UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

PAPEL DE LA NADPH-OXIDASA
EN LA MUERTE DE
ASTROCITOS EN CULTIVO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

P R E S E NT A

MARIA GUADALUPE DOMINGUEZ MACOUZET

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. JULIO MORAN ANDRADE

COMITE TUTOR: DRA. LOURDES MASSIEU TRIGO
DRA. ELIZABETH HERNANDEZ ECHEAGARAY

MEXICO, D.F. FEBRERO 2011




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Gracias a la vida,
que me fia dade tante, ....
(Vicleta Para)

Caminante,
no hay camino,
se hace camino al andar...

Antonio Machado.



AGRADEZCO

Al Posgrado en Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional
Autonoma de México.

A Conacyt Proyecto No. 79788 y a PAPIIT Proyecto No. IN233107 por el
apoyo recibido durante la elaboracion de esta tesis.

A los miembros de mi Comité Tutoral, Dr. Julio Moran Andrade, Dra.
Lourdes Massieu Trigo y Dra. Elizabeth Hernandez Echeagaray por
compartir conmigo sus conocimientos para realizar este trabajo.

A mi director de tesis, Dr. Julio Moran, por su paciencia y confianza.

A los miembros del jurado: Dra. Elizabeth Hernandez Echeagaray, Dra.
Rocio Alcantara Hernandez, Dr. Julio Moran, M. en C. Angélica Coyoy
Salgado y Dra. Lourdes Massieu Trigo por el tiempo dedicado a la
revision de mi tesis y por sus valiosas sugerencias para la escritura de
este trabajo.



DEDICADA

A mis hijos, Sergio, Javier y Alejandro. Porque son mi motivo mas importante
para vivir.

A mi pequena Danita, que es una estrella en mi vida.

A mis hermanos Lourdes, Sergio, Juan José y Agustin y sus respectivas
familias, con todo el carino que les tengo.

A Ariel, companero y hermano. Gracias por andar conmigo este camino (y por
bailar el tango, también).

A mi tutor, jefe y amigo, Dr. Julio Moran, por su confianza, paciencia y
presencia. Gracias por no dejarme claudicar.

A mi querida amiga Alette, que en los momentos dificiles, y también en los
ligeros ha estado cerca.

A mis amigos y companeros del laboratorio BL-302 (Alette, Angie, Sugis,
Mauricio, Yaz, Pao, Dioné, Bere, Erika, Pato, Erick, Marce), que han vivido
conmigo esta aventura. Por su ayuda, sus ensefianzas, su alegria y, también,
por sus criticas que siempre ayudan a mejorar. A los que ya no estan, pero
permanecen en mi corazon.

A mis companeros de estudios durante estos anos, Silvia, Marlen, Ari, Alex y
Vicente.

A mi amigos del IFC, a los del baile, a los de la vida.



I NDICE

RESUMEN
ABSTRACT
1. INTRODUCCION
1.1 Muerte celular apoptadtica
1.2 Especies reactivas de oxigeno
1.3 NADPH-oxidasa
Flavocitocromo b°>*®
p47mmx
p67mmx
p40mmx
1.4 NADPH oxidasa no fagocitica y la familia NOX

1.5 Activacion de la NADPH oxidasa
1.6 Inhibidores de la NADPH-oxidasa

1.7 Células gliales

1.8 Astrocitos

2. ANTECEDENTES

15

16
17

20



3. HIPOTESIS
4. OBJETIVO
OBJETIVOS PARTICULARES
5. METODOLOGIA
5.1 Cultivo celular
5.2 Induccion de muerte
5.3 Viabilidad celular
53.1. MTT
5.3.2 Calceina-AM/loduro de Propidio
5.4 Deteccion de ERO
5.5 Actividad de NADPH oxidasa
5.6 Analisis de proteinas por Western Blot
5.7 Inmunocitoquimica
5.8 Analisis estadistico
6.RESULTADOS
6.1 El tratamiento con St produce un cambio en la

morfologia de los astrocitos

6.2 La St induce muerte dependiendo de la
concentracion

6.3 La reduccion en la viabilidad de astrocitos
inducida por St es dependiente de tiempo.

22
22
22
23
23
23
23
23
24
24
25
26
26
27
28

28

29

29



6.4 La St induce la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO)

6.5 Los antioxidantes reducen la produccion de
ERO inducida por St

6.6 Las ERO participan en la muerte de astrocitos
Inducida por St

6.7 NADPH-oxidasa se expresa en astrocitos

6.8 La NADPH-oxidasa se activa con St

6.9 La inhibicion de la NADPH-oxidasa reduce la
produccién de ERO

6.10 Participacion de NADPH-oxidasa en la muerte
de astrocitos
7. DISCUSION
8. CONCLUSIONES
9. BIBLIOGRAFIA

33

36

37

39
41

42

44

47
51
52



RESUMEN

En el Sistema Nervioso la muerte celular puede ocurrir mediante un
mecanismo genéticamente programado en respuesta a condiciones patologicas o
fisiolégicas como la eliminacion de células neurales durante el desarrollo. En
diferentes modelos de neuronas en cultivo, la induccion de muerte genera una
condicion oxidante y el uso de antioxidantes la previene. En diferentes modelos de
muerte de neuronas granulares de cerebelo en cultivo, la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) esta mediada en parte por la activacién del complejo
enzimatico nicotinamida adenina difosfato oxidasa (NADPH-oxidasa). Por otro
lado, existe poca informacion sobre la muerte de células gliales y menos aun
acerca del papel que juegan las ERO y la NADPH-oxidasa en este proceso. En el
presente trabajo se evalud la participacion de las ERO en la muerte de astrocitos
de cerebelo de rata en cultivo utilizando estaurosporina (St) como inductor de
muerte. Por un lado, encontramos que las células mueren de manera dependiente
de la concentracion de St asi como del tiempo de tratamiento. El tratamiento con
St indujo un incremento en la generacion de ERO después de 15 min con un
maximo a las 2h del tratamiento. Ademas, el uso de antioxidantes redujo de
manera significativa la produccion de ERO, asi como la muerte celular. Mediante
ensayos de Western blot e inmunocitoquimica identificamos la expresién de
algunas subunidades de la NADPH-oxidasa, incluyendo p67°" y p22°"* y |os
homodlogos de la subunidad catalitica Nox 1 y Nox 4. El tratamiento con diferentes
inhibidores de NADPH-oxidasa disminuy6 la produccién de las ERO y de la muerte
inducida por St. Estos datos muestran que la muerte de astrocitos de cerebelo de
rata en cultivo inducida por St parece estar mediada por las ERO producidas por
NADPH-oxidasa.



