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RESUMEN

La muerte apoptotica es un proceso ordenado que conduce a la eliminacion

de ceélulas sea durante el:. de rrollo: y “en diferentes patologias como las
enfermedades neurodegeneratlvas iSe han descrito diversos modelos, como la
privacion de sefales tro‘fylcas para’estudiar. la,_muerte apoptotica neuronai. Este tipo
la ‘nk.gran numero de moléculas pro y

‘internas para su regulacién, como el

estrés oxidativo.
Uno de

‘l]a’muerte neurcnal apoptética es la
lo'de las neuronas granulares de!
esulta de la falta de influencias

privacion de seﬁéiés
cerebelo (CGQ) oc
presinapticas t_!é.,‘la

ibras:que aportan enales trof”cas. Esta condicion se puede
cultlvadas ‘en »una condicion despolarizante se
potasno extracelular (KCl 5mM), lo que

simular in:vitro:cuandolas:CG

transfieren
induce la muert de.estasneuronas Bajo estas condlcnones la muerte observada se

asocia con un ‘disminuciéon:drastica en los nlveles de calcio intracelular junto con

o a ,fragmentaclon y condensacion del ADN, ia
PS) a a cara externa de la membrana plasmatica
’ la caspasa -8. Uno de los eventos mas

varios |nd|cadore

translocacion de la fo

Ia caspasa-3
s el estrés OXIdathO debido a la formacion de especies
oce la participacion del anion superoxido (Oz7),

y la activacion’ de

tempranos en este proces
de oxigeno reactivas (EOR) >
del perdoxido de hidrégeno (sz 24 Yy del oxngeno en singulete ('O,) durante la muerte
celular de neuronas bajo dlstlntos ~estimulos. Dada la importancia del estrés

oxidativo en una gran cantldad e procesos fisiologicos y patolégicos estudiamos el

papel de esta condicién en Ia muerte apoptdética de las CGC inducida por la
privacion de potasio exctracelular. s :

Mediante el uso de as'tecmcas espectrofluoromeétricas y de microscopia
durante la muerte de las CGC se genera estrés

demostramos en este trabajo

moléculas antloxldantes ewta a muerte: neuronal, asi como todos los indicadores




antioxidantes utilizados, la enzima superoxido dismutasa (SOD) resultd ser el mas
efectivo. De acuerdo a esto y a otras medidas directas sugerimos que una de las
EOR activas en este proceso es el Oz". Encontramos que distintas EOR inducen
distintos mecanismos de muerte en las CGC. E! 'O, y el Oz inducen muerte con
caracteristicas apoptdticas en la cual hay una activacion de las caspasas 1, 3 y 8,
asi como la translocacion de l|a fosfatidilserina (PS) y la condensacién de los
nucleos. Por otro lado, el HoO, induce una muerte necroética, caracterizada por un
dafio membranal y la ausencia de actividad de caspasas, de translocacion de la PS
y condensacion nuclear. Finalmente, sugerimos que un posible origen del O3~
participante en la muerte apoptdtica de las CGC podria ser el complejo enzimatico
membranal NADPH-oxidasa. En el presente trabajo demostramos la presencia en
lasCGC de cuatro de las subunidades de esta enzima y una activacion de la misma
inducida con bajo potasio. La presencia de dos inhibidores de este complejo
enzimatico evita marcadamente la muerte inducida con este estimulo.

Concluimos que el estrés oxidativo es una sefal necesaria para la fase inicial
del proceso de muerte apoptdtica inducido con la privacion de potasio extracelular
en las CGC. Una de las principales EOR involucradas en este evento podria ser ef
Oz que serii'é,prdducida por la NADPH-oxidasa. Aun queda por aclarar cuales serian
los mecaniémos fesponsables de la induccién de la actividad de este complejo

enzimético"eh respuesté al estimulo apoptdtico.




ABSTRACT

Apoptotic call death is‘a process involving several molecular mechanisms in
the elimination of cells durmg pathologlcal and physiological events such as
nd neuronal death during development. This type of

neurodegeneratlve dlsorders

cell death requnres :,t_
molecules as 'v;/eill as
stress. A

During 1‘eereb
presynaptic l;n'bu't"
mimicked  in V/tro b

mM KCI; KS5). Unde eS ondi : decrease in intracellular calcium levels
occurs and after 24 Atl")f ‘époptotic characteristics including
hosphatidylserine translocation and

nuclear condensation
A k /ed. An episode of oxidative stress is

cell death. Due to the relevanci of oxldatlve‘stress in neuronal death, in the present

mediated by calcxum levels: modlfcatlon, B

We also demonstrated‘ hat dlfferent ROS in CGC induced different
mechanisms of cellular death The ’Oz and O3 induce death with apoptotic
characteristics including caspase-1, caspase-8 and caspase-3 activation,
phosphatidylserine (PS) translocation and nuclear condensation. In contrast, H>O>




induced ‘a: necrotic-like: cell deathshowing “membrane damage, lack of caspases
activation, phosphatldylsenn ',translocatlon ‘and ‘nuclear condensation. Based on
these an‘other resuxlts w uggest that 02 “is a main ROS involved in apoptotic
death’ of»CG nduced: by deprivation’ of depolarization and that NADPH-oxidase
could be the ! sourc of this ROS lh lme with this idea we found the presence of
four subumts of thls enzymatlc complex in CGC deprived of KC! and marked enzyme
activation as well as over expressuon and translocation of some subunits to the
membrane of the enzyme. Moreover, two inhibitors of the enzyme prevent cell death

induced by KC! deprivation.
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INTRODUCCION

1.1. Apoptosis
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada con caracteristicas

morfologicas, bioquimicas y moleculares particulares. Algunas de las caracteristicas
moleculares son: condensacién y fragmentacidon nuclear, encogimiento celular,
formacion de cuerpos apoptéticos. Los cambios bioquimicos y moleculares son la
activacion de proteasas de cisteina, conocidas como caspasas, la fragmentacion del
ADN en fragmentos regulares, la translocacion de fosfatidilserina de la capa interna
a la externa de la membrana plasmatica y la activacion de transglutaminasas, entre
otros. (Golistein P, 1997; Cohen, 1997; Martin y Green, 1995; Moran 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 energia y de sintesis de ARN y proteinas
(Oppenheim, 1990). En este tipo de muerte se preserva el sistema membranai lo
cual permite la formaciéon de cuerpos apoptoticos, que se autodegradan o son
fagocitados lo que evita el vaciamiento del contenido celular (Chimini, 2002; Green y
Beere, 2001) y la consecuente reaccioén inflamatoria tisular (Kerr et al., 1972; Ellis et

. 1991; Lockshin et al., 2000) (figura 1.1). A diferencia de la apoptosis, la muerte
necrotica es un proceso de: degeneraclon celular pasiva, con lisis generalizada de
los componentes lntracelulares ruptura de las membranas internas y plasmaticas y
ltoplasmlco y de los organelos al espacio extraceiular,

el vacnamxento del contémdo
con el consecuente proceso mflamatono del tejido afectado (figura 1.1).
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Apoptosis

Cambiommemibranaleses —_—

Cambiwmneewar@@w N
CaMbianGolemes _ s T “
Cyioniwids Srpapes — ; ]

citoplasma : L

Accid ercégi L eath

Figura 1.1. Diferencias entre la muerte celular apoptédtica y la muerte necrotica. Cuando se genera la
muerte apoptdtica, ocurren cambios en el nucleo, los organelos y las membranas que llevan a la
formacion de los cuerpos apoptoticos. En la muerte necrética hay degradacion del contenido celular y
lesion celular.

Las caspasas son proteasas de cisteina que forman parte de la maquinaria
bioquimica que participa tantd»eﬁi la. parte iniciadora como ejecutora de la muerte
apoptdética. Hasta ahora se‘héh‘ i:'c'ie‘ritif'l'o’::afdb catorce caspasas, las cuales se dividen
it:ivc‘:akciién se basa en la participacién temporal
ue}'te‘ celular (Hengartner, 2000). Las caspasas

en iniciadoras y ejecutoras. Dich

de las caspasas en el procesé‘d
iniciadoras activan a su vez a la caspasaé ejecutoras que tienen como sustratos las
proteinas intracelulares (Kumar et al. 2002) como los receptores, las enzimas, las
proteinas estructurales, etc : (Opp nhelm 1990). Las caspasas iniciadoras se
) 'largo (secuencia de aminoacidos conservada

caracterizan por tener un prodo
que caracteriza a la procaspasa) ‘a«d erencna de las caspasas ejecutoras, que tiene

prodominios cortos. Aun no se conoce muy bien el papel que juegan todas estas
caspasas en la muerte apoptotlca (Hengartner 2000) (figura 1.2).

Las caspasas reconocen:una secuencia de al menos cuatro residuos de
aminoacidos, siendo el ultimo un residuo de aspartico. La selectividad de la caspasa
por su sustrato se determina por la secuencia de los tres aminoacidos que preceden
al residuo de aspartico (Martin y Green, 1995). Estas proteasas se encuentran

presentes en las células como zimdgenos que requieren ser procesados para




activarse. Todas las ,proca'spasas esténconstituidas por un prodominio y dos
subunidades catalitucas ~la “ act:vac:on ‘de la procaspasa se inicia c¢con la
ini ‘asociacién subsecuente de las subunidades
una actividad proteolitica (figura 1.2).

tos puede ocurrir por la accion proteolitica

fragmentacion de Ios tres do"

cataliticas dando Iugar .

La generacron d

uando estas se aproximan por accion
:19_99) (figura 1.3b). Otras caspasas
rse por la formacion de complejos que
206(5) ﬁgdra 1.3¢). Finalmente, las proteinas
ento directo de las caspasas iniciadoras (figura

actividad basal es suficiente péré
de proteinas adaptadoras (S‘a'lQés
iniciadoras, como la caspasa- -9, pu
promueven su activacion (Hengartn

efectoras se activan por un procesa -
1.3.a). :
Dos de las caspasas lmcxadoras

as estudladyés‘ son la caspasa-8 y la caspasa-9. La
m mbranal (Ashkenazi et al.,, 1998), induce
ptadoras en la parte citoplasmica del
> | omo; DISC (death-inducing signaling
complex, por sus SIglas'en mgles j c mpleJo une la procaspasa-8 con una
afinidad alta por y estlmula la aufoactlvac on por proxlmldad (figura 1.4) (Hengartner,

2000).
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Figura1. 2. Clasificacion y estructura de las caspasas. En A se enlistan las caspasas conocidas y su
funcion propuesta, asi como la similitud entre ellas de acuerdo a su secuencia. En B una caspasa
activa en un modelo de « hélices y hoja 3 plegada. En C la estructura de una procaspasa con las tres
subunidades o dominios, uno llamado prodominio o dominio de muerte, un dominioc pequefio y uno
largo. Las zonas con puntos negros indican los residuos de cisteina, que es el sitio catalitico de las
caspasas. (Thornberry and Lazebnik, Science 1998, 281:1312-1316).

De manera similar, la caspasa-9 se activa mediante la formaciéon de un
complejo molecular lamado apoptosoma, constituido por la procaspasa-9, ATP y dos
proteinas de origen mitocondrial: Apaf-1 (factor apoptdtico activador de proteasas) y
citocromo c¢ (cit-c) (Hengartner, 2000) (figuras 1.3 y 1.4). En algunos modelos se ha
sugerido que la activacion de la caspasa-8 lleva a la liberacion de algunas moléculas
mitocondriales responsables de la induccion del apoptosoma y, en consecuencia, a
la activacion de la caspasa-9. Independientemente del proceso iniciador, al final de
la cascada de proteasas se induce la activacion de caspasas efectoras como las
caspasas-3, 6 © 7, las cuales son responsables de .Ia fase ejecutora de la muerte
apoptética (figura 1.4) (Lockshin et al., 2000; Zhung, et al., 1999).
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Figura 1.3. Modelos para explicar la activacion de las procaspasas. En el panel a se muestra la
activacion de procaspasas por otras caspas. La teoria de la proximidad que explica la activacion de
caspasas esta basada en la actividad basal de las procaspasas que se ilustra en b. En ¢ se muestra
la formacién del apoptosoma que es una estructura compleja que induce la activacion de la caspasa-
9. (Hengartner, Nature 2000, 407:770-776).

Ademas del cit-c y AIF, otras moléculas asociadas a la mitocondria e
involucradas en la apoptosis son las proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2.
Estas moléculaé. pueden tener una participacion proapoptotica, como en el caso de
Bax, o antnapoptotlca como el Bcl-2. Se han clasificado en tres grupos. El primero
mcluye las molecul srantlapoptotlcas Bel-2 y Bcl-x._ (Hu et al., 1998, Li et a/.. 1999;

el reconocnmlent‘ mltocondnaly Y del retlculo endoplasmico, en donde se sabe que
también participan. - Ei segundo grupo. gue incluye Bax y Bak con actividad

Tt
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proapoptoética, es similar-al. grupo: previo, pero carece del dominio BH4. El tercer
grupo incluye moléculas prdapoptéticas como Bid y Bik y se caracteriza por
presentar un dominio BH3 de 12-16 aminoacidos (Hengartner, 2000) (figura 1.5).

;CDYSL

Apoptos a
Apopfagssm

ARIBAABE THBBVSICSs

Figura 1.4. Activacion de la caspasa-8 por un receptor de muerte. Para este ejemplo se ilustra la
activacion del receptor CD95L conocido también como Fas. Cuando el ligando se une al receptor se
acumulan las proteinas adaptadoras como FADD que unida a la procaspasa-8 induce su activacion.
Cuando la caspasa-8 se activa puede entonces activar a la caspasa-3 (caspasa ejecutora). Tambien
se ejemplifica la activacion de la caspasa-9 por la liberacion de moléculas mitocondriales. Se ilustra
también la participacion de otras moléculas como las IAP's que inhiben las caspasas, asi como la
inhibicion de estas por Smac/DIABLO. (Hengartner, Nature, 2000).




BH4
oot { [N

Grupo 2 l

Grupo 3

Figura 1.5. Comparacion entre los dominios existentes en las secuencias de algunos miembros de la
familia de Bcl-2. Se ilustran:los:dominios BH caracteristicos de estas proteinas asi como la cola
hidrofébica en el extremo C-terminal (TM).Los grupos 2 y 3 tienen actividad proapoptdtica mientras
que el grupo 1 tiene actividad antiapoptética. (Hengartner, Nature, 2000).

sosma - que activa la caspasa-9, una de las
s. No se conocen con exactitud los
ha propuesto que podria ocurrir a traves del
“mitocondrial (PT) (Hengartner, 2000) y/o
f.s‘;pr’dteinas de la familia del Bcl-2. Una propuesta

necesarios para form:
caspasas iniciadoras
mecanismos de esta il
poro de transiciénkid
mediante la participac ond
sugiere que el cit-c se iib’era a través de un poro formado por proteinas de la familia
de Bcl-2 con o sin la par'ticip'aci'ém.‘de‘proteinas de otro tipo. Otra posibilidad es que
algunos de los miembros proapotéticos de Bel-2 indujeran la ruptura de la membrana
externa mitocondrial probablemente por procesos de oxidorreduccion, facilitando asi
la salida de los componentes mitocondriales, incluyendo el cit-c (Hengartner, 2000).
Existen moléculas antiapoptoticas que, se cree, participan directamente sobre
las caspasas, como es el caso de las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP).
Esta familia de proteinas comprende una gran variedad de moleéculas con un alto
grado de conservacion en su estructura primaria. Se -han descrito proteinas en virus
(CIIAP, OplAP, CplAP, AclAP, ASFIAP), en mamiferos (XIAP, clAP1, clAP2, NAIP,
BRUCE, Survivina, plAP), en insectos (DIAP1, DIAP2), en nematodos (CelAP1,
CelAP2) y en levaduras (SplAP, AclAP). En varios estudios in vitro se ha podido
demostrar que la sobreexpresion de una proteina de esta familia evita la apoptosis a

traves de caspasas (Deveraux ef al., 1999; Hengartner, 2000; Lockshin et al., 2000).
B
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muerte apoptotlca (Chua et al., 2000; Kruman et al., 1999; Overbeeke et al.,, 1999;
Petersen et al., 2000; Sakaguchl et al 1998) Los cambios en el pH intracelular
la. muerte | apoptotlca y en particular las neuronas
(Din “etAa,I., 2000; Overbeeke et al., 1999).
un pr‘:'ov"Cé'so de muerte inducido y regulado
lusivamente a la muerte necraotica, el
estrés oxidatiil Ki 'ét al., 1999; Kroemer et al., 1998;
Nicholls y: Budd 2000 akaguchl et: al 41998 Samali et al., 1999; Schulz et al.,

1996; Valencua oran 2001) El papel del estres oxidativo en la muerte apoptotica
se descnbe abajo Y. dado que representa el tema central de este trabajo, se incluye

también pueden ‘desencadena

son muy senslp
En los’

por un estfnﬁﬁil

un primer anexo;s_obre este particular al final 'de Ia Introduccion.

1.2. Estrés oxidativo

El estvrrés" t’oxi'dativo se define como - una condicion en la que hay un serio
desbalance entre los niveles tanto de especies de oxigeno reactivas y las defensas
antioxidantes en una celula.: Las ézones del desbalance pueden ser por una
n: detenoro en las defensas antioxidantes

condicion que genera mas EOR o, por.
;v2003) xndatlvo se asocia generalmente con una

e radlcales libres. Los radicales libres son
lé en un electron desapareado en su

celulares (Halllwel ¢
produccxon excesnva de‘E

todas aquellaS~
‘mas reactivas que el oxigeno en su
unas de estas especies son altamente

estructura mole

estado basal de
reactivas y Vtiener:n‘la‘ i structura de otras moléculas, como

procesos de odeac:o debic EOR estan relacionadas con diversas
patologias, asi como.en procesos f|5|ologxcos durante la reestructuracion celular y el
desarrolio de los organlsmos (Ceballos-Picot; 1997)

Existen diversos sistemas celulares que pueden inducir la formacion de EOR.
La sintesis del oxido nitrico induce de manera secundaria la formacion de O;". La
actividad de la xantina oxidasa. que es una enzima encargada del catabolismo de
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los nucledtidos de adenma y guamna tamblen genera este radical (Arai ef al., 1998;
Lacy et al 1998) Sln embargo una’ de Ias fuentes de EOR mas importantes es la
esbbntaheamente tanto Oy~ a través de la cadena de
‘Du et al., 1998; lrani et al., 1998;
n su contribucion de moléculas pro y

mitocondria, que ‘genera

transporte de el'

Kowaltowski
rganelos mas importantes en el control

kum et al., 1999; Kroemer et al., 1998;
verbeeke et al., 1999; Petersén et al.,

antiapoptéticas

d catalmca gp91-phox y la p22-phox, y
Ia p67 phox. Este complejo utiliza Rac

subunidades,’ d&is_
tres citosdlicas, la p4aC A7-
como cofactor. y. es’f’v eifor OZ' con fines microbicidas, generando un
spirator 1997; Hua et al., 2000;

proceso llamado"‘ex
Inoguchi, 2000; Jones et aI.
al., 1997).

Ei

de antloxndante as' EOR los enzimaticos y los no
en2|mat|cos. ‘De tran enzimas como las distintas

la’ glutation peroxidasa transforman el perdxido de
1997 Halliwell,' 1992). El segundo grupo de

urico'y el glutatlon se dlstrlbuyen enel cntoplasma
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En los ultlmos anos seha“ relacionado una condicién prooxidante con la
muerte celular necrotlca o apoptotlca en distintos estados fisioldgicos o patologicos
1. 998 Nicholls et al., 2000; Samali et al., 1999).

._lncluso que el estrés oxidativo participa como
proceso de muerte apotética. Para diversos
ido que el peroxido de hidrégeno induce la
no las caspasas (Sakaguchi et al., 1998). EI
on ia muerte apoptética neuronal y con la
a:traves del receptor Fas (Greeniund et al,
te ('O2) se ha asociado con los procesos de

(Fiskum et al.;
Mas recuentevf

una sefal ' q
modelos" ex'
muerte’ apop Ot
anion superoxldo”

activacion de’ la

, 1995; Moreno et al., 2001;

durante la rn:u‘e e yoptoti eprotié’a,' que tiene una relacion intima con los
a geh‘éracién del estrés oxidativo. Esta estructura
la interna de la mitocondria cuando hay una
ehina, en presencia de concentraciones altas
obrecarga de peroxidos y de calcio en la
pbro induce la movilizacion de diversos
emés de un cambio en el potencial de la
mpuesto por una transiocasa de nucledtidos
y brana interna de la mitocondria, la ciclofilina
anionico dependiente de voitaje (VDAC) en la
as moléculas que regulan la apertura de este

ausencia ext
de fosforo’ i

mitocondria
metabolitds -
membrana mlt )
de ademna (ANT
D enla matnz i"mt
membrana exte a
PT son’ Bax ‘las‘" A
benzodlacepmas 34 las cmasas d ea ina (Crompton, 1999).

