de que se 

detecten los cambiosry&:;riC>iógicos y metabólicos. Las primeras evidencias de la 

degradación celula;'.cóiri'g:son la condensación nuclear y la activación de caspasas, 

aparecen horas despl.J,~~/cie .la formación de las EOR en las células. Esto sugiere 

que el estrés oxidati\io'\ll'o .está desempeñando un papel ejecutor en la muerte 

celular. Asimismo, cuando se empezaron a notar las alteraciones morfológicas y 

metabólicas ya no se:"ci~~~ctó estrés oxidativo. El papel que juegan las EOR en la 

muerte podría dependéldel modelo empleado, ya que en otras preparaciones se ha 

propuesto que el estréi"'.;:;'~Ídativo participa activamente como ejecutor de la muerte, 

basados en la observa~¡(,·;,'' cié u'na coincidencia temporal de la formación de las EOR 

y la generación del daf'Í; celular (Wei et al., 2000). 

Existen una gran cantidad de estudios que sugieren la participación de las 

EOR en los distintos procesos fisiológicos y patológicos (Ceballos-Picot, et al., 1997; 

Valencia y Morán, 2001; Wyllie et al., 1980). Se ha propuesto que en la muerte 

neuronal participan las EOR de manera directa, indÜciendo la muerte, o bien como 

resultado de ésta, afectando la progresión del proceso. Muchos estudios sugieren 

que el 02·-. el 1 0 2 y el H 2 0 2 podrían ser los responsables de estos procesos de 

muerte. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios realizados al respecto, 

no se ha definido cuáles son las EOR responsables de la muerte, particularmente en 

su fase inicial (Ceballos-Picot, et al., 1997). Esto se ha debido en gran parte a las 
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dificultades técnicas_ existentes para estudiar estas EOR, las cuales tienen una vida 

media muy corta y se convierten unas en otras. 

En el presente.:trabajo utilizamos un protocolo experimental dirigido a 

responder est.,;·~pr~guÍÍtá-:trátandocde _minimizar los problemas derivados de la 
_L:.-5~'., ~ -

naturaleza propia de,las EOR. Manteniendo las células en una condición óptima de 

sobrevivenda c:;O~~:i''~í~itaíJt:ltasio-eiCtrac~iJ1lOlr, indujimos la formación de 02··. 102 o 

H202 con un. ~rC>t'i:f;;¿;·¡~' tji:;~- lnducl31a' f-6'¡.rl,;iit'éiÓn exclusiva de estas EOR (Englert, et 