ABSTRACT

In the nervous system, cell death can occur through a genetically
programmed mechanism in response to pathological and physiological conditions
such as the elimination of neural cells during development. In different models of
neuronal death, there is a generation of reactive oxygen species and cell death is
prevented by antioxidants. In cerebellar granule neurons (CGN), the generation of
reactive oxygen species (ROS) induced by different conditions leading to cell death
is mediated by the activation of the enzyme nicotine amide diphosphate oxidase
(NADPH-oxidase). On the other hand, there is little information on the death of glial
cells and there is no information about the role of ROS and NADPH-oxidase in this
process. In the present study we assessed the participation of the ROS in the
death of cultured astrocytes of rat cerebellum using staurosporine (St) as death
inductor. Here, we found that cells die in a St concentration and time-dependent
manner. Treatment with St provoked an increase in the generation of ROS after 15
min of exposure which reached a maximum in 2h. In addition, the use of
antioxidants significantly reduced the production of ROS as well as cell dead. By
using Western blot and immunocytochemistry assays, we identified the expression
of some of the subunits of the NADPH-oxidase, including p67°"* and p22P"°* and
the catalytic subunits Nox1 and Nox4. Treatment with a variety of inhibitors of
NADPH-oxidase induced a decrease in the production of ROS and cell death
evoked by St. These data show that St-induced death in cultured astrocytes of rat

cerebellum appears to be mediated by the ROS produced by NADPH- oxidase.



1. INTRODUCCION

El Sistema Nervioso (SN) posee una organizacién de redes neurales
complejas que resultan del establecimiento de poblaciones y de conexiones
neuronales y gliales generadas durante el desarrollo . El destino de las células
depende en gran medida de diversas sefales internas y externas que funcionan
como estimulos tréficos y que, en algunos casos, determinan el niumero de células
que formaran las distintas estructuras del sistema nervioso. Este proceso se da
mediante la eliminacion selectiva y regulada de células neurales en periodos
definidos del desarrollo (Baehrecke, 2002). A lo largo de la evolucion se han
seleccionado una serie de mecanismos programados genéticamente destinados a
la eliminacion de estas células. La muerte apoptdtica es uno de los mecanismos
involucrados en la eliminacion de células neurales tanto durante el desarrollo
como en algunas condiciones patolégicas (Gluckmann A, 1951; Oppenheim et al.,
1990; Abramov et al., 2004; Reinehr et al., 2007).

1.1 Muerte Celular Apoptética

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada, controlada
genéticamente y altamente conservada a lo largo de la evolucién. El término
proviene del griego (appo, lejos -toe-sis, caida) y se refiere a la caida de las
hojas de un arbol, aludiendo a la similitud morfoldégica entre ambos procesos
(Granville, 1998). Este tipo de muerte se distingue de otros por sus caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas. Entre los cambios morfolégicos destacan la
condensacion de la cromatina, la fragmentacién del nucleo, el encogimiento del
soma celular, la formaciéon de cuerpos apoptoticos y algunas alteraciones en la
membrana celular (Korsmeyer, 1995). Entre las caracteristicas bioquimicas de la
apoptosis se encuentra una fragmentacion del ADN, la translocacion de la
fosfatidilserina al exterior de la membrana plasmatica vy la activacion de una
familia de proteasas de cisteina conocidas como caspasas (Hengartner, 2000).

Cabe hacer notar que no todas las caracteristicas morfologicas ni todas las
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bioquimicas aparecen simultaneamente durante el proceso apoptético (Kroemer,
1997; Kroemer, 2005).

La muerte apoptotica se puede iniciar por dos vias, la ruta extrinseca y la ruta
intrinseca (Fig.1). En el caso de la ruta extrinseca, la apoptosis puede ser inducida
por sefales extracelulares como ligandos de receptores de muerte que se
presentan como factores solubles o en la superficie de otra célula. Los receptores
de muerte transmiten la sefial apoptética iniciada por ligandos especificos como
son el factor de necrosis tumoral a (TNFa), ligando de Fas (FasL) y el ligando
inductor de apoptosis relacionado a TNFa (TRAIL). Cuando la muerte se
desencadena por esta via el proceso es muy rapido (Ashkenazi, 1998). Una vez
que se une el ligando al receptor existe un cambio conformacional en los dominios
intracelulares del receptor de muerte. Estos cambios activan el Dominio de Muerte
Asociado a Fas (FADD), el cual permite la union de proteinas adaptadoras,
algunas de las cuales podran interaccionar con caspasa 8 y de esta forma
desencadenar la apoptosis (Muzio,1998; Slee, 1999; Berglund, 2000; Thorburn,
2004).

La ruta intrinseca o mitocondrial se inicia con la liberacion de citocromo c
mitocondrial al citoplasma en respuesta a rayos ultravioleta (UV), o rayos gamma
frecuentemente utilizados en el tratamiento contra el cancer y que forma el
apoptosoma al asociarse con Apaf-1 y la procaspasa-9. Este proceso requiere de
ATP y la formacion del complejo induce la activacién de la caspasa-9 que, a su

vez, activa a la caspasa-3 (Fig. 1).



Apoptosoma

Fig. 1. Rutas de muerte apoptética. Ruta extrinseca: el ligando (Fas) se une a su receptor
(FADD), se recluta y se activa la caspasa 8, la cual activa directamente a la caspasa 3. Ruta
intrinseca: se libera el citocromo ¢ de la mitocondria, se une a Apaf-1 y pro-caspasa 9 formando
el apoptosoma, que en presencia de ATP activa a la caspasa 9 y subsecuentemente a la
caspasa-3. FADD, proteina con dominio de muerte asociada a Fas; UV, luz ultravioleta.
(Modificado de Salvesen y Duckett, 2002).

La muerte apoptdtica puede inducirse de forma experimental por diversas
condiciones fisicas o quimicas. Uno de estos inductores de muerte celular es la
estaurosporina, un inhibidor de proteinas cinasas (lkemoto et al, 1995; Cagnoli et
al, 1996; Caballero y Moran, 2003).

Uno de los eventos que parece estar involucrado en la apoptosis es el
estrés oxidante. El estrés oxidante ocurre cuando se pierde el equilibrio entre las
especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas y la capacidad de los sistemas
antioxidantes para reducir sus niveles. La produccion de ERO parece ser esencial
en la etiologia de varias enfermedades neurodegenerativas, en la neurotoxicidad
inducida por toxinas proapoptéticas, como el yoduro de 1-metil-4-fenilpiridina
(MPP+), y en la apoptosis que se observa durante el desarrollo del sistema

nervioso (Przedborsky et al, 1996). La proteccién obtenida por la administracion de
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antioxidantes apoya esta conclusion. La administracion exdgena de oxidantes
puede inducir muerte apoptotica, necrotica y autofagica dependiendo de la
concentracion de la especie reactiva de oxigeno utilizada y del tipo celular del cual

se trate (Valencia y Moran, 2008).
1.2 Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno molecular es el aceptor final de electrones de la cadena
respiratoria mitocondrial y de otras vias metabdlicas. Como producto secundario
de las reacciones quimicas que se llevan a cabo en estas vias se producen las
ERO (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las ERO agrupan a los radicales de oxigeno
como el anion superoxido, el oxigeno en singulete y el radical hidroxilo, ademas de
los derivados de oxigeno que no son radicales como el peréxido de hidrégeno, asi
como a los derivados de la reaccion de éstas con radicales basados en nitrogeno,
carbono o cloro, entre los que se encuentran el peroxinitrito, el acido hipocloroso y

los perdxidos organicos (Halliwell, 2006).