Se ha sugerido que el PT tlene una participacion importante en la muerte
apoptotica ya que diversas moléculas proapoptéticas (AIF, Citocromo c, miembros
de Bcl-2, entre otras) estan relacionados con la mitocondria. Ademas se ha

icerol, las hexocinasas, los receptores a

demostrado que cuando la muerte apoptética se ha iniciado hay una pérdida del




potencial de membrana mltocondnal lo cual -se. ha asociado a !a liberacion del
citocromo c¢ y-la: actwacnon de Ia caspasag También se ha propuesto Ila

participacion dekek te ' l]a-muerte neuronal asociada con una sobrecarga de

calcio'y con“un estrés oxidativ

relacionados con episodios isquémicos (Crompton,

otro complejo enzimatico, la NADPH-
muerte apoptdtica generando EOR en

oxidativo com ecanlsmo inducto de proceso de muerte celular fisioloégica que
opera en el desarrollo, determmando la citoarquitectura, el modelaje y la
funcionaliqa:d deylsnstema nervioso, asi como en la muerte patoldgica que se observa
en el dano ¢6n 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 maduracién y diferenciacion celular. En el
cerebelo de la rata, existe una gran. actividad celular y molecular durante Ia
proliferacién, diferenciacién y migracion de las neuronas cerebelares previas al
nacimiento y durante las siguientes 3 sema;’nés de.vida del animal (itoh, 1984). Otro
tapa lo constituye la muerte neuronal.

de los procesos fundamentales durante esta
Se considera que, después del nac:mlento ‘cerca de la mitad de las neuronas

generadas durante la etapa de prohferacnon mueren como resultado de la activacion




de un programa de muerte en respuesta a senales extemas e internas (Itoh, 1984).
Se ha sugerldo que esta muerte es de tlpo apoptotlco
= : 80% de las

por las células de Purkinje, las

. células de Golgi. La corteza

la regulacion de la

pa el calcio intraceiular inducido
et al., 1993; Gallo et al., 1987;

constltuye Ia} ausa de muerte excxtotox:ca en estas y otras neuronas dei SNC (Dessi
etaL,1993)




El empleo de: los.: cultnvos de neuronas granulares del cerebelo ha resultado
para entender los procesos celulares y moleculares
sistemas nervioso, como la migracidn y la

ser. un modelo muy utll

5 mM de KCI extracelular, lo que se cree que

s hsibles al voltaje. La privacidon de potasio
7 ";'téhas granulares que se han mantenido
deépbiarlza nas de 5 dias ri’i)ifro induce un proceso de muerte neuronal
semejante a-lo: que pasa /n vivo cuando se establece la competencia entre las

extracelular

conex:vones de»las f‘bras musgosas.’con las neuronas granulares (D'Mello el al.,
1993:  Moran et a/., 1999; Schulz et-al.,, 1996; Valencia y Moran, 2001). Por esta
razon: ‘este modelo de muerte se ha. utilizado ampliamente para estudiar los

mecanismos moleculares y celulares de este proceso durante el desarrollo.

1.4. “Participacion de las especies reactivas de oxigeno en la muerte
apoptética neuronal en el desarrollo y en_alqunas patologias’”. Valencia

A. y Moran J.
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RESUMEN
La muerte apoptdtica se caracteriza por ser un pro-

ceso activo y ordenado en el que participa un gran
niimero de moléculas. incluyendo las caspasas. las
cuales degradan una amplia variedad de sustratos
durante el inicio o la ejecucién del proceso. Durante
la muerte apoptdtica se presenta un estado de tensién
oxidativa. que parece influir de manera definitiva en
los mecuanismos de la apoptosis. El peroxido de hi-
drogeno (H.O,). el radical superéxido (O ). el radi-
cal hidroxilo (‘OH), el peroxinitrito (ONOO-) v otras
especies reactivas de oxigeno (ERO) se han relacio-
nado con el dano celular que induce ia muerte tanto
necrotica comno upoptdtica. Existen evidencias de que
episodios oxidativos participan durante la muerte
apoptdtica en el sisterna nervioso. como en el caso
de ciertas patologias (entfermedades de Alzheimer y
Parkinson, Sindrome de Down. esclerosis lateral
amijotréfica). asf como durante el desarrollo del cere-
bro cuando se eliminan neuronas y se establecen las
interacciones celulares adecuadas. En todos estos
casos se ha propuesto que la tensién oxidativa podria
servir como una sefial ¥/o un-proceso ejecutor de la
muerte apoptética.

PALABRAS CLAVE: Tensién oxidativa. apop-
tosis, caspasas. desarrollo neuronal.

ABSTRACT

Apoptotic cell death is an active and highly ordered
cvent that involves a large variety of molecules
including caspuses. These are proteases acting on a
number of substrates during the initiation and
exccution of apoptosis. During apopitotic cell death a
vrticalinerease in oxidative stress occurs, which seems

Accptado: 19 de junio de 2001.

to play a key role in this process. Hydrogen peroxide
(H.,O.,) and some reactive oxygen species (ROS)
are involved in apoptosis, including superoxide anion
(0", hydroxyl radical ("OH) and peroxinitrite
(ONOO-). A large body of evidence shows that
ROS are involved in apoptotic neuronal death ina
variety of pathological conditions such as Alzheimer’s
disease. Parkinson’s disease. Down'’s Syndrome and
lateral amyotrophic sclerosis. Oxidative stress also
plays arole in other events in which neuronal death
represents a strategy tor eliminating undesirable cells
as occurs during the development of the nervous
svstem. In all these cases ROS have been suggested
to act as a signal and/or the executor of apoptotic cell

death.

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

INTRODUCCION
El interés por conocer y entender los mecanismos

que regulan la muerte neuronal se ha incrementado
desde que se establecid la distincién entre dos tipos
de muerte celular con caracteristicas particulares, la
muerte apoptética y la muerte necrética. La muerte
apoptdética es un proceso activo y programado que
incluye la expresién de miiltiples genes que contro-
lan cada uno de los pasos asociados con el proceso
de 1a muerte celular, mientras que la muerte necrética
es un proceso pasivo asociado con un deterioro
generalizado de las funciones y de las estructuras

celulares.

Durante la maduracién y desarrollo del sistema
nervioso casi la mitad de las neuronas mueren co-

2i.1

ot



BEB 20(4): 222-233 Tensidon oxidativa y apoptosis neuronal

mo resultado de la competencia por las células
blanco y por el aporte limitado de conexiones
presinidpticas y/o factores tréficos. v se sabe ade-
miis que este proceso tiene caracteristicas de
muerte apoptdtica. La muerte apoptética en el sis-
tema nervioso parece estar asociada con algunos
estados necurolégicos agudos como la hipoglu-
cemia. la hipoxia. el infarto cerebral. la epilepsia.
etc.. asi como en estados neurodegenerativos cré-
nicos como la enfermedad de Huntington. la enfer-
medad de Alzheimer y la esclerosis lateral amio-
tréfica. Muchos de estos desdrdenes estin rela-
cionados con alteraciones en el balance energético
de las neuronas y. en muchos de los casos como
consecuenciade esto. a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO). En diversos modelos
de muerte neuronal. este tiltimo factor parece ser
determinante para la génesis v la evolucion de mu-
chos de los trastornos mencionados.

Como se sabe. un metabolismo aerdbico siempre
esti asociado a la produccion de ERO. lo que ha
Hevado ala evolucion de una gran variedad de siste-
mas biogquimicos antioxidantes, Por lo general unin-
cremento en la tensién oxidativa es un estado fisio-
patologico gue resulta adverso para la célula que lo
experimenta. El desbalance del estado redox de una
célula lleva a la acumulacion o generacidon excesiva
de ERO. ya sea por un incre-
mento en el metabolismo oxi-
dativo o bien por las alteracio-
nes en jos sistemas antoxidantes
enddgenos. Las ERO son espe-
cies quimicas dernvadas del oxi-
geno que incluyen aquellas mo-
iéculas que presentan uno o muis
electrones desapareados en su
dltimo orbital molecular (radica- A
les libres) y otras que sin ser ra-
dicales libres son muy reactivas
dada su poca estabilidad elec-
trénica. Las ERO pueden oxi-
dar proteinas (atacando resi-
duos azufrados v provocando

Ubiquinonas
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TENSION OXIDATIVA: ORIGEN, BLANCOS
Y DEFENSAS

Para el establecimiento de una condicidén de tensién
oxidativa se requiere de un incremento en la cantidad
de ERO. Algunas de éstas incluyen al oxigeno en
singulete ('O,). al anién superéxido (0", al peréxi-
do de hidrégeno (H,0,), al radical hidroxilo ((OH),
al éxido nitrico (NO") y al peroxinitrito (ONOO™)
entre otros. En la célula existe una amplia variedad de
fuentes para la generacién de ERO, una de éstas se
encuentra en la mitocondria, particularmente en los
componentes de la cadena respiratoria (Fig. 1). Du-
rante el transporte de electrones en la mitocondria se
forma el O;-de manera espontinea y se calcula que
entre ¢l 196 y el 5% de los electrones transportados a
este nivel forman dicho radical (1). El O;'mmbién
puede formurse por accién de la xantina oxidasa (en-
zima involucrada en el catabolismo de los nucleétidos)
que tiene como sustrato a la hipoxantina y a la xantina.
Se sube que una modificacién de la xantina deshidro- |
gcnasa por aceion de proteasas dependientes de cal-
cio y/o por la oxidacién de sus grupos tiol, se trans-
forma en la xantina oxidasa. Otra fuente importante
de Ia formacién del O] estd dada por la actividad de
la NADPH-oxidasa. la cual es responsable de trans-
ferir electrones del NADPH al oxigeno molecular
para producir el anién superdxido (Fig. 2). Se ha de-
mostrado la presencia de la NADPH-oxidasa en las

Espacio intermembranal

Membranas mitocondrial
inlerna

O.,+3H* 2H.0

Matriz mitocondrial

entrecruzamiento proteico). li-
pidos. azidcares. al dcido des-
oxirribonucleico (ADN) y al
dicido ribonucleico (ARN), que
como consecuencia puede pro-
ducir dafio y muerte celular.

Figura 1. Uno de los sitios donde se generan cspecies reactivas de oxigeno.
especificamente el anién superoxido y el peréxido de hidrégeno, es en los componen-
tes de Ia cadena respiratoria en la membrana interna de la mitocondria. Panticularmen-
te en ¢l ciclo de lus ubiquinonas ¥ en la succinato deshidrogenasa se da la formacién
al anion superdxido (0,): a su vez, el anién superéxido formado puede dar origen af
peréxido de hidrégeno. Las lineas terminadas en punto indican inhibidores de los

componentes de la cadena respiratoria.
)
212




NADPH
Oxidasa

Membrana
Plusmatica 7

NADPH + 202
c NADP* + H*+ 2(02*-)

p“(yihnl
po7rAnT
- PR Acoplamiento
PO , ) de la NADPH-oxidasa
pA7rhs - L .
P67 Rac .

Figura 2. La NADPH-oxidasa ¢s una enzima polipeptidica que tiene la funcién de
gencrar ¢l anién superéxido a partir del oxigeno y ¢l NADPH. Los componentes de
esta enzima son gpY 1< (con un sitiode union a FAD) y p227 ambas subunidades
se localizan en la membrana plasmudtica celular. Ademds. p30™, p4777 3y p677** son
componentes citosdlicos que se unen a las subunidades membranales para confor-
mar [a enzima activa, Algunos componentes de esta enzima (p30°*, p4 704 y p67/"*)
son protenas que contienen dominios especificas Hamados SH3, los cuales son
necesarios para el establecimiento del complejo activo de la enzima. Ademiis, se
regquiere de una molécula acopladora pegueia que tiene lu capacidad de unir GTP
Hamada Rac. lLos dominios SH3, particularmente de la subunidad p477*, reconocen
unu secuencia rica en prolinas (PLP) que favorece fa umién ¥ el ensamble de los
complejos enzimiiticos. La flecha indica el paso de los componentes citosolicos a un
estade de asociacion con los elementos de la membrana durante la activacién de la

Valencia Pérez A y Moridn Andrade J

grupo hemo de Cu/Zn. Una ter-
cera isoforma de la SOD estd
presente de manera ubicua en
los tejidos, la superéxido dis-
mutasa extracelular que también
contiene Cu/Zn (ECSOD). La
reaccién en'lacual la SOD dis-
-muta el anién superéxido en pe-

“..réxido de hidrégeno es la si-

guiente:

O;+ O +2H" — H,0, + O,

Por otra parte, el H,O, es
una molécula con capacxdad pa-
ra difundir a través de las mem-
branas. lo que la hace una mo-
lécula con un mayor potencial
dafiino a cualquier nivel celular,
incluyendo membranas. protei-
nas. ADN, etc. Por tal razén la
eliminacién del H O, es tan im-
portante como la ‘de1 O, vy 1a
enzima responsable de esta re-
accidn es la catalasa (CAT). en-
zima dependiente de hierro (Fe
III) capaz de transformar el pe-

enzima.

neuronas de mamifero. y en experimentos realizados
con ratones deticientes de esta enzima se ha observa-
do una reduccidn significativa de 1a muerte apoptdtica
inducida por la privacion del factor de crecimiento
nervioso o NGF en neuronas en cultivo (3-5). A pe-
sar de las evidencias encontradas en algunos mode-
los inn vitro e in vivo, el mecanismo por el cual la
NADPH-oxidasa incrementa su actividad no estd cla-
ro. sin embargo parece depender de un incremento
en la concentracién de calcio intracelular (3).

Dentro de la mitocondria se encuentra una de las
defensas mds efectivas contra el O, la enzima su-
peréxido dismutasa que contiene manganeso
(MnSOD); esta forma de SOD se localiza en la ma-
triz mitocondrial y estd compuesta por cuatro subuni-
dades idénticas. Esta enzima convierte el radical O7*
en H.O, (1). En el citosol existe otra isoforma de la
50D que contiene dos grupos hemo, uno con cobre
v otro con zinc (Cu/ZnSOD): esta enzima estd com-
puesta pordos subunidades Y cada una contiene un

réxido de hidrégeno en oxigeno
molecular y agua. I.a CAT es
una enzima compuesta por cuatro subunidades y
cada una contiene un grupo hemo con Fe IIl. La re-
accién mediada por la CAT se pucde resumir como

sigue:

CAT-Fe(IlD) + H,0, — compuestol +H,O

Compuesto I + H,0, — CAT-Fe(II) + H,O + O,
donde &, y k&, son constantes de velocidad. Se ha
calculado que para el caso de CAT del higado de la

rata k, = 1.7x10° M- s~ y &, = 2.6x10” M-'s™'. La
esxructura exacta del compuesto [ es incierta: el hxc-
rro es oxidado a una valencia nominal de Fe(V), pero
la deslocalizacién extensiva de carga en sus anillos
hace que la descripcién en su estructura sea muy difi-
cil de predecir. Es probable que la estructura del com-
puesto sea un intermediario entre el peréxido férrico
(Fe(11ID-HOOH) y Fe(V)O. El contenido de CAT en
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el cerebro es bajo. al igual que en otros tejidos como
el corazén y el misculo esqueldtico. pero se encuen-
tru en altas concentruciones en el higado y en los
eritrocitos .

Otra enzima antioxidante importante es la glutatién
peroxidasa (GSHPX) la cual estd presente en el cito-
plasma vy en la matriz mitocondrial. Esta enzima es
dependiente de selenio y existen dos isoformas, como
dimero y como tetrimero. Tiene una alta actividad en
el hm..xdo. actividad moderada en el cerebro. el cora-
z6n v el pulmoén. mientras que tiene una actividad baja
en el masculo esqueldtice. Su sustrato particular es el
ghitation. una molécula de bajo peso molecular muy
abundante en los seres vivos. Por medio de la siguien-
te reaccion es capaz de avudar a la eliminacidn del
H.OQ. de manera indirecta:

1.,0.+2GSH — GSS7+ 2H.0

donde el GSH es el glutatidn reducido v el GSSG es
el glutation oxidado. Adenmuiis de la GSHPx. existen
varias poroxidasas que se encargan de eliminar al
peroxido de hidrogeno. entre ellus se encuentran la
crtocromuo ¢ peroxidasa. 1a NADPH peroxidasa v
virias pe:  <idasas inespecificas.

Por otro Iado. durante la actividad sindiptica y otras
condicior s tanto fixioldgicas como patolégicas que
involucran un aumento intracelular de calcio ([Cu®-]).
se induce la formacidn de NO- o través de 1a activa-
cion de la sintetasa del oxido nitrico (NOS). E1 NO-
gsenerado puede reaccionar con el O] para formar
ONOQO- ¥ éste a su vez pucede descomponerse en
‘OH. El radical hidroxilo no se origina por procesos
enzinuiticos. sino que se forma principu]meme a partir
de H.O, en presencia de Fe®* por la reaccién de
Fenton: ~

Fei* + H,O, — Fe* + “OH + ‘OH

Existen algunas moléculas endégenas capaces de
atrapar el electrén de alta energia de los radicales
hidroxilo y de esta manera evitar el dafio celular. En-
tre estas moléculas se encuentra el dcido ascérbico.
la vitamina E. el dcidotirico. el GSH. algunos alcoho-
les (polioles). moléculus conteniendo residuos de
cisteina. la guanosina y compuestos aromiiticos que
en sus anillos atrapan dicho electrén inhibiendo la ca-
pacidad oxidante del radical.

TESIE GO
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Otras enzimas con actividad antioxidante en el sis-
tema nervioso son las hemo-oxigenasas. Existen dos
tipos. la hemo-oxigenasa-1 (HO-1), quc es inducible
y la hemo-oxigenasa-2 (HO-2). que es constitutiva.
Estas enzimas pertenecen a una familia de protefnas
que incorporan ¢l O, a un sustrato orgadnico para pro-
ducir grupos hidroxilo. por lo que tienen la habilidad
de utilizar el anidn superoxido como fuente de elec-
trones. La HO-1 es una enzima microsomal cuya ac-
tividad induce la formacién de biliverdina y monéxido
de carbono. La activaciéon de la HO-1-depende de
episadios de tensidn oxidativa. y generalmente se
presenta en combinacion con la actividad de la Cu/ -
ZnSOD en la enfermedad de Alzheimer (AD) (4).

Las ERQO pucden actuar a diferentes niveles celu-
lares. incluyvendo la peroxidacion de los lipidos de las
membranas. Se conocen derivados de la lipoperoxi-
dacién como el malondialdehido (MIDA) v el 4-hidro-
xinonenal (4-HNE). Durante su formacion pueden
producir entrecruzamiento de las proteinas. atacando
residuos de histidina ¥ cisteina particularmente: en
general las ERO pueden ocasionar daiio celular a di-
ferentes niveles (Fig. 3). Se ha descrito un incremento
en la lipoperoxidacisn luego de episodios prolonga-
dos de isquemia. inyvecciones de sal de hierro y dafio
por metil-mercurio. Sin embargo. el dano causado
por la tension oxidativa no necesariamente incluye una
peroxidacion lipidica (1).

APOPTOSIS

La muerte apoptdtica es un proceso activo y ordena-
do que requicre de Ia sintesis de ARN mensajero
(ARNm) » proteinas. La apoptosis se caracteriza por
una serie de cambios celulares que incluyen la con-
densacion y relocalizacién de la cromatina, la frag-
mentacién regular det ADN en segmentos homogé-
neos de alrededor de 158 pares de bases, la pérdida
transitoria del potencial de membrana mitocondrial
asociado a la liberacion del citocromo ¢, la activacién
de ransglutaminasas especificas. la translocacién de
fostatidilserina (PS) de la ldmina interna a la externa
de la membrana plasmuaitica como resultado de la ac-
tivacion de tosfohpasab especificas y la formacion de

‘cuerpos apoptoticos, entre otros (3. 5).

La activacion del proceso de muerte mcluye la par-
ticipacién de una familia de proteasas de cisteina
(casp.xs'us) que estd involucrada en el inicio yen Ia
ejecucién de la muerte apoptética (3. 5). Las caspa-
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-

la diferencia de que la caspasa-

- Estrés oxidativo
Incrementr s e e g - -

—|‘ Dafo a ADN ,

7 es mitocondrial y la caspasa-

peroxidacican cz aipinii -
Depleciion de GSH

Daiio directo a prolm‘nu—l

3 citosdélica (5). La caspasa-3

puede ser activada por otras

Incrementn en

‘ caicio intracclular libre

caspasas iniciadoras como'la
caspasa-8 o la 9. Las caspasas=""

8 y 9 necesitan ser reclutadas

| Reduccion de’
sintesis de ATP

Alicraciones cn
membrana plasmiética

por otras moléculas conocidas
como proteinas adaptadoras o

reclutadoras para ser activadas.
La caspasa-9 forrna complejos

Incrementn ¢nel.’
ficern intracelular lib LA

Activaciéndelas |
Poli-A DP-ribosil-
pollmcrasa (PARP)

con moléculas reguladoras per-
tenecientes a la familia del Bcl-2
y con €l citocromo ¢ para acti-
varse. La caspasa-8 es reclu-

\‘J Peroxidacion v destruccidn I

{ de membranas

tada por los llamados recepto-
res de muerte, como el receptor

Acumulncion de dufio al DNA, |
a proteinuas ¥ a lipidos

Figura ~

celular iau. . rlaiensién oxidativa. El dafio puede ser directo, como en el caso
de la oxi A sroteinas en grupos -SH inducida por el H,O.. o induciendo la
fregmenu R \DN porel "OH y el O . Tambidn hay dafio indirecto, como es el

provocade o
pucde potc - ciar
acuva aly . a g
citoesquele -5,

cion de Fe
do y moditi~ado Jde Halliwell. ref. 1).

sas contienen un sitio activo muy conservado con una
secuencia QACXG (en donde X puedesserR. Qo
G) y se carac::rizan por tener una alta afinidad por
los residuos de dcido aspdrtico en la posicion P, lue-
go de la secucacia de reconocimiento. Al igual que
todas las protcasas. éstas se sintetizan como zimdge-
nos inactivos que requieren ser fragmentadas una o
mads veces para conformar las caspasas activas. Las
caspasas tienen una gran variedad de sustratos como
proteinas dei citoesqueleto, proteinas citosdlicas.
proteinas nucleares e incluso otras caspasas. Se co-
nocen 14 caspasas que se han clasificado 2n dos
grandes grupos. como iniciadoras y ejecutoras de
acuerdo a su participacion en la cascada proteolitica
caracteristica. La caspasa-3 es una caspasa ejecuto-
ra. que participa en la fase final del proceso de muer-
te celular. al igual que la caspasa-7 con la que com-
Piric nUMerosos sustratos y estructura molecular, con

Liberucion de iones metdlicos al espacio
intersticisd circundante y dano a
célulus udyucentes

~ran algunos de los mecanismos de interaccion durante el dafio

rcremento en la concentracidn de calcio intracelular, que a su vez
tensién oxidativa. El incremento en el calcio intracelular no sélo
-easas dependientes de este ién que atacan a componentes del
0 que también puaden activarse nucleasas que inducen dafio al
material nu fear. Ademils, Ia sobrecargn de calcio en ¢ mitocondriz facilita la libera-
> de =i tforma. incrementa el dafio oxidante dentro de 1a célula. (Toma-

al factor de necrosis tumoral
(TNF) entre otros, ¥y se activa al
formar un complejo peptidico
con algunas proteinas 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 limbico cuando se induce
isquemia cerebral. Por otro la-
do, para la caspasa-2 se ha des-
crito un papel tanto de caspasa iniciadora como
ejecutora durante la muerte celular, que junto con el
resto de las caspasas su integracion en la clasificacién
de ejecutoras e iniciadoras queda ain incompleta.