al., 2002; lgl~~i~~'.!~;¡¡r¡~':é;~';-~t:~¡-~ 2:óo;~-'.~~-ri~; et al., 1998; Lehninger, 2000; Satoh, 

~~~~~~~:f ~1~~~~~if~1l~t1~~~::f D~:~~~~i~~:.~~~~~f ~ 
·'··~o:,.:~-· <1,., • •·' "·:.··· ., -- ' 

::~r:nt:~e~~óni·fü~~f¿~f~jlj-t\?~~~t3TI1~b1SFeu:rt~a ~:u;:::~ci~~n d:ar:cte;;~ic~: 
condensación yfragíl]'eritaci~n'riucle.;r ~'ÍaTíii'6tivación de caspasas-1, 3 y 8. 

Es interesa~t~in:;;,;;:;~iÓn'~r;q't:í;,;';ja·d-if~~l3ncia de las condiciones que forman el 

H 2 0 2 , los otras· do~ p:r6toC:'c)1;5·fr;dú~Eiri~n~~i~educción marcada de calcio intracelular, 

lo que podría se~ 1aYc~¿5;¡{;inl6i~f'd,~'0,J;;;<;'*ul3rte, como ocurre en el caso de la 

condición de K5. Sin .embargo,' C:u;;;ríciCíC:rr;'é)ciificamos las concentraciones del calcio 
- _ .. , __ ,.;;,· .. ~-'-·o.·~--." 

intracelular (usando NMDA.}. ionoínici,na),'s'é evita la muerte sólo de forma parcial. 

Por lo que tal vez duraiit~ la forrná~¡g¡:.¡i:,i~el 0 2-- y/ó del 102 se podrían estar 

generando dos vías de Inducciém de la fütJ,e.f:t.e neuronal, una por efecto directo de 

las EOR (02 ·- y/ó 1 0 2 ) ·y la otra p~r Ji{¡,;:¡~~lsminución del calcio intracelular. Los 
·- - .. - - ' -· -=·-~- -- ·;..-.::-- .:-;.'---,-;~·- .. -_-

mecanismos involucrados en la reducdór1'icié';1a conmcentración calcio intracelular 

observados en presencia del 0 2 -- y d~L1 b~: ~'c;'~~n conocidos, pero es posible que se 

deba a una acción directa de las E0R'
0

~
0

6bre los canales de calcio sensibles a 

voltaje, responsables de la entrada '°co'ntir'ii.ia del calcio bajo estas condiciones 

(Morán ei al., 1 999). 

La formación de las EOR genera siempre una reacción en cadena que tiene 

como consecuencia la generación de otras EOR, las cuales en su conjunto 

desarrollan un episodio de estrés oxidativo. Aun cuando la velocidad de formación y 
___, 
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reacción de estas EOR es d.el orden de milisegundos, es posible que el conjunto de 

las diferentes especies p.roducidas continuamente estén involucradas en la muerte. 

En este trabajo sugerimos qué la;aparición en primera instancia de ciertas especies 

particulares (102 y o~--);=~i;;ii6'8r~1"t'.>·csüformación continua durante varias horas genera 

muerte con caracteri~ÚcCl~~f;'~~fÓtlcas. Los tiempos de exposición y la concentración 

:: ~ans p~oº~~:~:sd~~:c¿~~t~z~g~~~¡~~70 s;;c;::~o:~s determinantes para la inducción 

También es con~~;.;¡~rif~'íW~:~5~~~fl~~·i;;:esta respuesta celular es el resultado de un 

método experimen'ta'1 9G;;;·Mv6:1~~¡.~;ur;·,~olo estímulo que difiere de lo que sucede en 

un organismo in vÍ~C>,,;~11,;~,A~~'.~e:J:~t~~ran una serie de señales que pueden o no 

inducir muerte néu}::;n'~,,~·r·¿,:~~6tic~·::~6~ r~sultados del presente trabajo sugieren que 

las distin!as EciR,;f6r;'.;;~8i;¡~:;:'in'i6i~Í¡:;:,~.~~~ .definen el tipo de muerte neuronal. Esto 
<>.:-' '--S~tr-:<.·. ;:ir-::.::"~¿:::~!/~'.·~,'~: ,~·,\<~\i~.,~:i-: '\~?;~:¿ -_,, 

apunta a que las. neur()f1ª~;rg~anul~res del cerebelo en cultivo cuentan con un 

~;.~~~I~t~iJ!lllf iti f~~i~~:~;;;:~~;~=~~~~~~~::~ó~ 
superóxido. Esté·;~~~~l~jb ~i:;,::~~·~~ió,Jhé'l~ta hace poco casi exclusivamente a las 

~=~;,:j;a~o:~~:~~~·~~'~.j~~~~~z~;i.~~L~;Tc:t:º;a re~:~=-::~:esased:::~~ii:~tee:: 
ascorbatc (Martin~Ro;,,ero, {~¡,~~'.kL \'2o'o2) en preparaciones neuronales y se 

relacionaron con el proce;-~6 cj¡i¡\lii~i~é'i:i 1~xidativo y de muerte celular (Tammariello et 
~'c.:;_~!J..'-·,: ~:':. '";": ~--. ~"'\{i, j_; ' 

al., 2000; Kim et al., 2002). 

En este trabajo eíléoAt;i;ri,(J~ q:ue 4 de las 5 subunidades de la NADPH­

oxidasa están presentes en :lasi~~¿rocrias granulares de cerebelo (gp91-phox, p22-

phox, p4 7-phox y pS7-p~¿,,¿}'/)i¿1gi'.ínos experimentos preliminares indican que los 

niveles de las subunidad~-~"9~'9{-~hox (subunidad catalitica del complejo) y la p47-

phox se incrementan dos h6ia¡;; d~~p~és del estímulo de muerte. También, se vio 

que hay una translocación. de la subunidad p67-phox de la fase citosólica a la 

fracción celular de 1500 rpm 'en donde se localizan las membranas citoplasmáticas, 