La reactividad de las ERO es altamente variable. El superdxido, por
ejemplo, es capaz de funcionar tanto como reductor como oxidante dependiendo
del potencial de la otra molécula reaccionante. A pesar de que es precursor de
otras especies aun mas reactivas, el superdxido reacciona con un numero limitado
de moléculas. El peroxido de hidrégeno (H202) es un oxidante aun mas potente y
mas reactivo que el superdxido; sus blancos son relativamente limitados e
incluyen a la metionina y ciertas cisteinas reactivas. Puede reaccionar con algunos
metales de transicion y generar radicales hidroxilo por reacciones de tipo Fenton
(Halliwell y Gutteridge, 1992, Koppenol, 2001).

Fe?*+H,0, .Fe®+ .OH+OH"

Los radicales hidroxilo son sumamente reactivos, iniciando reacciones de

radicales libres en cadena que producen un dafo oxidante muy marcado. Las



ERO reaccionan con el ADN, proteinas, lipidos y carbohidratos. De igual manera
el oxigeno en singulete y el ozono tienen alta reactividad con los enlaces dobles
de acidos grasos insaturados, por ejemplo. Las moléculas oxidadas representan
un dano potencial a dos niveles pues, por un lado, disminuyen o modifican su
accion fisiolégica, y por otro propagan la reacciéon de radicales libres
dependiendo de la naturaleza del compuesto del que se trate (Mark et al, 1997),

como es el caso de la oxidacion lipidica.

Sin embargo, las ERO no siempre son dafiinas y pueden ser incluso utiles
mientras que su concentracidon se mantenga dentro de ciertos niveles. Se sabe,
por ejemplo, que el radical superéxido regula la division celular en fibroblastos en
cultivo y puede detener la cadena de la peroxidacion lipidica al reaccionar con
radicales alcohoxilo (McCord, 1995). También se sabe que el radical superoxido y
el peréxido de hidrogeno se producen en las células sanas (Saran y Bors, 1990,
Halliwell y Gutteridge, 1992) e, incluso, hay enzimas cuya principal funcidon es
generar ERO de manera regulada ante estimulos especificos. Estas enzimas
producen oxigeno reactivo en varios tipos celulares en respuesta a factores de
crecimiento, citocinas y sefiales dependientes de calcio, poniendo de manifiesto
un papel fisiolégico de estas especies (Fridovich, 1977, Liochey y Fridovich, 1994).
Uno de los efectos de los radicales libres es la modulaciéon en la expresion de
genes que son activados por factores transcripcionales sensibles al estado redox
celular, tales como el Factor Nuclear kB (NF B ) Remacle et al, 1995, Cimino et
al, 1997).

Las fuentes de las especies reactivas de oxigeno pueden ser varias (figura
2). Entre ellas, se encuentran la mieloperoxidasa, la oxido nitrico-sintasa, la

hemoxigenasa, la xantina-oxidasa, la mitocondria y la NADPH-oxidasa.

La NADPH oxidasa es una enzima membranal que cataliza la produccién
de grandes cantidades de superodxido (O27) a través de la reduccidon del oxigeno,
durante la llamada “descarga respiratoria” en células fagociticas como los
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macrofagos, los neutrofilos y los eosindfilos (Dinauer et al.,, 2005). EI O, es

producido por la reduccion monovalente del oxigeno empleando los electrones del

nicotinamida adenina difosfato reducida (NADPH), en la reaccién:

NADPH +2 O, — NADP" +2 O, + H'

Fig. 2. Fuentes productoras de especies reactivas de oxigeno. (Tomado de Halliwell, 1992).
Entre las diferentes fuentes productoras de ERO, se encuentran la Xantina oxidasa, la
mitocondria 'y la NADPH oxidasa. SOD y catalasa protegen a la célula del dafio generado por
la oxidacién. (SOD, superd6xido dismutasa. GSH, Glutation reducido, GSSG, glutation
oxidado).

1.3 NADPH-oxidasa

La NADPH-oxidasa es una enzima multimérica compuesta por las
subunidades membranales Nox 2 y p22°"* que juntas forman el flavocitocromo

b>%8, y por tres proteinas citosélicas: p67°", p47P"* p40P"* (Fig. 3).
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Flavocitocromo b>°®

Esta compuesto por Nox2 y p22P"* en un complejo 1:1 y es conocido como

citocromo b%%® b4

por su espectro de absorcion a 558 nm, y como citocromo por
su potencial de oxidoreduccién que es de -245V. La subunidad catalitica Nox2 es
un flavocitocromo muy glucosilado de 570 aminoacidos, contiene sitios de unién a
FAD y a NADPH y dos grupos hemo no idénticos, coordinados por dos pares de
residuos de histidina (Biberstine-Kinkade et al., 2001; Babior, 2004). Se ha
propuesto que el flujo de electrones se mueve desde el NADPH al FAD y luego

pasa a los grupos hemo hasta llegar al aceptor final que es el O..
p47ph0x

Es una proteina compuesta de 390 aminoacidos, su secuencia COOH-
terminal es muy basica y rica en residuos de serina y de arginina. La secuencia de

aminoacidos de p47°"* también contiene dos dominios SH3, un dominio PX, y por

phox b558

lo menos una region rica en residuos de prolina, p47~"" se une al citocromo
durante su activacién. p47°"* es la subunidad responsable de transportar el
complejo citosolico (p47P"*-p67°"**-p40P"°%) del citosol a la membrana plasmatica
durante la activacion de la oxidasa. Es la organizadora de las subunidades de la
NADPH-oxidasa, este proceso no ocurre in vivo sin una extensa fosforilaciéon de

p47Pox,
p67phox

Es una proteina de 526 aminoacidos que también contiene dos dominios
SH3, cuatro regiones tetratrico péptido-repite (TPR) y al menos una regién rica en
prolina. La p67°" se asocia débilmente con el citoesqueleto y es fosforilada
durante la activacion de la enzima, pero en menor grado que p47ph°X. Esta
proteina interactta con Rac 1/2 y con el citocromo b>*® y puede regular su

actividad catalitica mediante una secuencia llamada dominio de activacion.
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p40ph0X

Es una proteina de 339 residuos de aminoacidos, la cual fue inicialmente
identificada a través de su unién con p67°"*. Esta contiene un dominio SH3 y un
dominio PX, y es débilmente fosforilada durante su activacién. La subunidad p40P"*
no es requerida para la activacion de la NADPH-oxidasa en un sistema libre de

células. Su funcién in vivo es controversial.
1.4 NADPH-oxidasa no fagociticay la familia NOX.

Diferentes especies celulares no fagociticas son capaces de producir ERO.
Recientemente se han identificado los homdélogos de Nox2: NOX1, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 y DUOX2 (Lambeth et al., 2000; Cheng et al., 2001). Las ERO que
producen estas enzimas estan vinculadas a diversos procesos fisiologicos,
probablemente requiriendo que el O, producido por ellas dismute a H,O,, que
tiene mayor capacidad de difusion en los tejidos. Ademas, la produccion no
regulada de ERO por la NADPH-oxidasa puede participar en procesos
patologicos como la hipertension, la aterosclerosis, la diabetes y algunas
enfermedades neurodegenerativas (Shimohama et al., 2000; Cai et al., 2003;
Harrison et al., 2003; Zekry et al., 2003).