Existen otras proteinas asociadas al proceso de
muerte con accién antiapoptdética, como la protei-
na Bcl-2. que est4 asociada a la mitocondria y pare-
ce inhibir la actividad de la caspasa-9. Se ha pro-
puesto que probablemente la proteina Bcl-2 regule
la actividad de la caspasa-9 mediante la interac-
cién con el citocromo ¢ cuando éste se ha libera-
do de 12 mitocondria y forma un complejo con dicha
caspasa (5).

Orras protefnas end6genas que intervienen direc-
tamente en la inhibicién de 1a apoptosis son las llama-
das proteinas inhibidoras de la apoptosis o IAP"s,

[ £
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Estas proteinas contienen dominios caracteristicos
conocidos como BIR (dominio de alta homologia con
la IAP s de baculovirus), CARD (dominio de reclu-
tamiento de caspasas) y un anillo RING-"‘finger' (do-
minio que interactiia con el ADN en el carboxilo ter-
minal de 1a proteina). Las IAP s regulan la actividad
de las caspasas inhibiéndolas mediante un mecanis-
mo desconocido hasta ahora. pero se sugiere que las
caspasas se unen al dominio CRAD de las [AP"s
inhibiendo su hidrélisis y por tanto su activacién. Se
ha demostrado que la muerte apoptdtica inducida por
distintos estimulos se previene en algunos modelos
ncuronales de células simpiiticas i virro mediante la
sobre expresion de NAIP (proteina neuronal inhibi-
dora de Ia apoptosis).

wecientemente se ha demostrado que durante ia
apoptosis se genera un estado de tensiéon oxidativa
como respuesta a4 una gran variedad de estimulos
inductores de la muerte celular. Como va se mencio-
no. se sabe que las células responden a dafios oxida-
tivos mediante la activacion de las enzimas SQD.
CA Uy GSHPxX. Se ha sugerido tambidn que el Bel-2
furciona como un antioxidante y gue su accidén anti-
apoptdtica se puede deber. en parte. i esta actividad.
Sin cmbargo. no existen evidencias claras que apo-
ven esta idea (1. 6).

PAPEL DE LAS ERO, EL CALCIO Y LA MI-
TOCONDRIA EN LA APOPTOSIS

La mitocondria es una fuente imporiaiie de ERC.
particularmente de H,O. y O=". La formacidn de di-
chas especies se lleva a cabo dur'mte el transporte de
electrones on la cadena respiratoria. Durante las pri-
merus fases de la muerte apoptdética. los radicales
superoxido pueden ser transformados por la MnSOD
dentro de 1a mitocondria en H.O.. el cual difunde ha-
cia el espacio citos6lico en donde es capaz de inducir
la formuacioén de radicales *OH y producir dafio celu-
lar (7). Ademiis, cuando hay alteraciones en la pro-
duccidn de la energia celular. particularmente cuando
algunos de los complejos de la cadena respiratoria
estin alterados o desacoplados (complejos mitocon-
driales [, I11 y I'V), se observan cambios en el equili-
brio celular del glutatidn., que puede inducir un estado
oxidativo importante (7, 8). Se ha demostrado tam-
bién que la sintesis de ATP se mantiene u lo largo del
proceso apoptotico. ya que se han detectado niveles
basales de dicha molécula en mitocondrias aisladas
de células que han iniciado e] proceso de muerte

e 2310 H
apoptdtica. y esto se ha relac:onado con la produc-
cién de ERO en fases criticas de dicho proceso. Esto
refuerza la idea de que la manutencién de un estado
energético de la célula cercano a la normalidad es
crucial para mantener el proceso de muerte apopté-
tica (7. 8).

Otro evento importante durante un episodio de
tensién oxidativa es la alteracién en la homeostasis de
calcio intracelular. particularmente por modificacio-
nes en las condiciones idnicas en los organelos que
secuestran este catién. La tensidn oxidativa afecta la
homeostasis de calcio a diferentes niveles. Por un
lado. las ERO pueden alterar canales ¥y receptores
relacionados con el movimiento de Ca**, como pue-
den ser los receptores al inositol 1.4, 5-trifosfato o
IP,y receptores a diferentes neurotransmisores. Esto
se ha demostrado en células de corazén y rifién, asf
como en modelos de isquemia cerebral. Se ha des-
crito que el receptor a IP, es susceptible a oxidacidn
y que cuando esto ocurre se modifica el sitio de unién
al ligando. impidiendo de esta forma una via impor-
tante de sefializacion celular y llevando por lo tanto a
alteraciones en la regulacién de los niveles de calcio
intracelular (7). Se ha demostrado que en el sistema
limbico ocurre un dafio inducido por oxidacién a los
autorrcceptores de diferentes neurotransmisores, par-
ticularmente receptores a glutamato, lo que afecta de
manera importante la comunicacidn sindptica en esta
region del cerebro (9). Por otro lado, las ERO pue-
den inducir una liberaciéon masiva de calcio de pozas
intracelulares como la mitocondria y los reticulos
endoplismico y sarcoplismico. en parte por un in-
cremento en la peroxidacion de lipidos membranales
y como consecuencia de un entrecruzamiento protei-
co que desestabiliza la membrana (8). Finalmente, la
ATPasa dependxeme de calcio puede sufrir una inac-
tivacidn por accién directa de los ERO y/o por alte-
raciones membranales donde se localiza el complejo
de sintesis de ATP. lo que puede generar cambios en
las concentraciones de calcio en los diferentes com-
partimentos celulares (7. 8).

Se ha observado también que un desequilibrio en
el calciv intracelular puede generar ERO producien-
do un estado oxidante importante en la célula como
resultado de una despolarizacién de la membrana
mitocondrial. Esta condicién podria inducir la forma-
cién de las llamadas megamitocondrias, que son
mitocondrias que sufren alteraciones en los flujos
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iénicos. en particular de calcio, que han perdido la

apacidad de regularel flujo de iones y agua. lo que
resulta en su hinchamiento, en un desacoplamiento
de los componentes proteicos de la membrana in-
terna, asi como en desajustes energéticos. Cabe
mencionar que estas megamitocondrias son relati-
vamente comunes di.ante eventos de muerte celular
por apoptosis (7).

En varios modcle -zlulares de muerte apoptdética
ocurre una pérdida temporal del potencial de mem-
brana mitocondrial. =sto se ha asociado a la forma-
cién de estructuras i} radas poros de transiciéon mito-
condrial (MPT) formuado entre la membrana interna v
externa de la mitocorndria. Estd constituido por un
poro anionico dependiente de voltaje v el transporta-
dorde nucled -los dr denina situada en la membra-
na interna. v porla- filinu D. la cuatl induce su ac-
tivacion. La activa del MPT estd modulada por
otras protefnas. com. - *ceptores i benzodiazepinas.
hexocinasas. cinasas ce glicerol. cinasas de creatina v
por ia proteina Bax. Se ha propuesto que la forma-
cron del MPT estd - nada con la liberacion del

CLOCTOMO € ¥ UNi su: tente activacion de caspasa-
9. sin embargo est ha podido ser demostrado.
Se ha sugerid » arv 1 que el MPT se mantenga
como compleyo iu. aal se requicre de un estado
oxidativoalto en't - ocondria. s decir. l1a forma-
cidon temporal Jde ¢ por arriba de un umbral que
promueve la formac’ el mantenimiento v la apertu-
radel poro. Alguny  .tudios proponen que el MPT
puede seruna viad - alida de especies reactivas de
oxigeno. particularrrate del O;- formado en la mito-
condria. La formaciorn del poro depende en gran me-
dida de una alteracicén en el calcio intracelular que
conlleva a un desajusie en la permeabilidad de los
flujos de este cation en la membrana mitocondrial in-
terna. Para la formacién del MPT se necesitan. ade-
miis de un incremer.: » de calcio mitocondrial. otras
condiciones especiticas como una reduccién en la
translocacion de nucledtidos de adenina hacia la
mitocondria. altas concentraciones de fostato inorg:i-
nico (Pi) y peroxidos mitocondriales (8). Sin embar-
go. hay algunos modelos de apoptosis en los que no
se forma el poro y si se incrementa la tensién oxidati-
va. lo que sugiere difl.rentes vias de induccién y eje-
cucién de la apoptos

Ademus de las alteraciones iénicas y del aumento
en los niveles de ERC. el incremento en las concen-

traciones citopldsmicas de Ca** puede.traer como
consecuencia una activacién de endonucleasas o pro-
teasas dependientes de calcio, ademads de modifica-
ciones en la sefializacién intracelular lo que, depen-
diendo de la intensidad del estimulo, podria contribuir
a que las células se recuperen o mueran apoptética-
mente (8. 9). En general los sistemas de dafio celu-
lar que involucran tensién 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 reduccién de calcio
intracelular puede acarrear un estado de tensidn
oxidativa. que puede terminar en la muerte celular
con caracteristicas apoptéticas. Esta condiciéon ocu-
rre en algunos modelos de muerte programada du-
rante el desarrollo en la que una privacién de esti-
mulo tréfico representa una sefal para eliminara la
célula (2. 10).

La participacién de las ERO en el proceso apop-
tético se ha sugerido con base en experimentos don-
de la adicién de la SOD u otros antioxidantes mantie-
ne ias células viables por mds tiempo y/o reduce las
posibilidades de que mueran apoptéticamente. El
mecanismo de accién de las ERO en la induceién de
la muerte apoptética no se conoce. pero se ha suge-
rido que la tensién oxidativa podria ser una sefial de
inicio en este proceso. Una hipotesis al respecto. es
que las ERO podrian activar a las caspasas tanto ini-
ciadores como ejecutoras mediante una accién direc-
ta o indirecta por un mecanismo aun no determinado.
En modelos in virro las ERO son capaces de inducir
alteraciones apoptéticas como condensacién nuclear.
fragmentacién del ADN, alteraciones membranales y
la activacion de caspasas. Esto se ha demostrado en
neuronas de la region CA 'l del hipocampo luego de
episodios de isquemia cerebral. asi como en neuronas
privadas de factor tréfico durante el desarrollo, don-
de en ambos casos se incrementan los niveles de ERO
(8). Sin embargo. alin no queda claro si estos eventos
ocurren directamente por accion de los ERO o como
consecuencia de la activacién de proteasas inducidas
durante la muerte celular. A pesar de las evidencias
que relacionan a la tensién oxidativa con la muerte
apoptética, la formacién de ERO y que los tratamien-
tos con antioxidantes inhiben la actividad de las cas-
pasas y de la muerte, no se conocen los mecanismos
que involucran a las EROen el proceso general de
muerte celular.
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APOPTOSIS DURANTE EL DESARROLLO

NEURONAL S
Estd descrito que en etapas tempranas del desarrollo

del sistema nervioso. las influencias pre y postsindp- ..

ticas juegan un papel determinante para la diferencia-
cidén y el establecimiento de los circuitos neuronales
que conformardn el sistema nervioso. Durante las pri-
meras etapas del desarrollo del sistema nervioso de
mamiferos casi el 50% de las neuronas muere de
manera programada. Se ha sugerido que esta muerte
representa una estrategia para seleccionar tanto al
nimero de células como a las mejor conectadas para
tener la mejororganizacién funcional del sistema ner-

vioso maduro.

En trabajos realizados en nuestro laboratorio con
ncuronas de cerebelo durante el desarrollo. se ha de-
mostrado que ocurre una muerte con caracteristicas
apopidticas cuando las células se someten a una defi-
ciencia de tfactores tréticos o de estimulacion sindptica
similar a la que ocurre in vivo. Durante la primera
fase de esie proceso de muerte ocurre una disminu-
citén de [a {Cu’], como un evento primario y critico.
La reduccidn de la [Ca*"] conduce. a través de un
mecanismo atin desconocido. a la generacion de un
estado oxidativo imporante. seguido de la transloca-
cién de tostatidilserina (PS) a la ldamina externa de 1a
membrana plasmiitica. de la activacién de caspasas-
8 ¥ 3 y una condensacion de la cromatina que prece-
den a la muente neuronal. Cuando las células son tra-
tadas con SOD. CAT o con otros antioxidantes se
bloquean la translocacion de PS. la activacidon de
caspasas-8 3. v se previene la muerte neuronal. Esto
sugiere que las ERO generadas luego de una dismi-
nucién de la [Ca*"), pueden disparar el programa de
muerte ¥y la cascada de activacion de las caspasas. La
protecciodn a neuronas privadas de factores tréficos v
neurotransmisores durante el desarrollo no parece
ocurrir a través de una restauracién de niveles de

[Ca®*], (10

Se sabe también que una deficiencia del factor de

crecimiento neuronal (NGF) en neuronas simpiiticas
en cultivo genera un incremento de Ia tensidn oxidati-
va y precede 22 una muerte neuronaitl con caracteristi-
cas apoptéticas. La proteccién que dan tratamientos
antioxidantes contra esta muerte neuronal por priva-
cién de NGF es muy clara, y particularmente aque-
llos realizados con secuestradores de ERO (1). Utili-
zando este mismo modelo. se observé una marcada

FALLA DE ORIGEN T

. disminucién en la muerte apoptética de las neuronas

privadas de NGF en ratones carentes de la enzima

*NADPH-oxidasa (2). Todo esto apoya la hipétesis
"que plantea que un incremento en la tensién oxidativa
“es un proceso temprano y esencial en la activacién de

la muerte neuronal por apoptosis asociada a la priva-

. cién de factores tréficos.

ISQUEMIA, HTPOXIA Y MUERTE NEURONAL
La hipoxia e isquemia son condiciones en las que ocu-
rre una alteracién en el suministro de oxigeno y de
glucosa en diferentes tejidos de los organismos, que
en el caso del sistema nervioso generalmente se aso-
cia a traumas v accidentes cerebro-vasculares. En
cerebros isquémicos se presenta una considerable
disminucion energética. particularmente en fosfatos
orginicos. por lo que los niveles de ATP disminuyen
de manera imponante. En respuesta a esto.en un in-
tento por mantener los niveles de ATP en condiciones
Sptimas. se incrementa la glucdlisis. presumiblemente
a través de la desinhibicion de la fosfofructocinasa
(encargada de transtformar la fructosa 6-fosfato en
fructosa 1.6-difosfato durante la glucdlisis), lo que
trae como consecuencia indirecta un incremento en 1a
produccidn de dcido ldctico. El aumento de dcido ldc-
tico induce un incremento en la concentracién de
protones [H*} en la célula ¥ se genera una condicién
de acidosis lidctica. El incremento de la [H*] en las
células afecta la estructura de proteinas. las tasas de
actividad enzimadtica. la reactividad de sustratos y los
mecanismos de transporte a través de membranas
(11). Ademiis. se sabe que esta alteracion energética
en cerebros isquémicos e hipéxicos aumenta la sus-
ceptibilidad a dafio neuronal inducido por dcido glu-
tiamico. ya que durante estos episodios como resulta-
do del incremento de calcio intracelular se da una
mayor liberacién de glutamato. lo que produce muer-
te neuronl que en algunos casos presenta caracteris-

ticas apoptdticas.

Debido a las aiteraciones membranales resultantes
de una caida en la produccion de energia y de la
acidosis lictica, 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 glutamatérgicos tipo NMDA. Por otro lado, las
condiciones de bajo ATP y alto dicido lidctico también
inducen una salida de calcio de la mitocondria, como
resultado de alteraciones membranales y de los cam-
bios en las fuerzas iénicas y de pH que modifican los
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sistemas de homeostasis de dicho catién (11). Du-
rante estos episodios se establece también una con-
dicién transitoria de tensién oxidativa asocianda auna
muerte neuronal tanto necrdética como apoptdética.
Las alteraciones metabdlicas mencionadas inducen
procesos que favorecen un incremento en los niveles
de ERO. Se sabe que segundos después de estable-
cida la isquemia e hipoxia hay una liberacién de dci-
dos grasos, incluyendo al dcido araquidénico. El in-
cremento de estos dcidos grasos puede tener un im-
pacto a diferentes niveles. principalmente desaco-
plando la fosforilacién oxidativa y el transporte de
electrones mitocondriales e induciendo la produc-
cién de ERO. Por otro lado. la formacién de ERO
tambidén se incrementa como resultado de la activi-
dad de ias monooxigenasas ¥ de la autooxidacion
del dcido araquidénico. asi como por un incremento
significativo en la actividad de la enzima xantina
oxidasa (11).

Se ha demostrado en modelos de isquemia tran-
sitoria en ratas que una fraccidn importante de Ia
muerte neuronal presenta caracteristicas apoptoti-
cas. Bajo estas condiciones se sabe que tanto la
actividad como los niveles de ARNm de diversas
caspasas se¢ incrementan significativamente en dife-
rentes regiones cerebrales. Particularmente. en ra-
tas con isquemia se enconird un incremento en el
ARNmMm y laactividad de la caspasa-3 de las neuro-
nas glutamatérgicas del drea CAl del hipocampo
después de 8 horas. En este mismo modelo se en-
contré también un incremento en la actividad de la
caspasa-} en otras dreas del hipocampo después de
24 horas de la oclusién arterial. Tratamientos para-
lelos con inhibidores especificos de la caspasa-3
(DEVD-CHO) y de la caspasa-1 (YVAD-CHO) o
con un inhibidor de amplio espectro de las caspasas
(ZVAD-CHO) resulté en una disminucién significa-
tiva de la muerte neuronal (11). N

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS,
TENSION OXIDATIVA Y APOPTOSIS
—Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una
pérc}ida sustancial y progresiva de Ia memoria y epi-
sodios agudos de demencia, ambos asociadas a una
d_cgencrucién y pérdida paulatina de neuronas. par-
!u-ulurmcm‘e en laregién ifmbica. Se ha descrito un
incremento importante en la peroxidacién de lipidos
de membrana y un gran daiio al ADN por agentes

oxidantes en etapas avanzadas de esta enfermedad
(12). El incremento en la lipoperoxidacién y sus de-
rivados (el 4-HNE y MDA) esta directamente rela-
cionado con la formacién de los nédulos neuro-
fibrilares (NFT) y de las placas seniles (SP), que
son caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer.
Un aspecto interesante de esta enfermedad es que
dos de las enzimas antioxidantes del cerebro. la
SOD y la HO-1, responden de manera activa y con-
junta a estimulos oxidantes. Durante la formacién de
los NFT se ha visto que la HO-1, pero no la HO-2,
incrementa su actividad de manera paralela a la for-
macién de dichas estructuras (6, 8). Esto sugiere
que las alteraciones celulares y tisulares causadas
en parte por la oxidacién inducen la formacién de
NFT y SP. Por otro lado. el péptido B-amiloide.
relacionado con la enfermedad de Alzheimer, es un
candidato para explicar el origen de las ERO en esta
patologia. ya que bajo ciertas condiciones el péptido
puede adquirir un estado de radical libre. En algu-
nos modelos i vitro se ha podido detectar la con-
versién del péptido en un radical libre. el cual induce
un incremento importante en los niveles de H,O. y
de NO-. En un estudio in vitro se encontré que la
induccién de muerte apoptdtica por la privacién de
estimulacién en neuronas cerebelares genera la pro-
duccidn y liberacién de péptido B-amiloide (9). Re-
cientemente se ha descrito la participacién 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 reticulo endopldasmico (15). También se
sabe que la muerte neuronal asociada al incremento
en la acumulacidn del péptido 3-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 apopté-
tica, dependiente de. caspasas y ademads que esta
asociada’a unincremento en la tensién oxidativa.