lo cual ocurre an respuesta al estímulo de muerte, Jo que constituye una evidencia 

de Ja activació.1 de Ja NADPH-oxidasa (Karlsson et la., 2002). Encontramos también 

que después ··:el estimulo apoptótico se induce Ja actividad de esta enzima. Así, 

pensamos que este· complejo enzimático está E!strechamente relacionado con el 

desarrollo de las ·etapas iniciales de Ja mUerte de estas células bajo estas 

condiciones 

Los dat· -s obtenidos con el prasente tr¡;¡t>_~l~f~.~rmiten sugerir que Ja activación 

de Ja NADPh ·-:>xidasa .. ,esta involucrada c,;n '.el (inicio del proceso de muerte. Sin 

embargo, no · 3. h~ .: identificado le• 3efi¡aJ.:pr~.~i;;i;;que induce dicha activación. Es 

posible que !;· dismi;,LiciÓ;, · d~I · ca ido. in~r~¿e·1ui.i.~;·,.~esultante de la privación de 
'<':::· ::.,--.,.;\-.".<: .. <: · .. :: ... ·;.'.>. o:., ,:' ·--·:\._-.. ·:·,,: .. ·:·~'.<>::::'·:/:\·.··_<! ,,> 

potasio, partic:;·ie é:lireé~a·o· i~directa:.-1ent~ en!a{ciC::tivación de esta. En este sentido, 

::~:~::~:;~:1i1!i~~~~~~~i~jz~~~t~t~t~i~ijf E:?E~~:~2:::~:::: 
e (PKC: PKC . ,~. P~C '31i;'.1.;i'..pf<c .:;'; ;;1a>"p~'C 8};·(~;;nt'c'i~~e et al., 2002), así como al 

calcio (Zl1ou 6. al./ 1997).Quedari<:l por,dernostr~~-;~{0~n'..este modelo de muerte la 

reducción del calcio intr~é~1u1;;·~·pliede' ser ur·i'a'!r~·e;·~·a.r;&e activación directa de la 

NADPH-oxida:. ,1 6 efe d~ Ja¿ éinasa;~ respc;;;,¡;able;~;,á~'1'él .activación de este complejo 

enzimático. '· < ' ··· "· < ',/ 
Er. con·. :usión, en'2 ~ste t~~k~:;'' suger'imos que el estrés oxidativo podría ser 

una sefia! inic:.,J de la 'muerte ií~b~:tótica y qlle Ja'NADPH-oxidasa podría tener un 

papel central, ·>Unque no. Ünlco, en· ia aCtiV"lCión del programa apoptótico, Siendo el 

anión superé.:- ·do y/o el. ál<ige.no _::n singulete, los responsables iniciales de la 

inducción de ·=. muerte ;apdptóticé:: de las neuronas del cerebelo en cultivo. Es 

necesaric con · .derar que e;¡st.os .mecanismos propuestos forman parte de las vías de 

señalización t:"'oiular que. no son nec -sariamente exclusivas del proceso apoptótico y 

que además , <isten otras vías et ;e no se han considerado aquí que también 

particioan en k: muerte/sobrevienci<< celular. 
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B. CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que el 

estrés oxidativo parece participar como una señal inicial en la muerte apoptótica de 

ras neuronas granulares inducida con la privación de potasio, y que es posterior a la 

reducción del calcio intracelular. El anión superóxido, generado por la NADPH­

oxidasa, probablemente tenga un papel fundamental en la activación del programa 

apoptótico, sin que se pueda descartar un papel importante del oxígeno singulete. 

Estas ideas se basan en las siguientes observaciones: 

i) Las neuronas en cultivo privadas del potasio extracelular experimentan un 

estrés oxidativo durante el proceso de muerte apoptótica que ocurre 

después de la reducción en la concentración de calcio Iibre intracelular y 

antes de la translocación de la fosfatidilserina y la activación de caspasas-

8 y-3. 

ii) Tanto la muerte neuronal como los indicadores apoptóticos inducidos por 

la privación de potasio disminuyen con varios antioxidantes, siendo la 

su peróxido dismutas~ 'er .más efectivo. 

¡''.-·'' 
_:-,_.Or 

iii) En condicion~~:';jei~polarizantes (25 mM de KCI) el anión superóxido y el 

oxigeno > ii¿i'~.G};,;,t~ inducen la muerte neuronal con características 

apopt6t.ic~sl El µ·eré>xido de hidrógeno induce una muerte tipo necrótica. 

iv) Durant~ la, f~se inicial de la muerte neuron~I ocurre una activación y una 

mayor expresión de algunas subunidades de la NADPH-oxidasa. Esto 

ocurre después de la reducción del calcio intracelular, antes de la 

translocación de la fosfatidilserina y de la activación de las caspasas y 

simultáneo a la generación del estrés oxidativo. La inhibición especifica de 

esta enzima evita la muerte apoptotica. 
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