Se ha encontrado que NOX1, NOX3, NOX4 y NOX5 Lambeth et al.,
2000) tienen una relacién estructural muy cercana con NOX2, pero funcionalmente
tienen algunas diferencias; (i) la NADPH-oxidasa de células no fagociticas parece
generar bajos niveles de superéxido, incluso en células no estimuladas, (ii)
aunque su actividad puede no estar regulada en algunas condiciones patoldgicas,
la produccién de superdxido es mucho menor que en neutrdéfilos activados, (iii) una
proporcion importante del superéxido que se genera es intracelular, mientras que
en los neutréfilos activados se considera que el O,  se genera en el

compartimento extracelular (Liy Shah, 2003).
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1.5 Activacion de la NADPH oxidasa

En el estado basal, las subunidades p67°"%, p47°P"* y p40P"°* se encuentran
como un complejo pre-ensamblado en el citosol. Al activarse la NADPH-oxidasa,
estas subunidades se tranlocan a la membrana, para lo cual la subunidad p47°"
se fosforila en multiples residuos de serina (Hoyal et al., 2003), lo que elimina la

conformacion auto inhibida de p47°"

y se expone un dominio SH3 en el extremo
amino que puede interactuar con el dominio rico en residuos de prolina de p22P"*,
La subunidad p47°"* fosforilada puede unir fosfoinositidos, lo que también
contribuye a su estabilizacion en la membrana (Ago et al., 2003). La GTPasa Rac
se recluta a la membrana de manera independiente del resto de las subunidades

(Babior, 2004) para activar a la NADPH-oxidasa (Fig. 3).

En la célula existen sistemas antioxidantes como el glutatién, y sistemas
enzimaticos como el de la superoxido dismutasa (SOD) y el de la catalasa, que
protegen a la célula del dafo generado por la oxidacion (figura 2). En algunos
modelos experimentales se ha visto que los antioxidantes pueden prevenir la
muerte celular (Valencia y Moran, 2001, Pedruzzi et al, 2004, Valencia y Kochevar,
2006). Los ratones deficientes de SOD2 desarrollan cardiomiopatia vy
neurodegeneracion, demostrando la importancia de los sistemas antioxidantes en

el funcionamiento normal del organismo (Mc Cord, 1994).

Diferentes grupos han propuesto que la generacién de ERO puede ser considerada
un estimulo tanto inductor como ejecutor e incluso regulador de la muerte apoptdtica
(Kroemer, 1998, Nicholls y Budd, 2000, Valencia y Moran, 2001; Maycotte et al., 2010). La
muerte apoptética en las NGC inducida por privacion de potasio muestra un incremento
en la produccion de ERO a tiempos cortos; esta muerte puede ser prevenida por la
administracion de antioxidantes. Se ha sugerido que una de las principales ERO
involucrada en este mecanismo es el anion superdxido. En general se puede decir
que en condiciones fisioldgicas, las ERO actiuan como moduladores de las vias de

transduccion, ya sea como segundos mensajeros o como intermediarios de
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reaccion (Suzuki et al, 1997; Valencia y Moran, 2001; Ramiro Cortés y Moran,
2009).

NADPH-oxidasa Fagocitica (NOX2)

NOX2 NOX2

Fig. 3. Modelo de la estructura de la NADPH-oxidasa fagocitica y de su activacion.
La activacion de NOX2 ocurre, al menos, por tres disparadores de sefializacion que
culminan con el ensamblaje de las proteinas reguladoras y el flavocitocromo b**® Ellos
son; proteinas cinasas (PKC 6 AKT) que fosforilan a p47°"*, enzimas metabolizadoras de
lipidos (PI3K y fosfolipasa D) que producen fosfatidilinositoles 3P y acido fosfatidico para
que los dominios PX de p47 P y p40 P* puedan unirse. Y, por ultimo, proteinas
intercambiadoras de nucleétidos que activan a Rac. Asi se forma el complejo activo
(Lambeth, 2004).

1.6 Inhibidores de la NADPH-oxidasa.

La NADPH oxidasa puede ser inhibida por varias moléculas endoégenas
entre las que destacan el 6xido nitrico, esteroides, adrenalina, IL-10 e IL-4. Se han
descrito algunos inhibidores exdégenos de la enzima y entre los mas usados estan

el difenil iodonio (DPI), que inhibe el transporte de electrones por Nox2
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pegandose al sitio de uniéon a FAD; apocinina, y 4-(2-aminoetil)-benzeno-sulfonil
fluorado (AEBSF), que inhiben a la NADPH-oxidasa, evitando el ensamblaje del

complejo enzimatico.

Existen numerosos estudios acerca de la participacion de las ERO
producidas por la NADPH-oxidasa tanto en condiciones fisiologicas (Shiose et al.,
2001; Banfi et al., 2004; Kawahara et al.; Lee et al., 2005; Aima et al., 2010) como
patolégicas (Moreno et al., 2002 ,Soresca et al, 2002; Gorin et al., 2005). Los
trabajos se han hecho en diversos tipos de tejido como el colon, el riidn, el
hueso, etc. En el SN, los estudios relacionados con este complejo se han
centrado en neuronas. Existe muy poca informacién sobre el papel que juega la
NADPH-oxidasa de las células gliales, particularmente de astrocitos, en los

procesos fisioldgicos y patoldgicos del SN.

1.7 Células gliales.

El SN se compone por diferentes tipos celulares, que en su mayoria estan
representados por neuronas y células gliales. Estas ultimas constituyen el 90% de
las células en el cerebro humano y desempeian una serie de funciones
esenciales para la formacion, mantenimiento y funcionamiento del sistema
nervioso (Jessen, 2004; Hea, 2007).

Existen distintos tipos de células gliales en el SNC: los oligodendrocitos, las
células de Schwan, Ila microglia y los astrocitos. Cada tipo glial desempefia
funciones diferentes y presenta caracteristicas unicas. Los oligodendrocitos y
células de Schwan son células con poco citoplasma alrededor del nucleo, con
procesos que se envuelven en si mismos alrededor de los axones de las neuronas
y forman las cubiertas mielinizantes que permiten la propagacion de los impulsos
nerviosos (Jessen, 2004; Ness, 2005). La microglia se conforma por células con
soma pequefo y varios procesos bifurcados que tienen alta movilidad (Hea, 2007;
Pocock, 2007); su origen embrionario es distinto del de las demas células gliales,
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pues derivan de progenitores extravasculares (mieloide/mesenquimal) y de
progenitores circulantes (monocitos y macréfagos); la microglia constituye el
sistema inmune del SNC (Chan, 2007). Las primeras células gliales que surgen
durante el desarrollo corresponden a la glia radiada, llamadas asi por su forma
bipolar alargada; estas células desempefian un papel importante en la migracion
neuronal y en la produccion de células neuronales y no neuronales, incluidos los
astrocitos y oligodendrocitos. La mayor parte de los astrocitos y oligodendrocitos
se generan en la zona subventricular (ZSV) la cual es la mayor zona germinal
gliogénica. Distintas citocinas desempenan un papel critico en la diferenciacién de
estas células (Young, 1996; lhrie, 2008).