—Esclerosis lateral amiotréfica

La esclerosis lateral amiotréfica es una enfermedad
neurodegenerativa dependiente de la edad que se
caracteriza por una degeneracién de neuronas de la
corteza motora, del tallo cerebral y de la médula
espinal. Su clitnax sintomiitico se presenta en Ja mi-
tad de la vida del paciente, presentindose paulati-
namente una parilisis motora parcial o total y termi-
nando con la muerte del individuo. A escala celular
se ha encontrado que en las células afectadas se
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observa un hinchamiento de los organelos y un dafio’
mitocondrial severo que incluye vacuolizacién y pér-
dida de la permeabilidad mitocondrial asociada a un
incremento anormal en la [Ca®*], y a la muerte de las
neuronas como evento final. Estudios gendticos de-"
finieron que el /locus de la esclerosis lateral amio-
tréfica se encuentra en el cromosoma 21, donde se
encuentra también el gen de ila Cu/Zn SOD, que en
pacientes con esclerosis lateral amiotréfica familiar
estd mutade. Existen evidencias de una relacién en-
tre la esclerosis Jateral amiotréfica y la alteracién de
los sistemas antioxidantes. los cuales no son capa-
ces de convertir ¢} superdoxido producido normal-
mente por la célula. generando una condicién de ten-
sién oxidativa responsable de una serie de dafios
celulares importantes (14). Se ha demostrado tam-
bién una alteracion enr la seftalizacidn de la via del
glutamato en esta patologia. induciendo la forma-
cién de NO* de manera constitutiva. El NO* forma-
do reacciona con el O." para formar ONOO-, lo
que genera alteraciones oxidantes que culminan en
el dafio celular y en unua pérdida importante de necu-
ronas con caracteristicas de muerte apoptdtica v
necrdética., siendo esta Gitinu la mds abundante. Aun-
que se desconoce con detalle los mecanismos in-
volucrados en esta patologia. las evidencias coinci-
den en sefnalar alas ERO como una piezaclave en la
evolucidon de dicha entermedad (11).

=Sindrome de Down

El Sindrome de Down se origina por una trisomia
del cromosoma 21 ¢ involucra una pérdida neuronal
muasiva. Exte Sindrome comparte ciertas caracteris-
ticas citopatoldgicas con la enfermedad de Alzhei-
mer. Al igual que en la enfermedad de Alzheimer.
parte de la muerte celular observada presenta ca-
racteristicas apoptdticas, como la condensacién
de la cromatina y la fragmentacion homogénea del
ADN. Otra parte de la poblacién neuronal que mue-
re muestra signos de muerte necrética (15). El gen
que codifica para la Cu/Zn SOD se encuentra en el
cromosoma 21, por lo que la actividad de dichua en-
zima se encuentra por arriba de los niveles normales
en pacientes con Sindrome de Down. Se sabe que
el incremento en la actividad de Cu/Zn SOD, debi-
da a la trisomia, induce una alteracién del siste-
ma redox de la célula. lo que produce desajustes
oxidantes que puede termniinar en la muerte neuronal.
Estos desajustes son consecuencia de alteraciones
del equilibrio de los componentes enzimadticos de la

FALL“ b

SOD y de la GSHPX, ya que la formacién exacer-
bada de H,O, a partir del O;*por la actividad de la

Cuw/Zn SOD €s muy alta y termina siendo extrema-

‘damente téxico para la célula. Hay evidencias que
“indican que esta condicién oxidativa provoca la pér-

dida neuronal paulatina en pacientes con Sindrome
de Down. En experimentos hechos con neuronas
corticales en cultivo obtenidas de cerebros de pa-
cientes con Sindrome de Down. se demostré que
hay una pobluacién neuronal que muere paulatina-
mente y otra que no lo hace. El tratamiento de estas
neuronas con antioxidantes como N-terbutil-2-sul-
fofenilnitrona (PBN), vitamina E y otros secuestra-
dores de ERO. resulta en una reduccién marcada
de la muerte neuronal, demostrando con estos estu-
dios. la participacién directa de la tensién oxidativa
en la muerte apoptdtica de neuronas de pacientes
con Sindrome de Down. (15).

—Enfernredad de Parkinson

Esta patologia se caracteriza por un deterioro gradual
de neuronas que sintetizan dopamina localizadas en la
sustancia nigra del cerebro. La muerte de una frac-
cidn de las neuronas de la sustancia nigra presenta
caracteristicas apoptéticas, particularmente una con-
densacion y tragmentacién del ADN tanto mitocon-
drial como nuclear. Como resultado de la deficiente
comunicucién dopaminérgica resultante, ocurren se-
veras altcraciones tanto motoras como sensoriales.
Se ha sugerido que la degeneracién del sisterma nigro-
estriatal se origina como resultado de una exposicién
elevada de estas neuronas a algunas ERO y particu-
jarmente al H,O.. Ladesaminacién de la dopaminaa
3.4-dihidroxifenilacetaldehido genera H .O., ademiis
de que la dopamina puede autooxidarse espontinea-
mente formando quinonas, H,O, y "OH (12). Por
otro lado. se ha detectado un incremento anémalo de
hierro en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra de pacientes con la enfermedad de Parkinson,
condicién que favorece la reaccidn de Fenton. la cual
produce radicales hidroxilo a partir de H,O,. Se ha
descrito ademis. una deplecion de GSH en pacientes
con la entfermedad de Parkinson, que se sabe funcio-
na como detensa en contra de las ERO. El incremen-
to de peroxidos asociados a la disminucionde GSH
provoca una pérdida parcial en el transporte de elec-
trones de la cadena respiratoria de alrededordel 70%%
con respecto a sus controles, daiiando particularmen-
te a los complejos mitocondriales II 'y IV de dicha

cadena (9).
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—Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington es otra de las enferme-
dades neurodegenerativas que involucra una pérdida
neuronal. Durante esta enfermedad se dan episodios
de demencia v sobre todo movimientos involuntarios
agudos que estin relacionados al dafio neuronal (15).
Esta enfermedad neurodegenerativa genética es cau-
sada por la acumulacidn de una proteina llamada
huntintina. En condiciones basales la huntintina esta
presente en las células. aunque su furicién es desco-
nocida hasta ahora (15). Gran parte de 1a muerte
neuronal en esta enfermedad se presenta en la regién
neoestriatal. donde las neuronas gabaérgicas espinales
constituyen el 90% de la poblacidn. La excitotoxici-
dad es uno de los eventos mas comunes durante la
muerte neuronal en la enfermedad de Huntington. Se
sabe que durante la enfermedad existen periodos cri-
ticos donde las condiciones excitadoras se incremen-
tan. teniendo como consecuencia el incremento en los
niveles de calcio intracelular v la progresiva muerte
neuronal. Se ha descrito tambign que durante este
pericdo de dafio se incrementan los niveles de NO-
asociado a un estado de tensién oxidativa importante
debido u la formacidn de peroxinitrito y peroxido de
hidrogeno (15). La muerte de neuronas en la enfer-
medad de Huntington tiene tanto caracteristicas ne-
créticus como gpoptdticas. En los dltimos afios se ha
descrito la participacién de caspasas durante estos
eventos. Particularmente se sabe que la caspasa-1
esti estrechamente relacionada con la muerte neuro-
nal en la enfermedad de Huntington. En animales de-
ficientes de la caspasa-1 se encontré una disminucién
en los sintomas de la enfermedad vy en la muerte
neuronal. Se ha propuesto también que la caspasa-3
es capuz de hidrolizar a la huntintina, sin embargo no
se conoce bien cual es el resultado de este procesa-

miento (15).

A pesuar de las evidencias del papel de las ERO en
enfermeduades neurodegenerativas v sus caracteristi-
cas asociadas a la muerte apoptética. no se han des-
crito suficientes modelos de muerte neuronal que re-
lacionen la activacién de caspasas (marcadoras de
apoptosis) y el dafio oxidante en estas patologias.
Soélo algunos trabajos in vitro han establecido una
correlacién entre el estado oxidante y la activacién de
caspasas. sugiriendo que el incremento en la tensién
oxidativa induce la activacién de caspasas (particu-
larmente la caspasa-1 y la caspasa-3) en el modelo
de la enfermedad de Alzheimer y de isquemia e hipo-

Valencia Pérez A y Morin Andrade J

et R .
xia, donde ademaiis se observa un incremento en el

mensajero de la caspasa-3.

CONCLUSIONES

Las especies reactivas de oxigeno pueden constituir
una condicién nociva para la célula induciendo muer-
te y provocar un daiio al organismo. En ia activacién
y posterior desarrollo de algunas patologias del siste-
ma nervioso las ERO juegan un papel importante. En
el caso del Sindrome de Down y la esclerosis lateral
amiotré6fica el establecimiento de la tensién oxidativa
puede ser el resultado de una alteracién de los siste-
mas antioxidantes endégenos. Los tratamientos de
estas patologias con estrategias dirigidas al control y
regulacién de la tensién oxidativa pueden resultar Gti-
les para controlar tanto su génesis como su desarrollo
o en algunos casos para eliminar los efectos secunda-
rios resultantes de la tension oxidativa asociada a la
enfermedad. Para entender estos mecanismos, el es-
tudio de la participacién de la tensién oxidativaen la
muerte celular en casos donde la muerte apoptética
es un evento necesario. también es importante, como
ocurre durante el desarrollo donde la eliminacién de
neuronas es determinante para la formacion y buen
funcionamiento del sistema nervioso.

Aun cuando no se ha podido determinar la rela-
cién entre la formacién de ERO y los mecanismos de
muerte celular, se sabe que durante la apoptosis la
tension oxidativa juega 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 estin involucrados en la muer-
te apoptética, no queda claro si esta condicién oxi-
dante es un disparador de la apoptosis, una conse-
cuencia del programa de muerte o ambas, dependien-
do del estimulo y la condicién fisiolégica de 1a célula
que lo experimenta. Quedan aiin muchas preguntas
por resolver. particularmente en relacién con los me-
canismos que involucran al calcio.alas ERO yalas
moléculas pro y antiapoptéticas.
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2. ANTECEDENTES

Cuando las neuronas granulares sé transfierén de un medio con 25 mM de
KCl a uno con concentraciones de potasm extracelular en el rango fisiologico (5
mM), ocurre una muerte celular de aprommadamente el 50% y el 80% después de
24y 48 h, ' 993: ‘Moran et al., 1999; Schuiz et al.,

respectlvamente (D Mello -et:al.

1998 and 2000; Bobba et a/.,
2000; Gerhardt et al/., 2001;

; tlan e et al.,
ello et al.,

stas‘ neuronas, lo que indica que la

’éVita parcialmente la muerte, lo que

al., 1999, Itoh et al 1999 Schulz et al: 11996)h
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Se sabe que | durante. la muerte apoptotlca de las neuronas en cultivo privadas
de potasno hay una partxcxpacnon lmportante de la mitocondria (Bobba et a/., 1999;
. & amblen se ha propuesto que el anién

poptdtica en este modelo (Atlante et al., 1998;

); Por otro lado, otros trabajos sugieren
n'esta muerte (ltoh et al., 1999; Schuiz
cada una de estas EOR.

e habia propuesto, recientemente se

0,7 Nno ‘pjréviene de la mitocondria, sino de la
natico memb}énal la NADH-oxidasa dependiente de
bn otro modelo, se ha sugerido también que
bas snmpatlcas en cultivo induce muerte neuronal
apoptotlca dEbldO é tres oxldatnvo “generado por la NADPH-oxidasa
(Tammoariello ‘et al.; 2000) Otro grupo demostro que la activacion de este complejo
enzimatico en neuronas cortlcales en cultlvo partnc:pa activamente en la induccion de
la muerte neuronal (Noh et al.. '2000).

Los antec'ede"n"(ébs,' mencionados déspiertan el interés para definir la
participacién y Ios mecanlsmos de:las' EOR en la muerte de estas neuronas, asi
como definir la naturaleza Y las fuentes de estas moléculas en el modelo de muerte

neuronal por pnvacxon de potasno
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3. HIPOTESIS

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

condicion prooxidante en la muerte apoptotlca. ‘se espera que durante la muerte
io 'se desarrolle un episodio de tension

y .no un evento ejecutor del proceso de

muerte apoptotlca Se esp = ra que una _de’ las principales EOR involucradas sea el
anién superdxido y que una de las fuentes de dicha especie sea la NADPH-oxidasa.
En relacion con lo anterior, se espera que el anién superdxido per se induzca muerte

apoptética en las células granulares de cerebelo bajo condiciones control.

4. OBJETIVOS

General
- Determinar la participacion de las especies de oxigeno reactivas en la regulacion e

iniciacién de la muerte apoptética de las neuronas granulares de! cerebelo en cultivo

privadas de potasno extracelular.

Particulares .
- Confirmar que durante la muerte celular de. neuronas en cultivo por la privacion de

potasio extracelular se genera un episodio de tensién oxidativa.

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

proceso de la muerte, regulando la iniciacién del programa apoptotico.

- Conocer las especies de- oxlgeno‘reactlvas generadas y responsables de

|nduccxon de la muerte neuronal




- . Estudiar el origen de las especies de oxigeno reactivas involucradas en el
episodio prooxidante generado durante la muerte de neuronas inducida por la

privacién de potasio extracelular.

s. METODOLOGIA

En esta seccion se mencionan de forma general las técnicas empleadas en el
estudio, las cuales se describen con mas detalle en cada articulo contenido en la

tesis.

5.1. Cultivo de neuronas granulares de cerebelo de rata

E!l cuiltivo de neuronas de cerebelo de rata se realiza de acuerdo a lo descrito
originalmente por Moran y Patel en 1989. Se obtiene una suspension de células
disociadas de neuronas de cerebelo de rata de 7-8 dias posnatales. Las neuronas
se siembran en platos de cultivo a una densidad final de 265 x10° células por mililitro

de medio. Previamente, los platos de cultivo son tratados con poli-L-lisina a una
concentracion de 5-25 pg/ml por 24 h. Después de. 20 h se adiciona citosina

arabxnosa (10 p.M) para prevenlr el creclmlento de celulas‘ no neuronales. El medio
[ 10% (v/V) de suero fetal

S cultivos se mantuvieron
a 37°C en una atmosfera humeda saturada de vapor de agua con CO; al 5% y aire
95%.- por un tlempo de 7-8 DIV hasta su uso. De acuerdo a los analisis de
inmuncmstoqulmlca se sabe que estos cultivos estan constituidos por, al menos,

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

5.2. Incdluccion de muerte celular
Los resultados mostrados en el presente trabajo se obtovieron a partir de dos

protocclos experimentales que inducen muerte celular, la reduccidon de la
concentracidon del potasio extracelular (de 25 mM de KCl a 5 mM de KCI) y la

generacion directa de EOR, los cuales se detallan a continuacion:

9
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5.2.1. Modelo del cambio de medio (de 25 mM de KCla § mM de KCI)

Las neuronas granulares de cerebelo de rata se sembraron en un medio con
25 mMM de KCI (K25) durante 7-8 dias. Después de este tiempo las células fueron
transferidas a un medio idéntico, pero conteniendo concentraciones fisioldgicas de
potasio, 5§ mM de KC! (K5). Esta condicidn induce muerte neuronal con
caracteristicas apoptoéticas después de 24-48 horas (D'Mello et al., 1993; Moran et
al., 1999; Gerhardt et ai., 2001).

5.2.2. Induccion de estrés oxidativo
En este protocolo se induce la produccuon controlada de EOR particulares.

e cultlvaron durante 7-8 DIV en

Las células granulares de cerebelo de .rata
condiciones despolarizantes (KCI 25 mM) péra promover su sobreviencia. A los 7-8
] znmatlcos y fisicos. El perdxido
elulas con glucosa oxidasa y

DIV, las células se trataron con dlStlntOS;SAlS}t mas

de hldrogeno se forma por ia mcuba
/ ho‘ en singulete se forma por la

‘Iummosa (Zhuang et al., 1999).
bacuon simultanea de la enzima

gluc:osa (Iglesnas de la. Cruz e
mcubac:on con Rosa- de Bengal ]
Finalmente, ‘el anion superoxudo se form :

xantina oxidasa con xantina en presencn e ‘atél‘asya para degradar el peroxido de
hidrégeno formado junto con el amon superoxldo Englert y Shacter, 2002; Lacy, et

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

5.3. Viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad o sobrev
Una de ellas se basa en la transforrﬁ c 4n del MTT [3-(4,5 dimetiltiazoil-2-il)-2,5
difenil tetrazolio] por la actividad mlto orid_la> a.un compuesto colorido e insoluble, el
azul de formazan. El azul jf dé 5 formazan generado se cuantifica

espectrofotometrlcamente utlllzando un solvente organico para su extraccion. Esta

eIUIar se aplicaron varias técnicas.

técnica se ha utlllzado ampllamente para medxr la viabilidad celular en muchos
modelos; |ncluxdas las neuronas granulares de cerebelo en cultivo, donde se ha
encontrado una alta correlac:on entre la transformacion del MTT y el contenido de




ADN y proteina,. asi:como -otros .. marcadores de viabilidad celular que se

mencionaran mas adelante.
‘conel fin de confirmar los resultados obtenidos con la

plearon otras técnicas como la basada en el uso del

En este’ estudn ]

transformacion’ de ‘MTT

FDA). Esta“ ‘molécula entra a las neuronas y soélo las
an'el FDA en_ fluoresceina, la cual se detecta con un
Esta tecmca se complementa con la tincion con

loduro de propldlo (&4 1= ntegra:al ApN de las células que- han perdido la
= “resultado de un proceso de muerte

diacetato de "fl;]bfes'c'

neuronas viables transfo

necrotlca. , T :
En este trabajo encontramos una correlacion del 95% entre técnica del MTT y
losﬂresultados de viabilidad se obtuvieron

la de FDA/PI, porlo que-ia maydria de
empleando la técnica de la transformacuon de MTT.

5.4. Condensacion nuclear
La morfologia de los nucleos se evaluo incubando las células con el

compuesto fluorescente Hoechst, el cual se une al ADN. Los nlcleos brillantes,
encogidos y en ocasiones fragmentados fueron considerados como ndcleos

apoptoticos.

5.5. Ensayos tipo Western Blot
Las proteinas 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

UEmioluminiscencia
ora de lisis para romper las membranas

bandas se vieron utilizando un sistem d

Utilizando una solucion amo
celulares. segunda por una centnfugacxon de los homogeneizados celulares (1500
rpm x 10.min aro el cxtosol (fase soluble) y un fraccion celular que contiene la
membrana pla matlca ‘(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,




anti-p22-phox, anti-p47-phox y anti-p67-phox de origen humano que cruzan con las
subunidades de rata. (Santa Cruz= Célffg'rnia; USA). .

5.6. Calcio intracelular

La mediciéon del calcno
FURA 2-AM en una carnara de perfusmn
epifluorescencia con ayuda de un anallzad
Se eligieron 20 neuronas por ;cam;':o.
aceite para fluorescencia con una apertura numeérica de 1.4.

realizé  en ceélulas Unicas utilizando
e ‘observaron por microscopia de
e'imagenes acoplado al microscopio.
6 uniobjetivo de 40x de inmersién en

lntracelular Se

5.7. Actividad de caspasas

La actividad de caspasas se detect med:ante un método fluorogénico basado

en la aparicion de fluorescencna por lairuptura de .un sustrato acoplado a metil-

cuomarina. Estos sustratos. generalmente tle en un'a secuencia de cuatro residuos
de aminoacidos que definen la especnfcndad ‘para las diferentes caspasas. La
actividad de las caspasas se mide indirectamente como la produccion de
fluorescencia generada por el fragmento procesado unido a !a cuomarina

fluorescente.

5.8. Deteccién de EOR citosdlicos y mitocondriales
Las EOR se detectaron utilizando una técnica fluorescente. Para medir las

EOR formadas en el citosol se utilizdé un fluoréforo sensible a oxidacion derivado de
la fluoresceina llamado diacetato de dicloro-dihidrofiuoresceina (Hz2DCFC). Una vez
que las esterasas celulares rompen ios grupos acetato de la molécula, ésta se
retiene en el citosol y cuando es oxidada por las EOR emite una sefal fluorescente.

Para las EOR mltocondrlales se utnlnzo un fluoroforo sensible a oxidacion derivado de
I HR -123). Después de entrar a la célula

ndria donde se oxida por las EOR y
tados se confirmaron utilizando otro

la rodamina llamado dxhldro damm
este compuesto es séc
emite una senal ‘fluore
compuesto fluorescenté se cloﬁ 'que también es secuestrado por las

mitocondrias, el Mxto tracker red




En ambos casos se utlhzo un- mlcroscoplo de epifluorescencia y un objetivo
para fluorescencia 40x de lnmersnon en acelte con una apertura numerica de 1.4,
Las longitudes de onda de excitacién y emlsuon fqeron de 480 nm y 525 nm para la
H2DCFC y de 485 nm y 530" nm para'la'DHR-’123. Se midié la fluorescencia en

células Unicas en grupos de 20 neuronas por campo para cada condicion.

5.9. Translocacion de fosfatidilserina (PS)
Durante la muerte apoptdtica ia PS se transloca por la accidon de una flipasa

del interior al exterior de la membrana plasmatica. Esta translocacion sirve a los
estos de las células que estan

é deteccion de la PS (Roche),
cual reconoce especificamente

macrofagos para reconocer y fagocitar a los:
muriendo por apoptosis. Se utilizé un estuche'f"p",

que contisne la anexina-V unida a ia fluoresce a

la PS. Esta técnica se realiza en paralelo con la { n de los nucleos con ioduro de

propidio (P!). Las neuronas teniidas con amba "moleculas se descartaron, mientras

que las tenidas Unicamente con la anexina se cons;deraron neuronas en proceso de

muerte apoptdtica.

5.10. Actividad de NADPH-oxidasa .
La actividad de NADPH-oxidasa se.midi6 utilizando la técnica descrita por
‘Las ﬁe'qronas se homogenizaron en un

Shpungin y colaboradores (1989).
amortiguador salino de lisis (KC1'150 mM y'NaCl 150 mM, pH 7.4 suplementado con
MgClz 1 mM, EGTA 1 mM, NaN3 2 mM Y DTT 1 mM) -Las muestras se centrifugaron

a 1500 rpm:por 10 mm,para separar Ia fase celular que contiene la membrana
El: ensayo consnste en detectar a 550 nm Ila

plasmatica de Ia fasepntosollca.
o c lo que ocurre cu ndo la‘enzima se activa. LLa mezcla de

65 mM y KCl 65 mM, pH 7.4
aN3 2 mM y DTT 1 mM) en
5 mM. La reaccion se lleva a
¢sélica de los homogeneizados
inicia con la adicién del NADPH 10
‘superoxido generado por la NADPH-

reduccion del cxtocr

presencia de cntocromo c
cabo a 37°C en presencna de Ia ase m,
celulares , la mezcla de reaccndn‘ La reacc
mM. La reduccién del citocromo ¢ por el ani




oxidasa se lee en el espectrofotometro durante 3.min. Los resultados de la actividad
de la NADPH-oxidasa se: expresan 'como Ia dlferencua en absorbancia por hora por

miligramc de proteina.

5.11. Estadistica :

Los resuitados se anal
de una serie de experimentos:inde,
Fisher. La significancia ufil:iébvada-‘fug‘de P 1<_Q,0‘5.

héliéis de varianza de disefo aleatorio
hdie'nti?#"(ANOVA) seguido de la prueba de
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6.7.

RESULTADOS

“Role of oxidative stress in the apoptotic cell death of cultures cerebellar

granule neurons. Journal of Neuroscience Research. 2001. 64: 284.297."
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Role of Oxidative Stress in the Apoptotic
Cell Death of Cultured Cerebellar

Granule Neurons

Antonio Valencia and Julio Moran™

Department of Neurosciences. Institute of Cell Physiology, National University of Mexico,

Mexico City. Mexico

When cultured 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 or
caspase-9,activities are induced and cells die apoptoti-
cally. CGN death was triggered by a [Ca?™], modification
when [Ca®*], was reduced from 300 nM to 50 nM in a K5
medium. The [CaZ™"], changes 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 cultured in a K5
medium are treated with different antioxidants like scav-
engers of ROS (mannitol, DMSQ) or 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 [Ca®™],. Caspase activation, PS translocation
and chromatin condensation were downstream of ROS
production. In contrast to H,0,, ROS produced by a
xanthine/xanthine oxidase system in CGN cultured in
K25 were able to directly induce caspase-3 activation
and death that resulted sensitive to z-VAD, a caspase
inhibitor. These findings indicate that a reduction in
[Ca®™), triggers CGN death by inducing a generation of
ROS after 3—4 hr, which could play a critical 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. o© 2001 Wiley-Liss, Inc.
Key words: apoptosis; caspases: cerebellar granule
neurons; ROS, antioxidants; calcium

Programmed neuronal death (PND) is a normal
event during the development of the nervous system that
significantly contributes to the shaping of brain (Oppen-
heim, 1990). It has been shown that PND is precisely
controlled by extracellular influences, and it has been
characterized as an active process regulated by an internal
program, which can be blocked by protein and mRINA
synthesis inhibition (Oppenheim. 1990). PND can be

< 2001 Wiley-Liss, Inc.

recognized from other tvpes of cell death by some mor-
phological and biochemical parameters that include nu-
clear condensation, vacuolization of cytoplasm, formation
of phagosomes, loss of mitochondrial funcrion. DNA frag-
mentation into nucleosomal-size fragments, activation of
specific enzymes and proteases, etc. (Martin and Green,
1995; Cohen, 1997; Nardi et al., 1997; Ni et al., 1997;
Morin et al., 1999). Severl studies have been directed to
understand the mechanisms involved in the process of
PNID. A large variety of molecules are involved in this
process by acting as antiapoptotic or proapoptotic ele-
ments like the caspase tamily that plays a key role in PND.
Particularly, caspase-3, which is a protease that participates
in apoptosis in many tissues (Fernandes-Alnemri et al.,
1994; Martin and Green, 1995; Tewari et al.. 1995: Pos-
mantur ec al., 1997), and is constitutively expressed in
neonatal rodent cerebellum (Ni et al., 1997).

In cultured cerebellar granule cells (CGIN), chronic
depolarization by potassium promotes cell survival (Gallo
et al., 1987; Balizs et al., 1988). This effect is observed
only during critical periods of time, i.e., after 5~7 days in
vitro (IDIV), corresponding to the time when CGN re-
ceive presynaptic glutamatergic inputs from mossy tibers
during development in vivo. Also, when CGN cultured in
25 mM [K™ Je (K25) during 6—8 DIV are transferred to a
medium containing 3 mM [K* ], (K5) most cells die after
24—48 hr showing morphological features of apoptosis
(Gallo et al., 1987: ID'Mello et al., 1993, 1997; Yan etal.,
1994; Nardi et al., 1997; Moran et al.,, 1999). It has been
demonstrated that caspase-3 plays a critical role in CGN
death induced by K5 (Morin et al., 1999). Death of CGN
transferred to K5 can be prevented by increasing intracel-
lular Ca*™* levels [Ca>™].. by addition of a Ca?™ ionophore
or by activation of Ca~" -permeable ionotropic glutamate
receptors. On the other hand, death of CGIN chronically
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culrtured in K25 can be clicited by inhibiting their voltage-
gated Ca®”" channels (Kingsbury and Balazs, 1987; Balizs
et al., 1988; Pearson et al.,, 1992; Copani et al.,, 1995;
Morin et al,, 1999). These observations suggest thart K25
enhances CGN survival by augmenting Ca~" influx and
therefore that [Ca®™], is probably the first signal respon-
sible for the survival of CGN (Kingsbury and Balizs, 1987;
Balazs et al., 1988; Morin et al., 1999).

Some studies have found that changes in [Ca?™); are
related to oxidative stress and that reactive oxygen species
(R.OS) constitute another critical elenient in the process of
apoptotic cell death. ROS have been proposed to act as
inductors of necrotic and apoptotic cell death in a variery
of models (Greenlund et al., 1995; Stephen et al., 1998;
Stuart et al., 1998; Keller et al., 1998; Kruman et al.,
1998). In vivo and in vitro studies have shown a marked
increase in ROS levels during apoptotic cell death. Mito-~
chondria seem to play a critical role in this process by
contributing with the generation of ROS, particularly
superoxide anion (Azbill et al., 1997; Atlante et al., 1998;
Green et al., 1998). Cytosolic ROS could also participate
in the mechanism involved in apoptosis, however, partic-
ularly through the NADPH-oxidase activation, it has been
proposed in sympathetic neurons (Tammariello, 2000). In
several preparations, including CGN, antioxidant treat-
ment prevents cell death by using scavengers of hvdroxyl
radicals (like IDMSO or mannitol) or with enzymatic con-
version of superoxide radicals to hydrogen peroxide by
copper/zine or manganese superoxide dismutase (SODD)
addition, among others (Schultz et al., 1996; Adante et al.,
1998: Park et al., 1998).

Intracellular Ca®™* levels play an important role in
cell death. It has been proposed that under conditions of
excessive neuronal stimulation. [Ca® ), homeostasis is al-
tered resulting in a mitochondrial Ca** overload and a
subsequent ROS production and death (Atlante et al.,
1998; Keller et al,, 1998: Stuart et al., 1998). Some im-
mature Neurons, inc]uding CGN, however, require rela-
tively high levels of [Ca®™]; to survive (Kingsbury and
Balazs, 1987: Balizs et al., 1988; johnson et al., 1992:
Pearson et al.. 1992; Copani et al., 1995) and a reduction
of [Ca”*], in CGN induces activation of caspase-3 and
apoptotic cell death (Morin et al., 1999). Thus, although
the exact role of [Ca®™*];, and ROS is unknown it is clear
that apoptosis is an event influenced by these two condi-
tions. Thus, in this study we analyzed the funcrional and
temporal relationship among oxidative stress, change of
[Ca~"]; and caspases activity during the apoptotic death of
CGN induced by K3 to understand the mechanisms in-
volved in this process.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Fetal calf serum and penicillin/streptomycin were from
GIBCO (Grand Island, NY). Poly-t-lysine (mol. wrt
>300,000), trypsin, DNAse and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) were from Sigma (St.
Louis. MO). Reagents for polyacrylamide gel electrophoresis
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(PAGE) were from Bio-Rad (Hercules, CA), and polyvinyli-
dene difluoride (PVIDF) membranes were from Millipore (Bed-
ford, MA). Protein molecular weight markers and annexin V
were from Bochringer (Mannheim, Germany). Andbodies
against caspase-3 were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). Caspase substrates and inhibitors were from Peptides
International (Louisville, KY). Fura-2 acetoxymethyl ester (fura-
2/AM), Hoechst 33258 and Pluronic F-127 were from Molec-
ular Probes (Eugene, OR). Dihydrorhodamine-123 (DHR)) and
2'7’Dicholorodihydrofluorescein diacetate (HL,DCFD), caralase,
SO, mannitol, DMSO, xanthine and xanthine oxidase were
for Sigma.

Cerebellar Granule Neuron Cultures

CGN cultures were prepared as previously described
(Morin and Pacel, 1989). Briefly, cell suspensions dissociated
from 8-day-old rat cerebellum were plated at a density of 265 X
10® cells/em? in plastic dishes previously coated with poly-i-
lysine (5 pg/ml) and over coverslips of 25 X 25 mm. The
culture medium conrained basal Eagle’s medium supplemented
with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum, 2 mM glu-
tamine, 25 mM KCl, 50 U/ml penicillin, and 50 pg/ml strep~
tomycin. This medium is referred in text as K25, The cultures
dishes were incubarted at 37°C in a humidified 5%CO./95% air
atmosphere. Cytosine arabinoside (10 M) was added 20 hr
after seeding. These CGN cultures contained approximately
95% neurons. Cells were maintained for 6—8 days in vitro
{(DIV). In some experiments. CGN were transferred to a serum-
tree medium without cytosine arabinoside containing 5 or
25 miM KClI with or withour the different treatmentss: DMSO
0.1, 0.5, 1 and 1.5%, SOD (Cu/Zn and Mn) 1, 5, 10 and
30 mU/ml, catalase 0.1, 1 and 10 mU/ml, mannitol 10 mM, as
described in Reesules.

Immunoblots

CGN were washed rwice with 37°C phosphate-buffered
saline (PBS), homogenized in lysis buffer [50 mM HEPES;
0.5 mM EDTA: 1% (v/v) NP-40; 0.25% (w/v) SDS; 0.5 mM
EGTA: 150 mM NaCl; 10 mM DTT; 1muM PMSF, 1 mM NaF:
2 pg/ml aprotinin; 1 ug/ml pepstacin; and 5 pg/ml leupeptin],
and centrifuged at 3,000 X g for 10 min at 4°C. Homogenates
(30—100 pg protein per lane) were subjected to SDS-PAGE
(Laenmunli. 1970). The resolved proteins were transferred to
PDVF membranes at 50 mV for overnight. The membranes
were blocked for 3 hr with 5% nonfat dry milk in TPBS (PBS,
0.1% (v/v) Tween 20) and treated with a primary antibody
against caspase~-3 or caspase-7 followed by an alkaline
phosphacase-linked secondary antibody. Bands were visualized
using e¢nhanced chemiluminescence according to the manutac—
turer’s protocol. Polyclonal antibodies against caspase-3 reacts
with caspase-3 and its p17 and p20 subunits and was mised
against the full-length precursor form of caspase-3 of human
origin. Polyclonal antibody against caspase-7 reacts with the
proenzyme and its p25 and p19 subunits and was raised against
the full-length precursor form of caspase-7 of human origin.

[Ca**]); Measurements
CGN [Ca®*]; was quantified using the fluorescent cal-
cium indicator fura-2/AM, as previously described (Itoh et al.,
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1998). Bl'-leﬁy. cells grown on coverslips for 6—-8 DIV were
incubated with 5 WM fura-2/AM and 0.02% Pluronic F-127 for
1 hr in a K25 medium and washed two times. The coverslips
were placed on a perfusion chamber (RC-25, Warner Instru-
ment Corp, CT) and perfused with a K25 or a K5 plus and-
oxidants medium during measurement. Cells were alternatively
illuminated with a Xe arc lamp through 340 nm and 380 nm
excitation filters. Emission fluorescence images (510 nm), ob-
rained with an epiffuorescence inverted microscope (Nikon
Diaphot TMD, Nikon Corporation, Japan) were converted to
digical dara by an image-processing system (BioLase Imaging
System, Newton, MA). The key clements of the fluorescence
Ca®* imaging system were a high numerical aperture UV ob-
Jectives (Nikon UV-F 40X oil immersion and 100X glycerol
immersion, 1.4 and 1.3 NA respecrively), an intensified charge
coupled device camera (c2400-87, Hamamatsu Bridgewater,
NJ) and the BioLase Imaging System running under their FL-2
software. The system allows real-time simultaneous acquisition
of fluorescence measurements h—onn multiple areas of interest
placed on individual cells. [Ca®™], in individual neurons was
calculated from the ratio (IR) of 340 nm to 380 nm excitation
wavelength, using the tollowing formula:

[Ca®* )i = bKAR — Rl (Rmax — R)

where K, is the dissociation constant of fura-2/AM: b is the ratio
of fluorescent signals at 380 nm for Ca®*-free and Ca**-
saturated dye; R, is IR in the absence of external Ca®™*; R
is I in saturating [Ca®"];,. These parameters were determined by
in vitro calibration using EGTA and ionomycin.

Cell Viability

Cell viability was estimated by MTT assay at 12-48 hr
atter transterring cells to K53 medium. MTT (0.1 mg/ml) was
added to the CGN and incubated for 15 min acr 37°C. After
removal of medium containing the remaining MTT, 100%
DMSO was added to the dishes. After incubation for 15 min at
room temperature in darkness. formazan blue formed trom
MTT was quantified spectroscopically ar 560 nm excitation
wavelength, As previously shown (Balazs et al., 1990; Morin et
al., 1999), there was a very good correspondence between the
capacity of cultures to form formazan blue and the protein and
DNA content and the proportion of neurons chat appeared
intact by phase-contrast microscopy.

Cell viability was also assessed by evaluating the capability
of CGN ro diesterify and to retain fluorescein diacetate (FIDA) in
their cytoplasm. Cells were washed rtwice, incubated with
5 pg/ml of FDA in culture medium for 20 min ac 37°C and
then cells were washed and mounted in perfusion chamber for
analysis by epifiuorescence microscopy using an excitation and
emission wavelengech of 485 and 520 nm. respecrively. Pro-
pidium iodide (PI) was used to identity dead neurons. Cells were
incubarted with 10 M Pl for 20 min at 37°C and then cells
were analyzed with an epifluorescence microscope using a flu-

orescence tilter with an excitation of 450 nm and emission of

510 nm.

Nucl Cond ion D ion by Hoechst Dye

Cells plated on covershps ac a densicy of 265 X 10%
cells/cm® were cultured in a K25 medium for 6—8 DIV and
then switched to 2 K5 medium plus antoxidants. After 24 hr,
cells were fixed in 4% fresh paraformaldehyde at 4°C for 30 min,
then incubated with 0.01% Hoechst 33258 in PBS for 10 min
and mounted with methanol-glycerol 1:1 v/v. Cultures were
examined with an UV objective (100X glycerol immersion,
1.3 NA) in an epifluorescence microscope (Nikon, UV BA-2
filter and a barrier filter of 520 nm using a 340 nm excitation and
460 nm emission wavelengths).

Caspase Activity

After 4=24 hr transterring ro K5, CGN were washed with
PBS and homogenized in lysis buffer, diluted 1:1 (v/v) with
glycerol and stored ar £70°C. Caspase acrtivides were assayed by
a fluorometric method (Thornberry, 1994) with a luminescence
spectrometer (Spectronic Instruments, SLM Aminco-Bowman,
Rochester, NY), using diffcrent substrates for cach caspase.
Ac-DEVD-AMC was used as substrate to detect caspase-3 ac~
dvity, Ac-YVAD-AMC for caspase-1, Ac- IETD-AMC for
caspase-8 and Ac-LEHD-AMCOC for caspase-9. Activities were
followed for 15-20 min after addition of substrate (25 M) and
cell homogenate (60—90 pg/ml) in a standard solution [100 mM
HEPES; 10% (w/v) sucrose; 0.1% (w/v) CHAPS: 10 mM IDTT;
1 mM EDTA; 1 mM PMSF: 1 mM NaF; 2 pg/ml aprotinin;
1 pg/ml pepstating and 5 pg/ml leupeptin]. Results are ex-
pressed as YVAD, DEVD, I[ETD and LEHD cleaved as change
in fluorescence intensicy/hr/mg protein.

Measurements of Mitochondrial and Cytosolic ROS
Formation

Cells plated on coverslips were cultured in a K25 medium
for 6~8 DIV and then incubated for 30 min with 10 pg/ml
DHR-123; this non-fluorescent dye is sequestered by mito-
chondrion. oxidized and converted into a fluorescent com-
pound. For cytosolic ROS formation, cells were incubated for
30 min with 10 pg/ml of H.DCFD; this non-tiuorescent dye is
deacetylated in the cytoplasm by stearates and converted into a
fluorescent compound by oxidation. After incubation. cells
were washed with Locke’s medium (1.8 muiM CaCl,, .8 mM
MgCly, 0.8 mM Na.HPO,, 5.5 mM glucose, 10 mM HEPES,
3 miM NaHCO,;, 120 mM NaCl and 25 mM KCJ), and the
coverslips were mounted in a perfusion chamber (Warner In-
struments, Mod. RC-25, Hamden, CT). Fluorescence was de-
tected spectrofluorometrically (SLM-AMNICOR., IR ochester,
NY) at a 488 nm excitation and 530 nm emission wavelengths
for DHIR-123; and at a 480 nm excitation and 330 nm excita-
tion wavelengths for H-IDCFD. In all cases, cells were exposed
only tor 30 sec to UV light using different samples at the
indicated times after K5 wearment. Each sample was compared
with control culture (K25) exposed in parallel to UV light. To
discount fluorescence generated by UV photo-oxidation. the
delra of fluorescence obrained in the 30 sec period in K25 cells
was subrtracted from the fluorescence obuined in the experi-
mentl sample measured at the same time. Therefore, differenc
samples from the same culture were used to cover the whole
period of time indicated in the figures. The delta of luorescence
in K25 (i.e.. fluorescence generated by UV photo-oxidation)
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was always negligible as compared with the fluorescence gen-
erated in the K5 samples. In other experiments, cells were
incubated with dye after 1—8 hr of medium change from K25 to
K5 medium and then fluorescence was measured as detailed
above. Individual neurons were analyzed using an image-
processing system (BioLase Imaging System, Newton, MA).
The key elements of the fluorescence imaging system were the
same as described for Ca®™" measurement.

Translocation of Phosphatidylserine (PS)

Cells were plated on coverslips at density to 265 X 10
cells/cm?® and incubated for 68 DIV. At this time, cultures
were incubated in a K5 serum-free medium plus andoxidants.
After medium change, cells were washed with PBS ac the
indicated times (1—8 hr), and then incubated for 15 min with
Annexin V-FITC. Cells were washed with PBS and mounted
with methanol-glycerol 1:1 v/v. Preparations were observed
under epifluorescence microscopy using a rhodamine filter
(Mardn et al.. 1995). The fluorescence imaging system was the
same as described for Ca®™ measurement. Results are expressed
as arbitrary units of luorescence intensity (20 neurons by field).

Statistical Analysis

Data were expressed as means = SDS, and sradstical
significance of the results was determined by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Fisher's test post-hoc, with
stacistical significance sec at P > 0.05.

RESULTS

Antioxidants Promote Cell Survival of CGN in K5
Medium

In agreement with previous reports (D'Mello et al.,
1997; Ishitani et al., 1997; Nardi et al., 1997; Villalba ec al.,
1997), when CGN cultured in K25 for 8 days were
transterred to K5, more than 45 and 80% CGN died after
24 and 48 hr, respectively, as measured by MTT wransfor-
mation (Fig. 1A). These results were similar to those
obtained using FDDA to label living cells (82.8 = 8.9% of
FDA positive cells after 12 hr; 48.6 == 5.2% after 24 hr; and
32.8 = 3.1 after 48 hr). Cell viability measured 24 hr after
transterring cells to K5, was unaffected if CGN were
returned to a K25 medium within the first 3 hr (Fig. 1B).
After 4+ hr of K25 replacement, less than half of the
population could be rescued and after 6—8 hr of K25
replacement all cells died (Fig. 1B). Thus, under these
conditions, CGN are committed to die after 4 hr of K5
treatment. Also, these observations were supported by the
morphological appearance of CGN when analyzed by
phase contrast microscopy (Fig. 2A.,B). In line with pre-
vious studies, the observed CGN death induced by K5
showed characteristics of apoptosis as evidenced by the
nuclear condensation in K5 cells stained with Hoechst
after 24 hr (Fig. 2E,F) and the translocation of phospha-
tidylserine in K5 cells labeled with annexin V (Fig. 3A).
The translocation of phosphatidylserine (PS) showed an
increase after 3 hr of transferring CGN from K25 to K5
media, reaching a maximal at S hr, when it remained
without change for the following 6 hr (Fig. 3A).
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Fig. 1. Time course of CGN death induced by low [K™].. Cells were
switched from 25 mM KCI to a 5 mM KCl medium and cell survival
was estimated as MTT rransformation. A: Time course of CGN
survival after change to K5 medium. B: CGN survival measured 24 hr
after switching to a K5 medium and then returned to K25 medium ac
the indicated times. Note thac after 4 hr in a K3 miedium CGN cannot
be rescued by K25, Data are mean = SEM of 9 independent experi-
ments. *Significandy different from control (time = 0) (P < 0.05).