1.8 Astrocitos

De las diferentes especies de células gliales, los astrocitos son las células
mas abundantes. Estas células poseen numerosos procesos que emergen
radialmente y entretejen una compleja comunicacion con los somas y procesos
neuronales. Los astrocitos proveen un importante soporte estructural y metabdlico
(Wang y Bordey, 2008).

Bajo condiciones muy variadas los astrocitos son células capaces de
realizar multiples funciones, las que dependen de su localizacion e interaccién con
distintos tejidos y/o tipos celulares. Por ejemplo, los astrocitos participan en la
formacion de las sinapsis (sinaptogénesis) y modulan su eficacia y mantenimiento
mediante la liberacion de distintas senales (Barres, 2001). Ademas, estas células
poseen receptores a distintos neurotransmisores que pueden ser activados
durante la transmision nerviosa, y conducir a la elevacién de Ca®* y a la liberacién
de glutamato modulando la transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal
(Haydon, 2001). Esta elevacién en el calcio puede propagarse a través de los
astrocitos (enlazados mediante uniones estrechas), pudiendo modular la actividad
neuronal en una zona distinta a aquella en la que se origin el estimulo (Rochon,
2001).
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Por otro lado, los astrocitos son capaces de regular la homeostasis
extracelular mediante mecanismos moleculares que permiten remover vy
metabolizar neurotransmisores como glutamato (previniendo la neurotoxicidad
mediada por glutamato) y GABA (Chen, 2003). Otra funcién de gran importancia
que desempefian los astrocitos es la remociéon de K* extracelular que se acumula
durante largos periodos de actividad neuronal y que evita la alteracion de la

excitabilidad eléctrica de las neuronas (Walz, 2000; Gee, 2005).

Ademas de su papel en el mantenimiento fisioldgico, los astrocitos tienen
una importante respuesta al dafo y a la enfermedad. Las reacciones mas
comunes de los astrocitos en condiciones patologicas son el hinchamiento celular,
la hipertrofia-hiperplasia (astrogliosis) y la proliferacion (astrocitosis). Estas
reacciones pueden ocurrir en respuesta a infecciones virales, como en la
demencia inducida por el VIH-SIDA, o por dafo traumatico al cerebro, como por
isquemia/hipoxia, esclerosis multiple, sindrome de Down y enfermedad de
Alzheimer (Pekny, 2007, Heales, et al, 2004, Bambrick et al, 2004, Sheline et al,
2004) entre otras.

En las primeras etapas del dafio al SNC, los astrocitos reactivos tienen un
efecto protector sobre las neuronas participando en distintos procesos biolégicos
como la regulacién de iones extracelulares y niveles de neurotransmisores, la
reparacion de la matriz extracelular, el soporte trofico a las neuronas y la
proteccion de las células contra un estrés oxidante (Wang and Bordey, 2008); sin
embargo, una respuesta prolongada de los astrocitos (reactividad) puede interferir
en otros procesos como son la regeneracion de nervios y algunos productos
producidos por los propios astrocitos. Esta situacién puede resultar adversa vy
estar involucrada en algunas patologias como ocurre en algunas enfermedades
neurodegenerativas (Mahesh, 2006). Durante la gliosis reactiva ocurre una muerte
considerable de astrocitos, que puede propagarse a las células vecinas e

incrementar la muerte de los astrocitos. Tradicionalmente se ha aceptado que en
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astrocitos la muerte necrética es predominante en los modelos de dafio al SNC;
sin embargo, recientemente se ha acumulado evidencia apuntando a que la
muerte apoptotica tiene una mayor trascendencia en procesos fisioldgicos y

patolégicos en el SNC (Croisier, 2006).

Los astrocitos son células capaces de adquirir distintas morfologias
dependiendo del lugar donde se localicen y su interaccion con distintos tipos
celulares. In vivo se han descrito morfolégicamente 2 tipos de astrocitos. Unos
poseen forma de estrella con procesos largos que sobresalen alrededor del soma,
se localizan en la materia blanca y son llamados astrocitos fibrosos. El otro tipo
tiene forma aplanada, con una morfologia amorfa, semejantes a fibroblastos, y se
conocen como astrocitos poligonales o protoplasmicos y se localizan tanto en la
materia blanca como en la materia gris. Ambos tipos de astrocitos son positivos al
anticuerpo contra la proteina glial fibrilar acida (GFAP) aunque muestran una
serie de caracteristicas bioquimicas distintas. Los astrocitos tipo 1 ademas de
expresar GFAP, expresan también la glicoproteina Ran-2, no expresan
gangliésido GD3, tienen aspecto poligonal y no derivan de las células O-2A. Los
astrocitos tipo 2 expresan GFAP, no expresan Ran-2, expresan GD3, tienen forma
estrellada y derivan de las células O-2A (células progenitoras que pueden derivar

en oligodendrocitos o astrocitos de este tipo (Blazquez, 2001).
También es comun encontrar astrocitos con caracteristicas intermedias

entre los dos tipos, lo que sugiere que posiblemente ambas morfologias son
intercambiables (Safavi-Abbasi, 2001; Karasek, 2004; Wang y Bordey, 2008 ).
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2. ANTECEDENTES

Las células gliales forman parte del Sistema Nervioso (SN). Es sabido que
los astrocitos son las células gliales mas abundantes en el cerebro. De un tiempo
a la fecha, se ha descubierto que los astrocitos juegan un papel de gran
importancia para el funcionamiento del SN, asi como en las patologias y aun en la

muerte de las células que lo conforman.

Uno de estos papeles, es la defensa contra las ERO ya que los astrocitos
tienen un alto contenido de antioxidantes. Esta afirmacion se apoya en los datos
que revelan que las neuronas en cultivo son mas vulnerables a compuestos como
H.O,, peroxinitrito e hidroxidopamina que las células astrogliales en cultivo
(Dringen, R, 2000, Watts et la., 2005). En la mayoria de las regiones del SN, los
astrocitos forman una envoltura casi continua alrededor de los cuerpos celulares y

de los procesos de poblaciones completas de neuronas.

Recientemente se han descubierto enzimas cuya unica funciéon bioquimica
es la produccién de ERO, incluida la NADPH-oxidasa. Este complejo genera ERO
de manera regulada y produce ERO en varias células y tejidos como respuesta a
factores de crecimiento, citocinas y sefales de calcio (Lambeth, 2004). En
investigaciones de nuestro grupo y de otros se ha demostrado la presencia de
esta enzima en neuronas y astrocitos de cerebelo (Abramov et al., 2004, Coyoy et
al., 2008, Liu et al, 2004, Reinher, 2007).