Several antioxidants that act through different mech-
anisms, were tested on CGN death induced by K5 after
24 hr. In agreement with previous studies (Aubay et al.,
1996; Schulz et al., 1996), it was found that the antioxi-
dant enzymes Cu/Zn SOD (1-30 mU/ml) and caralase
(0.1-10 mU/ml) were able to protect from cell death by
about 75% and 56%, respectively, when added simulea-
neously to the change of medium (Fig. 2C,D). Chromatin
condensation was also markedly decreased in cells
switched to K5 plus the antioxidant enzymes as evidenced
by nuclear staining with Hoechst (Fig. 2G,H). The mito-
chondrial form of SOD, MnSOD used at 10 mU/ml was
also very efficient by inhibiting CGN death around 60%
(not shown). Other antioxidants acting as scavengers of
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Fig. 3. Effect of antoxidant on phosphatdviserine (PS) translocation
induced by low [K* ], in CGN. CGN were grown by 7 IDIV in a K25
medium, and cells were switched to a K3 medium with or without
annoxidants. PS cranslocation was evaluated as annexin-V binding as
described in Methods and Materials. Az Time course of PS transloca-
cion in CGN cransferred from a K25 medium to a K3 medium; B: PS
translocation in CGN maintained 8 hr in a K53 medium plus 10 mU/ml
Cu - ZnSOD (SOD). 1| mU/ml catalase (CAT) or 1.0% DMSO. Values
are means = SEM of determinations from a total of at lease 30 cells from
A independent experiments. Significanty different from *control
(K25 or time = 0) and **K5 (P << 0.03).

hydroxyl radicals, peroxynitrites and peroxides like
DMSO (196) or mannitol (10 mM) (not shown) also
significantdy inhibited cell death by 40-50%. Glutathione
(5—10 mM) protected from cell death only marginally and
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other antioxidants like a-tocopherol (50 mU/ml) or
Ne-acetyl cysteine (0.1—1.0 mM) did not exert any effect
on CGN survival (not shown).

All antioxidants tested, including Cu/Zn and Mn-
SQD, catalase and IDMSO added at the time of media
change, prevented the phosphatidylserine translocation
(Fig. 3B). These results suggested that ROS production is
an event occurring earlier than PS translocation during cell
death of CGN.

Antioxidants Suppress ROS Formation Induced by
K5 act Different Times

When cells are changed from a K25 medium to a K5
medium both c¢ytosolic and mitochondrial ROS are
formed at three different times after switching (Fig. ).
Around 5—6 min after transferring CGN to a K5 medium
a rise in cytosolic ROS is detected as DCF-fluorescence
(Fig. 4A). Similarly, a significant increase in mitochondrial
ROS, detected as DHR-123 fluorescence, is observed
after 40 min of transferring cells to K5 medium (Fig. 4B).
A late increase of both cytosolic and mitochondrial ROS
is also observed after 3 hr, which reached a maximum after
4 hr of medium change (Fig. 4C.1D2). When CGN
switched to a K5 medium were simultaneously treated
with Cu/ZnSOD (10 mU/ml), catalase (1 mU/ml) or
IDMSO (1%) both the early and late peaks of cyrosolic and
mitochondrial ROS were completely suppressed (Fig. 4).

To elucidate which of the observed ROS produced
are involved in the process of PIND of CGN, we switched
cells to a KS medium followed by addition of antioxidants
like Cu/ZnSO1), catalase or IDMSQO at different times (O,
2 and 5 hr) of switching (Fig. 3). Under these conditions
we found that all antioxidants were equally efficient in
protecting CGN from death when added simulaancously
(0 hr), after 30 min (not shown) or 2 hr after medium
change. In contrast, when antioxidants were added to
cultures atter 5 hr of switching to K5 none of these agents
were able to rescue cells from death (Fig. 3). Thus sug-
gesting that only the late ROS peak (after 3—< hr) may
play a direct role in the process of cell death.

Intracellular Calcium Levels Are Not Modified by
K5 and Antioxidants Treatment

As we previously showed (Morin ctal., 1999), when
CGN maintined in a K25 medium are transferred to a K5
medium, [Ca>"]; is immediately reduced from about
280 nM to 50 nM (Morin et al., 1999) (Fig. 6A). This
reduction of [Ca>*}; is kept constant (around 50 nM) in all
the neurons evaluated during the first 4 hr after the K3
trearment (Fig. 6D, insert). After 24—48 hr a fraction of
the cells in K35 still showed the observed low levels of

Figz. 2. Effect of ancioxidants on the morphology of CGN switched to a K5 medium. CGN were grown by 7 DIV in a K25 medium, switched
to a4 K5 medium and after 24 hr were observed by phase contrast (A-D) or tixed. incubated with Hoechst dye and observed in a fluorescence
aucroscope (E—H). AE: CGN switched to a K25 medium (control). B.F: CGN switched to a K3 medium after 24 hr. C.G: CGN switched to
4 K3 medium plus Cu/ZaSOD (10 mU/ml) for 24 hr. IDH: CGN switched to a K5 medium plus catalase (1 mU/ml) for 24 hr. (A-DD) Scale

bar = 530 pm (A-1D); scale bar = 20 pm (E-H).
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Fig. 5. Effect of antioxidants on CGN death induced by low [K™]..
CGN were grown for 7 DIV in a K25 medium, switched to a K5
medium added with 10 mU/ml Cu/ZasSOD (A) 1| mU/ml cacealase:
(B) or 1.0% dimechyl sulfoxide: (C) after 0, 2 hr or 5 hr of medium
change and viability was mieasured as MTT emansformation after 24 hr.
Bars are means * SEM of nine ind d Significantly
different from *K235 and **K35 (P < 0.05).

exper

[Ca®™* .. In contrast, a sccond population of cells exhibited
variable increased [Ca®™*]; levels probably corresponding
to cells thar are close to dying (not shown). The presence
of 1 mU/ml caralase, 10 mU/ml Cu/ZnSOD or 1.0%
DDMSO in the K5 medium did not modify the mentioned
reducrion in [Ca®™*]; (Fig. GB—D) Four hours after the
change to K5 medium [Ca> *], none of the tested antioxi-
dants exerted a significant changc on the observed [CaZ™];
(Fig. 6D, insert). Thus, [Ca®™]; do not seem to be directly
related to the late ROS peaks observed around 4 hr after
switching and the effect of antioxidants _Seems not to be
mediated through a modification in [Ca®™],.
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Antioxidants Inhibit the Activity of Caspases
Activated by KS

Caspase activity was measured using substrates like
DEVD-AMC for caspase-3; IETD-AMC for caspase-8
and LEDH-AMC for caspase-9. We demonstrated for the
first time that CGN transferred to K5 show a significant
increase of caspase-8 activity, which peaked after 6—8 hr
(Fig. 7A). Cell death induced by K5 was partially pre-
vented (about 40%, after 36 hr) in the presence of the
caspase-8 inhibitor IETD-CHO at 300 oM. On the other
hand, as others (Shultz et al., 1996; Atlante et al., 1998)
and we (Morin et al., 1999) have shown, DEVD-AMC
cleavage was markedly increased in cells changed to a K5
medium (Fig. 8A). DEVD cleavage reached a maximum
after 8~9 hr showing a marked decrease after 12 hr (Fig.
8A). This activation was markedly higher (about 10 times)
than that observed for caspase-8 (about 2 times). As
DEVD can be cleaved by caspase-3 and caspase-7, we
confirmed by Western blot analysis the processing of
caspase-3 in cells switched to K5 (Fig. 8C). This result,
however, does not rule out the possibility that caspase-7
could be also involved in the observed DEVD cleavage.
Two other caspases were also measured in cells transferred
to K5 medium: caspase-1 (measured as YAVD cleavage)
(not shown) and caspase-9 (measured as LEHD cleavage)
(Fig. 7A). None of these caspases showed any activation by
K5 at the times measured (2—24 hr).

Caspase-8 activity, induced by K5 was completely
abolished by SOID, DMSO and catalase (Fig. 7B). SOD
creatment even reduced the basal activity observed in K25
cells (Fig. 7B). Similarly, DEVD cleavage induced by K5
was also markedly inhibited by the action of all antioxi-
dants tested, although in contrast to caspase-8, inhibition
was not complete (Fig. 8B). SOD at 10 mU/ml reduced
by 82% the DEVD cleavage, whereas catalase and DMSO
also partially inhibited DEVD cleavage by 73% (Fig. 8B).
In all cases, the addition of the antioxidants at 30, 60, 90
(not shown) and 120 min (Fig. 8B) after switching did not
modify the effect of the tested antioxidants. Although the
antioxidants were very efficient in inhibiting the activicy
of caspase-3, the processing of the proenzymes of both
caspases was inhibited only marginally. Figure 8C shows
that the processing of the caspase-3 proenzyme was par-
tially inhibited in K5 cells treated with SOD and catalase,

but not DMSO.

Oxidative Stress Induces CGN Death and Caspase-
3 Activation

To study the effect of oxidative stress in CGN main-
tained in K25 (i.e., high levels of [Ca *1) we measured
CGN survival and DEVD-cleavage in cells treated with
H,O5 or xanthine/xanthine oxidase (XA/XO), rwo con-
ditions known to induce ROS. Figure 9A shows that both
conditions lead to CGN death, although H.Os treatment
induces a 50% cell death after 1.5 hr and XA/XO after
5 hr. Interestingly, in contrast to H,QOa,, treatment with
XA/XO increased caspase-3 activity after 2 hr (Fig. 9B).

3-8



[ Valencia and Morin

a
CAT
3oo 300 |
250 250
g 200 200
£
£ 150 150
o~
-4
£ 400 100
s0 50
o ]
(/] 1 2 3 4 s 6 [} 1 2 3 4 s 6
Time (min) Time (Min)
c d
4 h after medium change
DMSO
300 300
250 250
= 200 200
£
I~ 150 150
o~
o
2 400 100
s0 50 -
1] T T T —r T « 0 T T T T T ]
[}] 1 2 3 4 s 6 ] 1 2 3 4 5 [

Time (min) Time (mMin)
Fig. 6. Effect of antioxidants on [Ca?*], in CGN switched to low  Insee: [Ca®*}]; in CGN mainuined in low [K*], for 4 hr in che
JK7l.. CGN were preloaded with tura-2/AM in a K23 medium, pr of antioxid at che same concentracions as above. *Signif-
perfused with 4 K25 medium for 20 min and then wansterred to a K3 icancly different from K25 (P << 0.05). In all cases, values are means =
medium (min 1) in the presence of andtoxidantss. A: Control; B: 1 SEM of determinacions from at least 20 neurons from four independent
mU/ml caralase: C: 10 mU/mi Cu/ZnSOD (SOD); D: 1.0% IDMSO. experiments.

3|-q




A

Caspase acivity (A fuorescencamimg prot)

—e—

o 2 - (] L 10 12 147 18 18 20 22 24

IETD-cleavage {4 Nuorescancetimg prot)

CAY

w25 -

xs

Fig. 7. Effect of antioxidants on caspases activity induced by low (K™,
in CGN. Cells were grown by 7 DIV in a K23 medium and then

switched to a K3 medium during 0=24 hr (A), or 8 hr (B). and cell
homogenates were processed for IETID-AMC or LEHID-AMC cleav-
age by a Huorometric procedure, as deailed in Methods. A: Time

coune of ac-lETD-AMC or LEHID-AMC cleavage. Values are
means = SEM of 4 independent experiments. 13: Effect of antioxidanes
on IETD-AMC cleavage induced by low [K*],. after 7 hr. 1.0%
DMSO, 10 mU/mil Cu/ZnSOID (SOD) or 1 mU/ml caralase (CAT)
were added to CGN simulaancously to K5. Scale bars = means = SEM
of six independent experiments. Significantly different from *K23 and
K5 (P < 0.05).

The participation of caspases in the CGN deach
induced by XA/XO was further supported by the ob-
served inhibitory effect of a general blocker of caspases
activity on CGN death (Table ). When cultures were
treated with 150 WM z-VAD. CGN death induced by
XA/XO was significantly decreased by 50%. In contrase,
cell death induced by HaO, was unaffected by treatment
with the caspase inhibitor (Table I).

Oxidative Stress and Cerebellar Granule Cells Deacth

DISCUSSION

Caspases have been shown to play a key role in
apoptotic cell death (Chen eral., 1998; Ni et al. 1998) and
among them caspase-3 is the most prominently involved
in apoptosis in neural tissues (Martin and Green, 1995;
Cohen etal., 1997). On the other hand. [Ca®™); and ROS
have been suggested to play a central role in the initiarion
and execution of neuronal apoptosis (Johnson et al., 1992;
Pearson et al.,, 1992; Copani et al.,, 1995; Atlante et al.,
1998; Keller et al., 1998; Krohn et al., 1998; Morin, et al.,
1999). In this study we analyzed the role of oxidative stress
and its relationship to [Ca=™" ], and caspase activation in
neuronal apoptotic cell death using CGN apoptotic death
as a model of study. When CGN grown in a medium
containing 25 mM KCI are transferred to a 5 mM KCl
medium, cells die with characteristics of apoprtosis, includ-~
ing nuclear condensation, IDNA fragmentation, etc.
(D'Mello et al., 1993, Yan et al., 1994; Schulz et al., 1996;
Nardi et al., 1997; Moran ¢t al., 1999). In this study we
also confirm that K5 activate caspase-3 and we demon-
strated that this condition also induces caspase-8 activa-
tion.

Here, we confirmed previous observations that
ROS, like superoxide anion, play a key role in apoptosis of’
CGN. We found that a variety of antioxidants are able to
inhibit the CGN death process. Among the antioxidants
tested, SOD was the most efficient followed by cartalase
and DMSO. Glutathione had only a marginal effect. SOD
is known to metabolize superoxide anion, catalase re-
moves peroxides and mannitol, DMSO and glutachione
act as scavengers of hydroxyl anion, peroxynitrites and
peroxides. Glurathione, in addition, participates in the
reaction of removal of peroxides by glutathione peroxi-
dase. Some preliminary studies in our laboratory have
demonstrated that CGN loaded with dihydroethidium, a
probe used to preterentially detect superoxide anion (Ishi-
kawa et al., 1999), show a marked fluorescence after 4 hr
of K5 treatment. All these results support the notion that
superoxide anion is one of the main species involved in the
process of CGN death and it is in agreement with other
studies (Greenlund et al., 1995; Patel, 1996; Bisaglia et al.,
2000).
On the other hand, we found that ROS levels mark-
edly increased after changing CGN from K25 to K5 at
different times in different cellular compartments. We
used two fluorophores to detect cytosolic and mitochon-
drial ROS, H.DCFD and DHR-123, respectively. An
early increase in cytoplasmic ROS occurred at around
5—15 min after switching to K5. The source of these ROS
was entirely cytoplasmic as no signal was observed with
DHR-123, A second peak of ROS was detected in mi-
tochondria after 30—40 min. This rise in ROS levels is
coincident in time with an observed activation of SOID
induced by the same experimental conditions (preliminary
results), which further supports the primary formation of
superoxide anion. Finally, in agreement with previous
studies in this and other preparations (Greenlund et al.,
1995; Schulz et al., 1996; Mauson, 1998), a peak of ROS
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age by a fluorametric procedure as detailed in Methods and Materials.
A: Tinme coune of IDEVIJ-AMC cleavage. Values are means = of 6
independent experiments. B: DEVDD-AMC cleavage after 8 hr of

levels was detected after 3—+4 hr in both the cytoplasm and
mitochondria comparumments. Although we cannot rule
out a simultaneous generation of ROS in the two com-
partments, it is possible that one peak could be involved in
the generation of the second one. In this regard, a recent
study demonstrated that neuronal deach induced by NGF
deprivation is dependent on cytosolic ROS production via
NADPH-oxidase activation (Tammariello, 2000). In all
cases, ROS production tends to return to normal levels
after the peak production. This could be due to a cessation
of the initial signal inducing the ROS production simul-
taneously to an acrivation of the endogenous antioxidant
swstems, like SOD. These two events would not be
enough to prevent cell death.

The four peaks of ROS produced in CGN by K5 are
completely inhibited by all antioxidant rested. Interest—
ingly, the abolition by antioxidants of the first two ROS

Caspase-3—» -

CAT

soD

DMSO
K

medium change to K5 plus antioxidanes. Antioxidant were added
simultancously (0) or 2 hir (2) after medium change. (C) Innmunoblot of
caspase-3 of cells treated wich 1.0% DMSO (1), 1 mU/n catalase (C)
or 10 mU/ml Cu/ZnSOID (S) simultancously to the switch to K5, pl7,
cleaved product of 17 kDa. Scale bar = means = SEM of 3 determi-
nations. Significantdy different from *K25 and **K3 (P < 0.05).

peaks (15 and 40 min) did not affect CGN death. whereas
the inhibition of the late cvtosolic and mitochondrial ROS
peaks (3—<4 hr) markedly reduced cell death. Thus, al-
though we cannot rule out a possible influence of the early
R.OS peaks on the generation of the late ROS peaks, we
can state that only the late ROS peaks (3--+ hr) seem to be
critical for the CGN death process. In other models of
neuronal death it has also been proposed that ROS is an
early event in the process of apoptotic cell death (Guo et
al., 1999; Ishikawa et al., 1999; Tammariello et al.. 2000).
In our system., the role of the ROS in the process of CGN
apoptosis is not known. In this regard. our results show
that ROS production is upstream to most of the early
events during apoptosis and raises the possibility thac they
could serve as a signal to the initial phase of the apoptotic
CGN death. This idea is supported by the fact that the
time of appearance of the late ROS peaks corresponds to
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Fig. 9. Effece of H,O, and XA/XO on cell viability and DEVID-
cleavage in CGN. Cells were cultured for 7 DIV in a K25 medium and
then created with H 04 (0.01%) or XA/7XO (100 1M/ 45 mU). After
the indicated times. MTT transformation (A) or DEVD-cleavage (B)
was measured as indicated in Mechods, Data are mean = SEM of three
independent experiments. =" Significandy differenc from control val-
ues (17 < 0.05).

the time when cells are commirtted to die. immediately
before the translocation of phosphatidyiserine and the
activation of two caspases. Also. the cytosolic and mito-
chondrial peaks are only transient and last around 1 hr.
Moreover, the presence of antioxidants blocks phosphati-
dylserine translocation and caspase activity. In this regard,
we were able to induce in a short period of time (1-5 hr)
a significant activation of caspase-3, nuclear condensation
and apoptotic CGN death by increasing ROS in a
xanthine/xanthine-oxidase system, but not H,O,, in cells
maintained in a K25 medium. Thus suggesting that ROS,
particularly superoxide anion, per se could directly induce
some of the early apoprotic events in a Ca” ¥ -independent
manner. The mechanism by which ROS could serve as a
signal is not known, but they could act directly on a large
number of groups of molecules. More recently, it has been
proposed that IROS could also modulate the gene expres-

Oxidative Stress and Cerebellar Granule Cells Death

TABLE 1. Effect of z-VAD on CGN Death Induced by XA/XO
and H,O,"

MTT Transformation (%)

Condition
K25 100.0 = 11.7
H,O0. 20.0 = 3.0%
H,O, + 2-VAD 21.2 = 4.2«
XA/XO 52.5 = 1.5*

73.2 = g~

XA/XO + z-VAD
TGranule cells were cultured in a K25 medium for 7 days in vitro and then
treated with HaOna (0.01%4) or XA/XO (100 pM745 mU) with or withour
z-VAD (150 M), After 3 hr MTT c i d as detailed

ion was esti as
in Methods. Results are mieans =SD of 3 experiments.

*P << 0.05 compared 1o K25, -

] << 13,05 compared to XA/XO,

sion by acting on rtranscription factors in a variery of
families like NF-kB. AP’-1 and AP-2 (for review see
Dalton et al.,, 1999).

It is well known that calcium plays a critical role in
the process of apoptotic cell death of CGN (Kingsbury and
Balazs, 1987; Pearson et al., 1992; Castilho et al., 1999), In
a previous study (Morin et al, 1999) we found that
immature CGN require certmin Ca”™"  levels (about
300 nM) to support cell survival. At this Ca®" level, both
the acrivity and expression of caspase-3 are inhibited.
When [Ca®"]; is below a certain concentration (150 nM),
cell death occurs concomitantly to a high acuvicy of
caspase~3. One question was to know the relationship
between ROS production and [Ca®™),. It is commonly
accepted thar a marked increase in [Ca®™]; can lead to
R.OS production (Chakraborti et al., 1999). In our model,
however, when [Ca®™"], is kept around 300 nM ng ROS
production was detected, bur a reduction of [Ca®™); to
around 50 nM induces a delayed significant ROS increase.
Besides, during ROS production, [Ca®" ], levels are not
changed before. during or posterior to ROS increase.
Therefore ROS production._‘_Particular]y that related to
cell death. is not affecting [Ca™" |; levels. These results then
support the notion that. in our model, ROS generation is
mediated by a cellular mechanism, which is independent
of an increase of [Ca®™]; that remains to be elucidated. On
the other hand, the protective effect of antioxidants ob-
served in this study was not mediated by a modification of’
cytosolic Ca®™ levels. Thus, although Ca*™* levels seem to
be the initial signal that directly or indirectly leads to ROS
production -and cell death, the requirement to induce
CGN death is an increase in ROS levels, regardless of the
[Ca*™ .. As it was already mentioned, this is supported by
the fact that in CGN maintined in 300 nM [Ca®"]j,
apoptotic events and CGN death were directly induced by
increasing IROS with XA/XO trearment.