La participacion de esta enzima en la iniciacion o preservacion de estados
patoldgicos, es importante. Por ejemplo, el péptido Bamiloide causa una disfuncion
neuronal por la activacion calcio-dependiente de una NADPH- oxidasa de
astrocitos (Abramov, et al., 2004) asociado a un incremento en la actividad de la
NADPH-oxidasa (Shimohama, 2000). En el hinchamiento hipoosmatico inducido
por amonio hay una activacion de NADPH-oxidasa en astrocitos, lo que conlleva a
las neuronas vecinas a un aumento en la sensibilidad al glutamato, a la inhibicién
de la cadena respiratoria y al vaciamiento neuronal de ATP de modo reversible
(Stewart, et al., 2000).
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Por otro lado, existe controversia en cuanto a la participacion de NADPH-
oxidasa en la produccion de ERO asociada a la muerte celular. Por ejemplo, Liu
et al. (2004), reportaron que la inhibicion de la enzima NADPH-oxidasa induce la
muerte de astrocitos, mientras que en neuronas se ha descrito que la generacion
de ERO por una NADPH-oxidasa conduce al dafio de macromoléculas como
lipidos, proteinas y ADN y muerte apoptoética (Coyoy et al, 2008; Giemez-Gamboa

y Moran, 2009; Hernandez-Martinez et al, en prensa).

Basados en estos antecedentes, y en la poca informacion acerca del papel
de la NADPH-oxidasa en astrocitos, nos interesamos en investigar si los astrocitos
de cerebelo expresan NADPH-oxidasa y si este complejo participa en la muerte

celular.
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3. HIPOTESIS

Si la generacion de ERO por activacion de la NADPH-oxidasa constituye
una senal inicial en la muerte celular, la inhibicidon de su actividad inducida por

estaurosporina reducira o retrasara el proceso de muerte en astrocitos.

4. OBJETIVO

Evaluar la expresién de la NADPH-oxidasa en astrocitos de cerebelo en cul-

tivo y determinar su participacion en la muerte de éstos inducida por St.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la viabilidad de astrocitos en cultivos primarios tras la estimulacion
por St.

Conocer la expresion de NADPH-oxidasa en astrocitos de cerebelo en culti-
VO.

Evaluar el efecto de los inhibidores de la NADPH-oxidasa en condiciones fi-

sioldgicas y de muerte celular inducida por St.
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5. METODOLOGIA

5.1 Cultivo celular

Se utilizaron cultivos primarios de astrocitos obtenidos de cerebelo de ratas
Wistar de 8 dias de nacidas (Moran, 1989). La suspensioén celular fue sembrada a
una densidad de 0.8 x 10° en cajas de plastico y sobre cubreobjetos en cuyo caso,
fueron previamente cubiertos por poly-L-lisina a una concentracion de 5-25 ug/ml.
El medio de cultivo utilizado se constituye por medio basal Eagle suplementado
con suero fetal bovino inactivado por calor al 10%, glutamina 2 mM, penicilina 50
U/ml y estreptomicina 50 pg/ml. Los cultivos fueron incubados a 37°C en una
atmosfera humeda, con una presién parcial de CO; 5% y 95% aire. Después de 8
dias en cultivo, se cambio el medio de las células por medio fresco, cada tercer

dia hasta su uso.
5.2 Induccion de muerte

La muerte de astrocitos se indujo con estaurosporina (St), un inhibidor de
proteina cinasa C que se ha demostrado que induce muerte apoptdtica en
diferentes modelos experimentales. Las células se trataron con St (0.1 — 0.5 uM)

por diferentes tiempos (desde 15 min hasta 48h).
5.3 Viabilidad celular
5.3.1. MTT

La viabilidad celular se midié por la técnica de transformacién de 3-(4,5
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) que se basa en la transformacion del
compuesto en azul de formazan debida a la actividad mitocondrial de las células
vivas. Los astrocitos se incubaron durante 15 minutos con MTT (0.5 mg/ml) a
37°C. Se retird el medio y se extrajo el azul de formazan con DMSO al 100% para
hacer una cuantificaciéon espectrofotométrica a una D.O. de 570 nm. Los
resultados de la viabilidad se reportan como absorbancia (directamente
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proporcional a la viabilidad celular) y como referencia se representa al control

como 100%.
5.3.2. Calceina-AM/ioduro de propidio

Otra técnica empleada para cuantificar la viabilidad, fue la incubacién de las
células con 1uM de calceina-AM/ioduro de propidio. La calceina es un fluorocromo
permeable a la membrana celular que dentro de la célula es procesado por
esterasas y fluoresce al excitarse a una longitud de onda de 520 nM. El ioduro de
propidio entra a la célula cuando ésta se encuentra dafiada. Las células tratadas
con St y con antioxidantes o inhibidores de la NADPH- oxidasa, fueron incubadas
15 min con calceina y 10 min con IP, posteriormente se lavaron con PBS y se

observaron al microscopio para determinar el numero de células muertas.
5.4 Deteccion de ERO.

Se determiné la produccion de ERO mediante microscopia de fluorescencia
usando dihidroetidina, la cual se transforma en etidio cuando es oxidada por el O,”
, éste se intercala con el ADN, lo que permite observar el nucleo de la célula de

color rojo.

Simultaneamente, para hacer la co-localizaciéon de los nucleos marcados
con etidio, se utiliz6 Hoechst que es un colorante lipofilico fluorescente capaz de
marcar el ADN y es utilizado comunmente para visualizar los nucleos y las mito-
condrias de las células. El Hoechst es excitado con luz ultravioleta alrededor de

350 nm y emite una luz azul fluorescente alrededor de una longitud de 460 nm.
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Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos y 1 dia después de reali-
zar el ultimo cambio de medio se hicieron los tratamientos respectivos y después
de 2h se incubaron a 37°C con dihidroetidina (3.2 uM) durante 30 min. Posterior-
mente las células se lavaron tres veces con buffer de fosfatos (PBS), se fijaron con
formaldehido al 4% a 4°C durante 15 min, se retiré el fijador y se lavaron con PBS.
Las células se incubaron con Hoechst 32258 (0.1%) durante 10 minutos y se lava-
ron con PBS 2 veces mas. Las preparaciones se montaron con PBS-glicerol 1:1
v/v. Las preparaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia (Nikon
Diaphot TMD, Nikon Corporation, Japén) usando el filtro UV-2B para observar los
nucleos marcados con Hoechst y con un filtro 2G de rodamina (ex 510-560 y em

590 nm) las marcadas con etidio.

5.5 Actividad de NADPH-oxidasa

Para calcular la actividad de la enzima NADPH-oxidasa se ultilizo la técnica
descrita por Shpungin y col. (1989) que la mide indirectamente a través de la re-
duccion de citocromo ¢ por el anién superoxido (O ;) formado, como se muestra

en la siguiente reaccion:

Fe'* eyt ¢+ 0y~ — Fe’t eyt ¢+ 0,

La produccion de O, se midié en un ensayo de cinética cuantitativa basado
en la reduccion de citocromo c. Las células cultivadas fueron homogenizadas en
un amortiguador salino (KH,POs 150 mM y Na,PO, 150 mM) a pH 7.4
suplementado con MgCl, 1 mM, EGTA 1 mM, NaN3 2 mM y glicerol 50% (v/v). El
homogenado se incub6é con una mezcla de reaccién que contiene 65mM de
fosfato K-Na, pH 6.8 a 24°C durante 90s adicionado de citocromo ¢ (86 uM), FAD
(10 mM) y SDS (0.1 mM) y DTT (1%). La reaccién se inicié con la adicion de 0.2
mM de NADPH, y la mezcla de reaccion. La reduccion de citocromo ¢ se midio
espectrofotométricamente a 550 nm por 60s. Finalmente se ajusté el resultado de
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la actividad enzimatica con la cantidad de proteina total por muestra. Los
resultados se expresan como la diferencia de la absorbancia por hora por
miligramo de proteina. La concentracion de proteina fue determinada por el
método de Bradford (1976).

5.6 Andlisis de proteinas por Western Blot

Las células se homogenizaron en el amortiguador de lisis (25 mM Tris HCI;
50 mM NaCl; 1% (v/v) NP-40; 0.2% (w/v) SDS y una mezcla de inhibidores de
proteasas. Los homogenados de astrocitos se separaron por electroforesis en un
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE, 10%) segun
Laemmli (1970). Las proteinas resueltas fueron transferidas a membranas de
polifluoruro de vinildeno (PVDF) a 100V por 1h. Las membranas fueron
bloqueadas durante 1 h a temperatura ambiente con 5% de leche libre de grasas
en TBS. Se incubaron los anticuerpos primarios anti-NOX1, anti-NOX4, anti-
p22°P"°%  anti-p47°"°* y anti-p67°"°* (Santa Cruz California, USA), a una
concentracion de 1:100 durante toda la noche a 4°C. Después de lavarse, se
trataron con un anticuerpo secundario anti-goat 1:12500 (ZyMax). Las bandas se
visualizaron usando quimioluminiscencia (CDP-Star, Bio Labs), siguiendo el

protocolo del fabricante y se expusieron a una placa Kodak X-OMAT-K.
5.7 Inmunocitoquimica

Se cultivaron los astrocitos sobre cubreobjetos durante 1.5 semanas. Se
lavaron con PBS dos veces y se fijaron con formaldehido 20 min. Se bloquearon
con una solucion de suero fetal bovino (SFB)/PBS 2% vy tritonX100 (0.003%)
durante 2h a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con los
anticuerpos anti-NOX 1, anti-NOX4 anti-p67°"°%, anti-p22P"°* toda la noche. Se
lavaron con PBS delicadamente y se incubaron durante 1h con el anticuerpo
secundario Alexa 488 (1:500). Se montaron las preparaciones en portaobjetos y

se observaron en microscopio de fluorescencia Zeiss.
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5.8 Andlisis estadistico

Los datos son expresados como medias +ES. La significancia estadistica
fue determinada mediante un andlisis t de Student de una via. Al menos tres
experimentos independientes por triplicado usando diferentes cultivos fueron
hechos para cada ensayo. En el caso de las micrografias, se hicieron 3 fotografias
por campo (3 campos) de 3 experimentos. El valor de p<0.05 fue aceptado para

indicar diferencia estadistica significativa.
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6. RESULTADOS

6.1 El tratamiento con St produce un cambio en la morfologia de los
astrocitos.

Con el objeto de inducir muerte en astrocitos cultivados, utilizamos un
tratamiento con estaurosporina (St), un inhibidor inespecifico de proteinas cinasas.
Bajo estas condiciones, se encontré que la morfologia de los astrocitos cambia,
pasando de una forma plana o estrellada a un aspecto reticulado con una

aparente reduccion del volumen celular.

Fig. 4. Cambio morfoldgico de los astrocitos. La morfologia caracteristica de los astrocitos
cambia con el tratamiento de St 0.5 uM durante 24 h. Obsérvese el alargamiento de los
cuerpos celulares que le confieren al campo un aspecto reticulado. Notablemente, estos
cambios inician a los pocos minutos del tratamiento. CF, Contraste de fases; GFAP,

proteina glial fibrilar acida.
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En la figura 4 se muestran estos cambios en astrocitos de cerebelo de rata
cultivados por 1.5 semanas y tratados con St 0.5 uM durante 24h, captados
mediante microscopia de contraste de fases. La totalidad de células observadas
correspondié a astrocitos con base en las observaciones con microscopia de
fluorescencia utilizando un anticuerpo contra la proteina glial fibrilar acida (GFAP),
una molécula que se expresa exclusivamente en células gliales (astrocitos y
células de Schwann) (Fig. 4). Es interesante notar que estos cambios ocurren

dentro de los primeros minutos de iniciado el tratamiento con St.
6.2 La St induce muerte dependiendo de la concentracion.

En primera instancia, se llevaron a cabo una serie de experimentos para
evaluar el impacto de la St sobre la sobrevivencia de astrocitos. Para ello, las
células se mantuvieron en cultivo durante 1.5 semanas y se trataron con St a
diferentes concentraciones (0.1 pM, 0.25 uM y 0.5 uM) por 24h. Como se muestra
en la figura 5, observamos que este compuesto reduce la viabilidad de los
astrocitos de una forma dependiente de la concentracién, observandose un 50%
de células muertas después de exponer los cultivos a una concentracién de 0.5
MM durante 24h.

6.3. La reduccién en la viabilidad de astrocitos inducida por St es

dependiente de tiempo.

La Figura 6 muestra que con una concentracion de 0.5 uM ocurre una
reduccion de la viabilidad de 10%, 35% y 50% después de 6h, 12h y 24h de
tratamiento, respectivamente. Después de 48h aun pueden observarse algunas
células vivas (no mostrado). De estos resultados se desprende que la St es un
inductor de muerte para este tipo celular y que la muerte depende del tiempo y de
la concentracién utilizada. Basados en estas observaciones, los siguientes
ensayos de viabilidad se realizaron utilizando St a una concentracion de 0.5 uM 'y

a un tiempo de exposicion de 24h.
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Fig. 5. Viabilidad de astrocitos tratados con distintas concentraciones de St. Se trataron
las células con St a diferentes concentraciones (0.1uM. 0.25uM y 0.5 uM y se monitore6
la viabilidad por MTT 24 hs después. Los resultados han sido normalizados y son

promedios + S.E.M. de 4 experimentos diferentes. *P<0.05 en comparacién con el control.