As others and we have reported, the activity of
caspase-3 is induced by a reduction in [Ca”"]; and both
events could be related to apoptotic cell death of CGN
(Morin et al., 1999). In the present study we found thae all
antioxidants tested inhibited partially both the acrivity and
processing of caspase-3 and that this inhibition was not
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mediated by any alteration in [Ca®"),. The inhibition by
antioxidants of caspase~-3 activity did not correspond in
magnitude to the observed inhibition of its processing.
This suggests that antioxidants could act at different levels
like processing of the proenzyme or the activity. It remains
to be elucidated whether this inhibitory action could also
affect the expression and levels of the mRINA, which is
known to be markedly increased by K5 in CGN (Morin
et al., 1999). Also, on the other hand, an interesting
observation was that although there was a complete inhi-
bition by the antioxidants tested on PPS translocation, ROS
producrion and caspase-8 activity; the effect of these an-
tioxidants was only partial for cell death and caspase-3
activity and processing. One possible explanation for this
resule is that a component ot caspase-3 activation is not
related to oxidative stress. Alternatively, it could be pos-
sible that other initiator caspases besides caspase-8 involved
in caspase-3 activation could be differentially affected by
these antioxidanis,

In conclusion, we have shown that CGN apoptortic
death induced by low potassium involves the activation of
caspase-8 and caspase-3, bur not_caspase-9 or caspase-1.
CGN death is triggered by a [Ca?™*]; reduction, which is
followed by increases in ROS levels. Once [{Ca” "}, reduc-
tion initiates the process of cell death, however, the ROS
production seems to a the critical event independent on
[{Ca®™" ;. The generation of ROS occurred at three differ-
ent times. being those produced after 3—4 hr involved in
the process of cell death. Caspases activation and PS trans-
location were downstream of ROS production. These
findings indicate that ROS play a critical role in the
initiation of the apoptotic process including the activation
of caspases.
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6.2. Participaciéon_de la NADPH-oxidasa en la muerte apoptdtica de neuronas

qranulares de cerebelo privadas de potasio

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

sistema inmune, como neutréfilos y macréfagos. Este complejo esta compuesto por

5 subunidades proteicas, dos membranales (gp81-phox y p22-phox) y tres

citosdlicas (p40-phox, p47-phox y p67-phox). El complejo se activa cuando las
subunidacies citosdlicas, p47-phox y p67-phox, se fosforilan y se translocan a la
membrana uniéndose a las subunidades membranales (Diatchunk et al., 1997;
Fontayne =t al., 2002; Hua et al., 2000). Una vez activa, la enzima genera anion
superdxid - usando electrones del NADPH (cofactor de la enzima) y transfiriéndolo al
dioxigeno. Se ha descrito que el papel de la NADPH-oxidasa en las células del
sistema inmune es generar anidon superdxido como un mecanismo microbicida.
Recientemente se describid la presencia de este complejo en células del sistema
nervioso. =in que se conozca aun su funcién (Hwang et a/., 2002; Shimohama et al.,
2000; Ta:.mariello et al., 2000). En algunos de estos estudios se ha sugerido una
posible participacidn del complejo enzimatico en Ila muerte apoptética de neuronas
privadas ce senales tréficas (Kim et al.,, 2002; Tammariello, et al., 2000). Con la

finalidad == conocer la participacion de la NADPH-oxidasa en la muerte apoptdtica

de las n=zuronas granulares en cuiltivo inducida con la privacion de potasio

extracelutar, se hicieron los siguientes experimentos.

6.2.1. Presencia de los componentes del complejo NADPH-oxidasa

Se evz.u6 por medio de un analisis de Western blot la presencia del complejo de
la NADP:.-oxidasa en las CGC. Para esto se utilizaron anticuerpos dirigidos contra

cuatro de !as cinco subunidades de la enzima. En la figura 6.1 se muestra que las
subunidadzs de la NADPH-oxidasa, gp91-phox, p67-phox, p47-phox y p22-phox,
estan pre: zntes en las neuronas granulares mantenidas en cultivo durante 8 DIV en
potasio € racelular alto (K25). Como se observa en la figura 6.1., algunas de las
subunidases incrementan su expresion con la privacion de potasio (K5). Esto se
puede okservar particularmente en las subunidades gp91-phox y p47-phox después
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de 1-4 h del estimulo de muerte. Las subunidades p22-phox y p67-phox parecen no
modificar su exprésién en respuesta a esta ¢ondicién (figura 6.1). Estos resultados
prueban que el complejo NADPH-oxidasa esta presente en las neuronas granulares
del cerebeio’ en cultivo y que podrian estar modificando sus niveles como resultado

de un estimuio apoptédtico.

K5

K25 1h 2h 3h 4h 5h 6h

ap91-¢ -ox

p67-p. ox

p47-p. ox

p22-p. ox

Figura 6.7 Presencia de las subunidades de la NADPH-oxidasa en CGC en cultivo. Las
CGC se - antuvieron en cultivo por 8 DIV y después se transfirieron a K5 por los tiempos
indicados = se realizd analisis de “western blot” de los homogeneizados.

6.2.2. Ac racion de la NADPH-oxidasa

Para ‘- >nocer si el complejo detectado en estas células se activa como ocurre en
otros mo . =zlos, medimos la actividad de la enzima' en homogeneizados totales de
CGC cre. Jdas en K25 y transferidas a K5 por: dlstlntos tiempos (figura 6.2) (Shpungin
et al., 1€:9). Cuando las neuronas. se transfrle (=] K5 se observé que la enzima
incremen:s su actividad desde la prlmera ‘hora ’lcanzando una actividad maxima de
h ras del “estimulo (de 30.34 en células

alrededo. de 10 veces despues de ci
control, I~.sta 329.909 A abs/h/mg protelna
actividad =gresa a los nlveles dé' Ias celulas control seis horas después de haberse
-6.2). Estos resultados correlacionan estrechamente con

espues de cuatro horas en K5). La

dado el timulo (f’gur 2.
algunos « : los marcadores apoptodticos medidos en esta misma preparacion. Se ha
demostre. ‘> que durante las primeras cuatro horas después de la privacion del
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potasio e..rracelular (K5), se genera la translocac:on de la PS y el pico maximo de
"Esto sugxere que la actividad de la NADPH-

EOR tani> cntosohco como mltocondnal
staria coyntnbuyendo a ‘la formacién de estas EOR y ala
ro: lado la maxima activacién de Ila

oxidasa :. robablemen_t

translocz :idn subseécue

caspasa-’ vy la caspas_af los tleAmpos de la maxima activacion de
la NADP | oxidasa vy, a
antes de la generacion’
actividad J= la NADPH-oxidasa,
involucrac = en la actwacnon de; dxchas caspasas: :

Se ho iescrito: que para que 1a NADF’H-oxudasa se active, se requiere que las
subunidz les cntosollcas (p40 phox p47—phox y p67—phox) se transloquen a la
membrar a formando un complejo conlas subu i ades membranales (gp91-phox y

p22-pho: . Una vez translocadas, las subunldad mencionadas forman el complejo

E lnhlben en presencia de los antioxidantes
oxndatlvo Por consngulente es probable, que la
traves de Ia generacxon del anion superoxido, esté

enzimtico ictivo entre estas subumdades ,
2002). E ' as células transferidas a' K5 ocur Una translocacién de la subunidad
p67-pho. hacia la fase membranal a iprimera hora, que se mantiene

durante 13 siguientes cinco fhora' iUtilizando la misma técnica no

detectan: 35 translocacion de la sub nida ~phox (no se muestra)

Se s res mas tempranos después de que
las CGZ marcada reducciéon de [Ca?']);, que si
no se re: c

muerte z.Joptdtica de. esf'
este‘ce .;4 puede regula

revno (Moran et al., 1999) se demostré que la

2002). F i otro! Iado_ en:
concen::.cion’ extracelular“de potasno‘(5-25 mM) determina de manera indirecta,
perod.: = ma muy precusa y predecnble 1a concentracnon intracelular de calcio en

CGC (. 26. 1).

TESIS CCN
34 FALLA DE ORIGEN




400

350
(23
@ 300 -
=] h
- !
2 T 250 4 :
£ £
a = !
< E 1 *
= = 200,
< - j s
T 150 -
= - |
= ! - *
ki 100 -
<. i ™
i »
50 - £
o - -
o] L ———— N oo . . R S -
25 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)

Efecto del K5 en la actividad de la NADPH-oxidasa en CGC. Las CGC se

Figura . .

mantu* ‘e .1 er cultivo por 8 DIV y después se transfirieron a K5 por los tiempos indicados y
se mid 5 .. actividad de la enzima de acuerdo a lo detallado en Métodos. Promedios + D.E. *
Signifi- ati. amente diferente a K25, P<0.05.
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K25 1h 2h 3h 4h o Sh 6h

p67 ~phox — ==

citosol -~ - - -

P67 - phox ==
mec:. .Drana

Figura '~ 3. Translocacion de la subunidad p67-phox del citosol a la membrana plasmatica.
Las CGC se mantuvieron en cultivo por 8 DIV y después se transfirieron a K§ por los
tiempo~ ‘1dicados y se realizaron analisis de “"western blot” de las fracciones celulares. La
privacic 3 ¢!2 potasio extraceiular en las neuronas en cultivo induce una translocacion de la
subuniva pB7-phox.

[ ] extraceluiar de KCI [Ca]

5 mM 50 nMm
10 mMm 80 nM
15 mM 150 nM
20 mM 230 nM
25 mM 290 nM

Tabla €.1 Correspondencia entre la concentracién extracelular de potasio con la concentracion
intracel.. - de calcio en las CGC. Cuando las CGC se encuentran en distintas concentraciones
extrace!':l::res de potasio, se modifica la apertura de |0s canales de calcio sensibles a voltaje, lo que
trae co: ¢ z_ns2cuencia alteraciones en la concentracion del este cation en la céiula. (Moran, et al.,
1999).

Basados en lo anterior y con el fin de conocer el papel del calcio en la
activa- " 'n de la NADPHindasa se midi6 la actividad de la NADPH-oxidasa en las
neurc 3 cultlvadas en KC! ‘25-mM por 8 DIV y transferidas a un medio con
diferer... : ﬂoncentracuones de potasio (5-20 mM). La figura 6.4 muestra que la
enzima s: activa cuando se reduce la concentracion de potasio de entre 12.5 mM y
15 mN\° figura 6.4).
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Figura 6.... Efecto de la concentracion de potasio extracelular en la actividad de ia NADPH-
oxidasa. .as CGC se mantuvieron en cultivo por 8 DIV y después se transfirieron durante

cuatro hc ‘as a un medio con la concentracién de potasio indicada y se midié la actividad de

la enzim: Promedios + D.E. * Significativamente diferente a K25, P<0.05.

E. interesante mencionar que una concentracién de potasio extracelular

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

precisar ente cuando ocurre la activacion de la caspasa-3 y sus niveles de ARN
muestra 1 un incremento importante (Moran et al.,, 1999). Asi, estos resultados
parecen coincidir con los indicadores apoptdéticos en esta preparacion que dependen
de la cc wcentracion del calcio intracelular. Resultaria interesante conocer si existe
una rela :idn directa entre los niveles de calcio y la activacion de esta enzima durante

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

6.2.3. E-=2cto de inhibidores de la NADPH-oxidasa en la muerte neuronal
la actividad de NADPH-oxidasa inducida por la

Con la idea de conocer si

privacié: de potasio (K5) genera una condicion prooxidante responsable de la
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muerte neuronal, se estudié 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 compuestos que se han descrito como inhibidores de la actividad de este
complejc en diversas preparaciones: el difenilenoyodonio (DPI) y el fluoruro de 4-(2-
aminoeti!) benceno sulfonilo (AEBSF) que es mas especifico 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 morfolégicamente (A-
D) o cono transformacion de MTT (£). En presencia de DP! (500 nM) y de AEBSF
(100 pbvi, se preservo la 'mqrfologia de las CGC después de veinticuatro horas de
hvabér sido transferidas a:un:medio con K5 (figura 6.5 A-£). Esto se confirmo por los

est,uj»dﬁos’ con MT

respectoa

incremen

eniifﬁétiéb ADi’H—oxidasa participa en la muerte apoptoética de las neuronas
eh'»,E:ult:i‘vo:‘:'irnai.xcnk:‘!.a por el cambio de potasio extracelular. La activacion de este
complejo podria ser una causa temprana responsable de la produccion de una
condicion prooxidante que representaria una senal para el proceso de muerte.
Finalmente, esto sugiere que el anidén superéxido o alguna de las EOR que derivan

de el, podria funcionar como senal para la muerte por apoptosis.
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Figura 6.5. Efecto de los inhibidores de la NADPH-oxidasa en la muerte de las neuronas en
cultivo inducida ;or K5. A, control (K25); B, K5; C, K5 + AEBSF 100 uM; D, K5 + DPI 500
nM; E transformacion 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 realizé el ensayo de MTT (E). La barra en A-D es
igual a 20 nm. Promedios = D.E. * Significativamente diferente a K5, P<0.05.




6.3 Articulo sometido para su publicacién: “Reactive oxygen species

induce_different_ cell death mechanisms in cultured cerebellar
qgranule cells”
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Reactive oxygen species induce different cell death
mechanisms in cultured cerebellar granule cells

Antonio Valencia and Julio Moran.
Department of Neurosciences, Institute of Cell Physiology, National University of Mexico,
Mexico City, Mexico.

ABSTRACT: In cerebellar granule neurons (CGN) a
potassium deprivation leads 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 Iluminic 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

oxygen we found caspase-1, caspase-8 and caspase-3
activation, nuclear condensation and fragmentation,
phosphatidylserine (PS) translocation and decrease in
intracellular calcium levels. If 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, singlet oxygen, hydrogen
peroxide, apoptosis, caspases, cerebellar granule :
neurons.

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 several
biochemical and morphological markers like
chromatin condensation, DNA fragmentation,
caspases activation and mitochondrial alterations,
among others (1, 2, 3, 4, 5). Some 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,
8,9, 10, 11, 12, 13)

Some studies have suggested that
hydrogen peroxide leads to apoptotic neuronal
death by involving proapoptotic molecules (10), such
as like initiators caspases (14). Superoxide anion
seems to be responsible for the apoptotic cell death
of trophic factor-deprived sympathetic neurons (8,
7). glutamate treated cerebellar neurons (9, 15, 16)
as well as hippocampal neurons incubated with
xanthine oxidase (8, 9). This ROS c¢an 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

mediated by Bid and some members of the MAPK ..
family (18). Also, the singlet oxygen “has. been

related to alterations in the = mitochondrial

permeability transition pore that occurs in:several

apoptotic death modeis (19, 20).

Oxidative stress has also been lmpllcated in
necrotic cell death. It 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 for the
apoptotic CGC death induced by potassium-
deprivation. However, no experimental evidence is
available to exclude the participation of some 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
production 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 Island, NY). Caspase
substrates were from Peptides Intl. (Louisville, KY).
Fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2/AM), H,DCFD,
Hoechst 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-dimethyithiazol-2-y1)-2,5-
diphenyitetrazolium bromide}, cytosine B-b-arabino-
furoanoside, catalase, xanthine, xanthine oxidase,
glucose, glucose oxidase, superoxide dismutasa
Cu/Zn, DMSO, histidine, toluidine blue, rose bengal
and ionomycin were for SIGMA (St. Louis, MO).

Cerebellar granule neurons cultures

Cerebellar granuie neurons culitures (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 10°
cells/cm? in plastic dishes previously coated with
poly-L-lysine (5 upg/ml) over coverslips or plastic
dishes. The culture medium contained basal Eagle's
medium supplemented with 10% (v/v) heat-
inactivated fetal calf serum, 2 mM glutamine, 25 mM
KCIl, 50 U/ml penicillin, and 50 pg/ml streptomycin.
The cultures dishes were incubated at 37°C in a
humidified 5%CO0,/95% air atmosphere. To avoid
non-neuronal cells, cytosine arabinoside (10 pM)
was added 20 hours after seeding. CGN cultures
contained approximately 95% neurons. Cells were
maintained for 7-8 days /in vitro (DIV).

Induction 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
(O27) formation was achieved by preincubating
neurons with 100 pM xanthine (X) for one hour and
then xanthine oxidase (XO) at different
concentrations (10-100 mU/ml) and catalase (C) (10
U/mi) was added in order to prevent hydrogen
peroxide formation (19, 29, 22). Hydrogen peroxide
formation (H2032) was induced by incubating
neurons with 6 mM glucose and after one hour
glucose oxidase (GO 1-100 UW/mI) was added (30,
31). The formation of singlet oxygen ('Q,) was
obtained by treating neurons with Rose Bengal (RB)

(1-20 uM) or toluidine btue (TB) (1-30 M) and then
cultures were illuminated for different periods of time
(11). All preincubations were carried out for 60 min
before addition of XO, GO or luminic stimuli. A
broadband visible power light was used at 2
mJ/cm?/sec. Wavelengths were 514 nm for RB and
645 nm for TB. When cells were perfused, .
experiments were made in a Krebs buffer [CaCl,,
1.8 mM, MgCl,, 0.8 mM, NaHPO,, 0.8 mM,
Glucose, 5.5 mM, HEPES, 10 mM, NaCHO;, 3 mM,
NacCl, 125 mM and KCI, 25 mM)] with or without the
mentioned treatments.

Cell 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 for 15 min in Kreb's solution at 37°C. After
incubation for 15 min at room temperature .in
darkness, formazan blue formed from MTT was
extracted with 100% 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?)’
between MTT and fluorescein diacetate :
incorporation assays (13). Based on these:
we considered MTT assay a reliable’
evaluate cell survival in this preparation.

Nuclear condensation .

Cells plated on coverslips:at
265 x 10° cells/cm? were cultured for 8
were treated to induce ROS.: After,
treatment, cells were incubated with:0.01%:Hoechst
33258 in PBS for 10 min, thenifixed: in:4% fresh
paraformaldehyde at 4°C for 30 min: and 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.

6. hours: of

Intracellutar calcium measurements

CGC intracellular calcium ([Ca®*')) was
quantified using the fluorescent calcium indicator
fura-2/AM, as previously described (1, 33). Briefly,
cells grown on coverslips for 7-8 DIV were
incubated with 5 pM 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 [Ca®')

were carried out using a luminescence
spectrometer (Spectronic Instruments, SLM
Aminco-Bowman, Rochester,NY). The system

AR
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allows real-time simultaneous acquisition of
fluorescence measurements of celilular population.
[Ca 2*}, was calculated from the ratio (R) of 340 nm
to 380 nm excitation wavelength, using the following
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 for Ca?*-free
and Ca® -saturated dye ; Rmin is R in the absence
of external Ca®"; Rmax is R in saturating - [Ca
These parameters were determined by in vltro
calibration using EGTA and ionomycin.

Caspase act/wtz
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 pg/ml aprotinin; 1
pg/mi pepstatin; and 5 pg/ml leupeptin]. Caspase
activities were assayed by a fluorogenic technique
(34) in a luminescence spectrometer (Spectronic
Instruments, SLM Aminco-Bowman, Rochester,
NY), using preferring substrates for each caspase.
Ac-DEVD-AMC, Ac-YVAD-AMC, Ac- IETD-AMC
and Ac-LEHD-AMC were used as substrate for
caspase-3, caspase-1, caspase-8 and caspase-9
activities, respectively. Caspases activities were
followed 20 min after addition of substrate (25 pM)
and cell homogenate (60-90 pg/mti) in a standard
solution. Results indicating caspase activity was
expresed as the change in fluorescence
intensity/hour/mg protein.

Immunofluorescence

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% freshly paraformaldehyde 4°C for 1 hour. Celis
were washed three times § min with TTBS (Tris-HC|
50 mM pH 7.4, NaCl 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 for § min, cells were
incubated with the secondary antibody (1:1000)
[FITC-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG, Jackson
ImmunoResearch Lab Inc.]. Cell were washed and
mounted. Cells were visualized in an
epifluorescence microscope {Nikon) with
fluorescence objective and filter (Nikon, B-2A filter
and barrier fiter of 520 nm using a 480 nm
excitation and 5§10 nm emission wavelengths).

Translocation of Phosphatidylserine (PS)

Cells were plated on coverslips at a density
of 265 x 10° celis/cm? and incubated for 8 DIV.
Cultures were incubated for different times in a
medium with prooxidants and then cells were
incubated for 15 min with Annexin-V-fluorescein (20
ug/ml) and propidium iodide (50 ug/mi). Cells were
washed with PBS, fixed in 4% paraformaldehyde
and mounted with methanol-glycerol 1:1 v/v. Cells
were observed under epifiuorescence microscopy
equipped as described for immunofluorescence
studies. Resuits are expressed as arbitrary units of
fluorescence intensity.

Measurements of ROS -

Cells plated on coverslips were cultured for
8 DIV and then incubated for 30 min with Mito
Tracker Red (10 pg/ml), DHR-123 or H.DCFD (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,DCFD is a non-fluorescent
cytoplasmic dye that becomes fluorescent when itis
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 source. Fluorescence was detected
spectrofluorometrically (Spectronic Instruments,
SLM Aminco-Bowman, Rochester, NY) using a 488
nm excitation and 530 nm emission wavelengths for
Mito Tracker Red dye or 488 nm excitation and 515
nm emission for both DHR123 and H>-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 singlet oxygen,
superoxide anion and hydrogen 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 (H;O2
formation) induced a more severe neuronal
damage than XXC and RB treatments (O, and 'O.
formation, respectively) in which it could still be
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possible to identify some processes and cell bodies
after this time (figure 1).

Figure 1. Effect of ROS in the morphology of CGC. Cells were
cultured by 7 DIV, treated with the prooxidant conditions for 6 h
and then observed in a phase contrast microscope, as detailed
in Methods. Control cells maintained in K25 medium. treated
cells with xanthine/xanthine oxidase/catalase (100uM, 45 mU/mi
ang 1 Wml respectively, XXC), treated cells with Rose Bengal
plus light (250 pM. RB) and treated cells with glucose/glucose
oxidase (6 mM and 100 mU/ml, GO). Scale bar = 20 um.

Figure 2A shows the concentration
dependence of treatments on cell viability measured
as MTT transformation. Cultures incubated with a
condition leading to O;", that is xanthine 100 uM
plus xanthine oxidase at different concentrations
(10, 45 and 100 mU/mIl) 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>O; formation. Under
these conditions it was detected a cell death of 7%,
4% and 71%, respectively (figure 2A). Cells treated
with Rose Bengal for 6 h at different concentrations
(S, 20 and 50 uM) and illuminated with visible light (2
mJ/em?/sec for 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 2B. 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 viability 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 simultanecusly 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 celis (figure 2C).
Under these conditions, GO treated cells were
markedly protected in the presence of catalase (10
U/mil) (CA), a condition that reduces H,O, formation.
Similarly, two antioxidants that decrease O; - and
'O, 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 1% 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 flucrescent probes sensitive to oxidation in
CGC treated with XXC, RB and GO for 2 hours.
DHR123 and Mito tracker red was used to detect
mitochondrial ROS and H;DCFD to detect cytosolic
ROS. As shown in figure 2D all three probes were
increased by the three protocols. The increase in
fluorescence signal was bigger in GO treated cells
than in XXC and RB treated neurons.

Nucilear 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 3B shows
treatments with ali 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%-70% showing fragmentation and a
marked reduction in size (figure 3A,8), 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 cuitured 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. 8, Time course of cell viability of CGC
treated for 6 h with XXC (45 mU/mI of xanthine oxidase, 100 M of xanthine and 1 mU/mI of catalase), GO (100 mU/m! of glucose oxidase
and 6 mM of glucose) and RB (20 mM and 2 mJ/cm/sec during 20 min of visible light exposure). C, Effect of antioxidants on CGC viability
after ROS formation. CA, catalase (1 U/ml); SOD, superoxide dismutase (SOD 10 U/ml); His, histidine (1mM); antioxidant cocktail called A
(DMSO 1%, SO 10 W/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 DHR123, Mito tracker red and H2DCFD. Data are means = SD. ™%~ significantly different from GO, XXC, RB and C, respectively. n =
SinA, CandDandn=6in 8. (P < 0.05).
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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 XXC, 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. 8 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 + SD of 6 independent experiments. significantly
different from control (P < 0.05).

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 (Pl) to detect
membrane disruption. Control cells showed a low
level of annexin and practically no Pl labeling (inset).
When cells were treated for 1 h with XXC, RB or GO
a significant positive label for annexin-V was
observed in all cases; however, Pl 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 phosphatidyiserine transiocation in
CGC. Celis cultured by 7 DIV were treated for 6 h with XXC, GO or
RB and then incubated with Annexin-V (An-V) and propidium
iodide (Pl) as detailed in Methods. A, micrographs of CGC stained
with An-V (green). Insets, Pl staining (red). B, determinations of
PS transiocation and plasmatic membranal damage measured as
Pi positive labeling. Data were obtained by counting positive cells
for An-V and P! of five different fields for each experiment. Data
are means of positive cells for each dye = SD of 8 independent
experiments. .’ significantly different from control for An-V and Pl
respectively (0.05).
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Caspase activation 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 RB 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
§) and it decline 3 h after treatment (data not shown).
RB 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 resuits 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
significant reduction of caspse-3 activity in GO
treated cells (figure 6A). On the other hand, both XXC
and RB treatment induced a significant activation of
this caspase with a maximal activity achieved at 2 h
of about 80%-100% as compared to control cells
(figure 6A).

We further confirmed that the observed
increase in caspase-3 activation by XXC and RB was
due to ROS formation. Figure 6B 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 promoted by RB treatment
(figure 6B). The above mentioned decrease of
caspase-3 activity by GO was also prevented with
catalase (figure 6B) suggesting a possible action of
H2O> on caspase-3.

The activity of other caspases in CGC treated
with GO, XXC or RB 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 RB at

e T AR T

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 7B8,C). RB aiso induced the
activation of both caspase-1 and -8; however,
although the time course is similar to that observed
for XXC, the magnitude of this activation was less
marked (figure 7B,C). GO induced a significant, but
small activation of both caspase-8 and -1 only at 1
hour of treatment. No significant difference was found
for any of these two caspases after this time (figure
78B,C).

Calcium tlevels and cell death

Cells treated with either RB or TB (Toluidin
blue) showed a marked reduction of [Ca®'), by 60-
75% during the first 2-5 h of treatment (figure 8A).
XXC treatment also induced a marked reduction of
[Ca®*) by 60% and 30% after 2 and S h of treatment,
respectively (figure 8A). In contrast, no differences
were found in [Ca®']; of cells treated with GO after 2-5
h (figure 8A).

To explore whether the observed decrease in
[Ca?"), induced by XXC and RB could be related to
CGC survival we used caicium ionophore ionomycin
known to modify [Ca®**]. When cultures are treated
with either XXC or RB a partial but significant rescue
of cell death is observed when cells are
simultaneously incubated with ionomycin only at a
concentration of 1 uM (figure 8B). Higher
concentrations of ionomycin evoke a reduction of cell
viability and lower concentration did not exert any
effeét in both contro! and treated celis (figure 8B).

Cell viability was also evaluated by testing the
effect of NMDA receptor activation, a condition known
to increase [Caz’]. in this preparation (32, 35). Table 1
show that the presence of 150 uM NMDA significantly
increase cell survival by 50% only when cells were
treated with XXC or RB. In contrast, NMDA did not
modify the CGC viability in cells treated with GO for 6

h (table 1).
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Figure 5. Effect of ROS on caspase-3 fragmentation in CGC. Cells cultured by 7 DIV were treated for 0-2 h with XXC, GO or RB and then
treated for immunofivorescence 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 filter B-2A.
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Figure 6. Effect of ROS in caspase-3 activity on CGC. Cells cultured 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. 8, effect of antioxidants on the caspase-3 activity after 2h of treatment. Antioxidants were added
simuitaneously to the treatments. SOD, superoxide dismutase (10 W/ml); CAT, catalase (1 U/ml); His, histidine (1mM): A, antioxidants cocktail
(DMSO 1%, SOD 10 UW/mi, CAT 1 U/mli and His 1 mM). ,8,0° significantly different from control. Values are means + SD of 5 independent

experiments (P < 0.05).
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Figure 7. Effect of ROS on caspase-1, -8 and -9 activities in CGC. Celis cultured by 7 DIV were treated for 1-4 h with XXC, GO or RB and then
cell homogenates were inct d with the -1, -8 or -9 substrates (YVAD-AMC, IETD-AMC and LHED-AMC, P ively) as iled
in Methods. Time course of 9 (A), P 8 (8) and caspase-1 (C) activities. significantly different from control at the same times.
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Figure 8. Effect of ROS and ionomycin in intracellular calcium
levels and CGC viability. Cells cultured by 7 DIV were treated for
2-6 h with XXC, GO, RB and or icnomycin and then intracellular
calcium (A) or MTT transformation was measured as detailed in
Methods. A, cells were loaded with FURA-2AM and intracellular
calcium was measured after 2 or 5 h of XXC, GO and RB
treatment. K5, cells transferred to a medium containing KCI §
mM; TB, toluidine blue. , are significantly different from contro!
and K5 conditions, respectively. 8, cell viability of CGC treated
6h with the prooxidant conditions and the Indicated
concentrations of ionomycin. , b significantly different to
controi, XXC and RB, respectively (P < 0.05). Resuits are means
+ SD of 5§ separated experiments.

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

Control +NMDA

K25 100 x 12.1 103+ 938
XXC 42453 59.3 £ 4.2
GO 32.8x4.9 35.2+3.6
RB 45.6 £ 6.1 67.7 £ 5.4

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

Data are means = SEM of § experiments. * Significantly different

from controi, P<0.05.
DISCUSSION

In the present study we used different
protocols to produce specific ROS in cultured CGC.
The combination of xanthine with xanthine oxidase
plus catalase was utilized to generate superoxide
anion (Oz 7) (15, 22, 29), glucose oxidase in the
presence of glucose led to hydrogen peroxide
(H202) (30, 31) and the illumination of Rose Bengal
induced the formation of singlet oxygen ('O2) (11).
In our work we showed that with the use of these
treatments there exists an increase in ROS
production, which were detected by 3 different
oxidizing-sensitive fluorophores. The effect of H,O,
on cuitured neurons has been studied by adding this
ROS directly to the culture medium (10) or by the
use of the combined treatment of glucose and
glucose oxidase to produce H>O, (30, 31). This last
procedure induces the continuous production of
small amounts of H,O, that can be regulated by
controlling the activity of the enzyme and the
substrate concentration. It has been suggested that
this model! results more similar to physiological and
some pathological conditions leading to ROS
formation. Some other pathological conditions,
however, could involve a sudden increase in the
ROS levels within a short period of time. This couid
be the case for the direct treatment with H20;. In
this paper we found that both experimental
procedures to increase H>O: induced similar effect,
at least 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;O,

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 the specific participation of
particular ROS like O;", '0O; and H20; in the process
of cerebeliar granule neurons death. Several studies
have suggested that apoptotic or necrotic neuronal
death evoked by external 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 O;°, 'O, and H,O, directly induced cel!
death in cultures of cerebellar granule neurons.
Also, we further showed that particular antioxidants
like SOD for XXC treatment, catalase for GO
treatments and histidine for RB treatment,
completely prevented all 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 the CGC death. The formation of H,O, seems to
induce a necrotic-like ceil death, while both O;", 'O,
would evoke a neuronal death with apoptotic
features.

In GO treated neurons it was observed a
marked membranal 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 nuciei. These
results are in agreement with a recent study in PC12
cells (25), where H20: can induce either necrotic or
apoptotic death depending on H,O, concentrations,
suggesting that the observed nuclear condensation
showing atypical features could not be considered a
good marker for apoptotic process.

As mentioned above, superoxide anion and
singlet 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
significant phosphatidylserine translocation together
with the preservation of the plasmatic membrane
integrity. Also, in contrast to the action of H>O;, the
presence of Oy and 'O, 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 than in the presence
of singlet oxygen, whlch could imply a direct action
of the O2  rather than 'O,, 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 explored 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.
H202, did not modified the basal levels of calcium
concentration, while 05", 'O, that seem to induce
apoptosis, markedly reduced the concentration of
calcium to levels close to those attained when cells
are transferred to a K& medium, a condition leading
to apoptotic death (32, 35). On the other hand, cell

death induced by Q. and 'O, was partially reduced
by increasing caicium levels by means of two
protocols involving different calcium entry pathways.
Based on these results and those obtained with
ionomycin we could suggest that a low calcium and
superoxide formation are necessary but not enough
to activate the program of apoptotic cell death.
However, the partial effect of NMDA on the rescue
of CGC from death induced by O," and 'O, also
suggests that there is an important calcium-
independent component in the action of these
particular ROS.

It is well known that in cultured cerebellar
granule cells potassium deprivation induces a
decrease in intracelluiar 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 Moran, 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. DISCUSION

Durante la muerte apoptdtica de las neuronas en cultivo se expresan y activan
moléculas pro y antiapotéticas como las caspasas (Gerhardt et al., 2001;
Hengartner, 2000; Lockshin et a/., 2000; Salvesen et al.,, 1999; Zhung, et al., 1999) y
los miembros de la familia de Bci-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 at anién superéxido 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 formacién de EOR induce tanto muerte necrética como
apoptotica que es a traves de la mitocondria (Kroemer et al., 1998) en neuronas de
hipocampo y en neuronas simpa’ticas privadas de las sefiales troficas (Chang et al.,
2002; Mattson et al., 1993) Orlglnalmente se propuso gque en modelos neuronales,
el estrés oxidativo se asocnaba solamente con los procesos isquémicos/hipoxicos.
Sin embargo, recnentemente se ha demostrado en otros modelos de muerte que se
xldante como en asociada a diversas patologias como la
é' enfermedad de Parkinson y la enfermedad de

genera una condicién:p
enfermedad de Alzh’ei"

programa apoptotlco en;su:fase nxcnal Durante ia muerte neuronal por privacién de
reduccidn de [Ca®’); (figura 6, articulo de Valencia y

nte ocurren otros procesos tempranos como la

potasio, el pnmer cambl
Moran, 2001). Post ri
transiocacion de PS. y Ia activacion de la caspasa-8 y de la caspasa-3, todos los
cuales, salvo Ia reducmon del calcio, se evitan completamente con un tratamiento
antioxidante (figuras 7 y 8, articulo de Valencia y Moran, 2001). El estrés oxidativo
que ocurre después de la disminucién de la concentracion del caicio y antes de la
translocacién de la PS y de la activacion de las caspasas, aparece a las cuatro horas
de haberse dado el estimulo apoptdtico y es un efecto transitorio que dura alrededor
de tres a cuatro horas (figura 4, articulo de Valencia y Moran, 2001).
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Como ocurre con la translocacion 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
vias intracelulares involucradas en la activacion de esta caspasa y que en la muerte
de estas ceélulas 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 mas
que un ejecutor de Ia"‘r‘nuer_'te apoptotica de las CGC privadas de potasio. Los
: t'ib\'/o’:_jmés importantes ocurren temprano en el proceso
: 0  a seis horas) y de forma transitoria antes de que se

episodios de estrés:
(entre quince minu‘ﬁi_s
detecten los carh_b; ogicos y metabdlicos. Las primeras evidencias de la
on’'la condensacion nuclear y la activacion de caspasas,
'}la formacion de las EOR en las células. Esto sugiere
‘vésté desempefiando un papel ejecutor en la muerte
se empezaron a notar las alteraciones morfolégicas y
égté‘j‘estrés oxidativo. El papel que juegan las EOR en la
el ﬁﬁddelo empleado, ya que en otras preparaciones se ha
id;tir\'}‘o participa activamente como ejecutor de la muerte,

degradacion celular:
aparecen horas désb
que el estrés oxidati
celular. Asimismo, cu
metabolicas ya no se’d
muerte podria depende
propuesto que el estré:
basados en la observacio ‘_d‘é;u‘na coincidencia temporal de la formacion de las EOR
y la generacion del daf‘io »'c’:'élu'liar (Wei et al., 2000).

Existen una gré\r‘i‘f‘c::antidad de estudios que sugieren la participacion de las
EOR en los distintos éfé_éésos fisiologicos y patolégicos (Ceballos-Picot, et al., 1997;
Valencia y Mora’n,’ 2001;iWyIIie et al.,, 1980). Se ha propuesto que en la muerte
neuronal participan;la‘s»‘EOR de manera directa, induciendo la muerte, o bien como
resultado de ésta, afectando la progresién del proceso. Muchos estudios sugieren
que el Oy, el 'O, y el H;O2 podrian ser los responsables de estos procesos de
muerte. Sin embafgro. a pesar de la gran cantidad de estudios realizados al respecto,
no se ha definido cuales son las EOR responsables de la muerte, particularmente en
su fase inicial (Cebéllos-Picot, et al., 1997). Esto se ha debido en gran parte a las




dificultades tecmcas exlstentes para estudiar estas EOR, las cuales tienen una vida
media muy corta y se convnerten unas en otras.

En_ el presente trabajo utlluzamos un protocolo experimental dirigido a
responderi-esta ‘pregunta tratando~de  minimizar’ los problemas derivados de la
naturaleza: propla de:las EOR Mantenléndo las células en una condicion optlma de

H>O45 con ur
al., 2002 lgle

) muerte neuronal, que no muestra la
tiene algunas caracteristicas

pero . si

como el anié‘h Oxidc C uerte neuronal con caracteristicas
la translocacion de Jla PS, Ila

svita la muerte sélo de forma parcial.
| Oz y/6 del 'O, se podrian estar
« e la’muerte neuronal, una por efecto directo de
isminucién del calcio intracelular. Los

generando dos vias de mduccnon ;
las EOR (Oz" y/6 'Oz) y la «og_raﬁf»po u
mecanismos involucrados ‘én.la. réd
observados en presencia del Oz Y. de O2no.son conocidos, pero es posible que se

deba a una sccidén directa de las 'EOR sobre los canales de calcio sensibles a
ua del calcio bajo estas condiciones

la-conmcentracion calcio intracelular

voltaje, responsables de la entrada " Cl n}tl
(Moran e al., 1999). L

La formacidon de las EOR genera SEe'rripre una reaccion en cadena que tiene
como consecuencia la generacién de otras EOR, las cuales en su conjunto
desarrollan un episodio de estrés oxidativo. Aun cuando la velocidad de formacion y




reaccion de estas EOR es. del orden de milisegundos, es posible que el conjunto de
las diferentes especnes p od cudas continuamente estén involucradas en la muerte.
‘aparlclon en primera instancia de ciertas especies

En este trabajo sugenmos ‘que
particulares ('Oz'y Qz DX mo su formacion continua durante varias horas genera

muerte con caracte'riSflcas apoptoéticas. Los tiempos de exposicion y la concentracion
de las moléculas reactuv s:parec que’son factores determinantes para la induccién

optotico o necrético.
esta respuesta celular es el resuitado de un

olo estimulo que difiere de lo que sucede en
e:integran.una serie de sefales que pueden o no

de un programa de muerte

También es cqnv
método experimen
un organismo in |
inducir muerte ne ‘onal. apoptotlca LCos: résultados del presente trabajo sugieren que
ente’ defnen el tipo de muerte neuronal. Esto

desconocidoi'&ni ne responsable de la generacion de anion

superéxido. Este “c

células fagkot:i‘ic s:
complejo y otros;

ascorbatc (Martln Romero

que hay una :ran‘slbcédxén ._de.nlaﬂsubumdad p67-phox de la fase citosdlica a la

fraccion celular de 1500"rp‘rr‘1'1'éﬁ‘:d6nde se localizan las membranas citoplasmaticas,




lo cual ocurre =2n respuesta al estimulo de muerte, lo. qué constituye una evidencia
de la activacio: de'la’ NADPH ox:dasa (Karlsson et /a., 2002). Encontramos también
que después -tel estlmulo apoptotu«.o se mduce la actividad de esta enzima. Asi,

pensamos que este complejo enzimatico esta e 'trechamente relacionado con el

desarrollo de las etapas “iniciales dev la rnuerte de estas ceélulas bajo estas

condiciones )
Los dat"s obtemdos con el pr=sente trabajo permlten sugerir que la activacion

de la NADPH: - )xudasa esta
embargo, no

mvolucrada

posible que
potasio, particihe
se ha prchues.:
la fosforilacior.
condicién puec
C (PKC: PKC.
calcio (Zhou -
reduccion dei ca ci
NADPH-oxida:. :

enzimatico.

Er con: 3
una senal! inic::l de Ia muerte [+) 2
papel central, .unque no‘unlco en:ia actlv—amon del programa apoptético, siendo el

_sxngulete, Ios responsables iniciales de la

anion superd..-do y/o el'
induccidon de = muerte apoptotlcp ‘de . las. neuronas del cerebelo en cultivo. Es

necesariv con-.derar que estos mecanismos propuestos forman parte de las vias de
sefalizacion c=iular que no son nec -sariamente exclusnvas del proceso apoptotico y
que ademas A<|sten otras vnas ctie no se han considerado aqui que también

particican =n l:: muerte/sobrevienciz celular.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que el

estrés oxidativo parece participar como una sefial inicial en la muerte apoptdética de

las neuronas granulares inducida con la privacion de potasio, y que es posterior a la
reduccion del calcio intracelular. El anidn superéxido, generado por la NADPH-
oxidasa, probablemente tenga un papel fundamental en la activacidon del programa

apoptotico, sin que se pueda descartar un papel importante del oxigeno singulete.

Estas ideas se basan en las siguientes observaciones:

i)

<

‘oxigeno.

Las neuronas en cultivo privadas del potasio extracelular experimentan un
estrés oxidativo durante el proceso de muerte apoptética que ocurre
después de la reduccion en la concentraciéon de calcio libre intracelular.y
antes de la transiocacion de la fosfatidilserina y la actnvacnoh de caspasas-

8y-3.

Tanto.la: muerte neuronal como los indicadores apoptoticos inducidos por
la privacion de. potasio disminuyen con varios antioxidantes, siendo la

- superoxido dismutasa el mas efectivo.

En,coiﬁfdlcnones‘ espolﬁarlza'ntes (25 mM de KCI) el anién superoxido y el

‘singulete “inducen la muerte neuronal con caracteristicas
=1 peroxidé de hidrogeno induce una muerte tipo necrética.

Durante la fase mlcnal de la muerte neuronal ocurre una activacion y una
mayor expresuon de algunas subunidades de ia NADPH-oxidasa. Esto
ocurre después de la reduccion del calcio intracelular, antes de Ila
translocacion de la fosfatidilserina y de la activacion de las caspasas y
simultaneo a la generacion del estrés oxidativo. La inhibicion especifica de

esta enzima evita la muerte apoptotica.
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