Con la finalidad de evaluar la viabilidad utilizando otra estrategia experimental, se
cuantificaron las células vivas tefiidas con calceina-AM (400 nM) y las células
muertas marcadas con ioduro de propidio (10 uM). Algunos astrocitos se dejaron
intactos mientras que otros se trataron con St 0.5uM durante 24h. Las figuras 7 y 8
muestran que, en las condiciones control, la gran mayoria de las células son
positivas a calceina y que solo unas cuantas se tifien con ioduro de propidio. Esta
relacion se invierte notablemente en los astrocitos tratados con St, dato que
coincide con la valoracion realizada por la reduccion de MTT.
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Fig. 6. Viabilidad de astrocitos tratados con St durante distintos periodos de
tiempo. Se evalud la viabilidad celular por la reduccién de MTT a diferentes tiempos
después de tratar a los astrocitos con St 0.5 uM. La exposicion a St por 6, 12 y 24 h,
redujo la viabilidad celular 10%, 35% y 50%, respectivamente. Los resultados han sido
normalizados y son promedios + S.E.M. de 4 experimentos diferentes. *P<0.05 en
comparacion con el control. Estos resultados coinciden también con los datos
obtenidos del conteo de nucleos marcados con Hoescht. La figura 9 muestra que
después de 24 h de tratamiento con St el numero de células se reduce 50%

aproximadamente.
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Fig. 7. Viabilidad de astrocitos por tincion con Calceina-AM vs IP. Las células positivas a
IP (rojo) aumentan cuando son tratadas con St durante 24 h mientras que las positivas a
Calceina (verde) disminuyen. Las fotografias de la izquierda muestran las células control

(C) las de la derecha las células tratadas con St 0.5 uM. (Ver protocolo en Metodologia).
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Fig. 8. Efecto de estaurosporina en el numero de células vivas y células muertas. Se
contaron las células control tefidas con calceina (vivas) y con IP (muertas) y las tratadas
con St 0.5uM durante 24 h (Ver protocolo en Metodologia). Los resultados son promedios
t+ S.E.M. de 5 experimentos diferentes con 3 repeticiones por condicion (3 campos c/u).

*P<0.05 en comparacioén con los controles.

6.4 La St induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).

Uno de los eventos que participa en la muerte celular es la generacién de
ERO, por lo que en este estudio procedimos a cuantificar la produccién de ERO
inducida por St. La produccion de ERO se determiné usando dihidroetidina (3.2
uM). Bajo estas condiciones, se observd un aumento en la cantidad de ERO
generadas cuando los cultivos se trataron con St 0.5 uM por 2h (Fig. 10). Como un
control positivo, se utilizé el sistema Xantina + Xantina oxidasa que es una
condicion pro-oxidante muy utilizada para evaluar la produccion de ERO. La figura

10B muestra que la St multiplica de manera notable la produccién de ERO con
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relacion a la células control. La figura 10A muestra imagenes representativas de

células tefiidas con etidio, indiativo de la presencia de ERO.

Fig. 9. La St reduce la viabilidad de astrocitos determinada por nucleos tefidos con
Hoechst. Los astrocitos control (C) y los tratados con St 0.5uM por 24 h (St) se tiferon
con Hoechst 0.001% (véanse Métodos) y se observaron al microscopio de fluorescencia.
Como puede apreciarse en el panel B, el nUmero de células después del tratamiento con
St se reduce 50% aproximadamente. Los resultados han sido normalizados y son
promedios + S.E.M. de 3 experimentos diferentes con 3 repeticiones por condicién (3

campos c/u). *P<0.05 en comparacion con el control
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Fig. 10. Efecto de la St en la produccion de ERO. Los astrocitos se trataron con St por 2h
o con Xantina —Xantina Oxidasa, (XaXO) una condicion pro-oxidante, durante 20 min. Se
evalud la generaciéon de ERO con dihidroetidina (DhEt) como se indica en los métodos. A)
Microfotografias representativas de astrocitos (contraste de fases y fluorescencia)
positivos a DhEt. B) Las barras muestran el promedio normalizado + S.EIM de 5
experimentos (triplicado por condiciéon con 3 campos cada uno). *P<0.05 en comparacion

con el control.

Con la idea de conocer el curso temporal de la generacién de ERO inducida
por St se realizé una curva contra tiempo evaluando la oxidacion de dihidroetidina
en cultivos tratados con St 0.5uM. Como se aprecia en la figura 11, las ERO

comienzan a formarse a partir de 1h del tratamiento y se observa un pico de
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produccion significativa a las 2h. En lo sucesivo los tratamientos con St para medir

produccion de ERO fueron de 2h.

Fig. 11. Produccién de ERO inducida por St en el tiempo. Se realizé una curva contra
tiempo para evaluar la produccion de ERO por la técnica de DhEt (ver Métodos). Los
resultados son el promedio + S.E.M. de células positivas a DhEt/total de células por
campo. (n=5, 3 repeticiones por experimento 3 campos c/u) *P<0.05 en comparacion con

el control

6.5 Los antioxidantes reducen la produccion de ERO inducida por St.

El uso de antioxidantes en los astrocitos tratados con St redujo la produccion de
ERO de manera significativa como puede notarse en la figura 12A. Cuando se
trataron los astrocitos con St 0.5 uM y simultaneamente con un flavonoide

Kaempferol (20uM, Kaem) o un mimético de la superdxido dismutasa MnTMPyP

36



(50 uM, Mn), se encuentra que la produccion de ERO se reduce alrededor del

50% con relacion a los astrocitos tratados unicamente con St (Fig. 12 B).
6.6 Las ERO participan en la muerte de astrocitos inducida por St.

En estudios previos se ha demostrado en diversos tejidos que las ERO
participan como moléculas sefalizadoras para la diferenciacion, desarrollo o
migracion celular (Aimo et al, 2010, Tobar et al, 2008). En otros modelos las ERO
se relacionan con la muerte (Gliemez-Gamboa and Moran, 2009; Jian-Mei et al,
2007; Becker et al, 2006). En este estudio encontramos que una pequefa
proporcion de los astrocitos control son positivos a la marca de dihidroetdio por lo
que nos propusimos definir si la reduccién de ERO con el uso de antioxidantes
inhibe o produce muerte en los astrocitos. Observamos que los antioxidantes
como kaempferol y MnTMPyP administrados a los astrocitos control en cultivo

durante 24h no afectan la viabilidad (no mostrado).

Por otro lado, el uso de estos antioxidantes disminuye la muerte de
astrocitos inducida por St, evaluada tanto por el numero nucleos tefidos con
Hoechst (Fig. 13A) como por la relacion de células marcadas con IP/calceina- AM
(13B). Por lo que se observa que el kaempferol y el MNTMPyP reducen la muerte
celular 50% (Fig. 13C).
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Fig. 12 Efecto de la administracién de antioxidantes en los niveles de ERO inducido por
St. Los astrocitos se trataron con St y 50 uM de MnTMPyP (Mn) o 20 uM de kaempferol
(Kaem). A) Las fotografias muestran la produccion de ERO medida con dihidroetidina (Ver
métodos). B) Las barras son el promedio de células positivas a DhEt del total de células
por campo + S.E.M. n=5, 3 repeticiones por experimento-3 campos c/u). P<0.05 (%)

comparada con el control (+) en comparacién con St.

6.7 NADPH oxidasa se expresa en astrocitos.

Se ha descrito que una fuente de ERO involucrada en la muerte de
neuronas es la NADPH-oxidasa. Esta enzima se ha encontrado en neuronas
piramidales del hipocampo y en neuronas de Purkinje cerebelares (Mizuki et al.,

1998; Serrano et al., 2003), entre otras, sin que se haya precisado su funcion.

En neuronas simpaticas en cultivo la NADPH-oxidasa parece tener un papel
fundamental en la muerte neuronal apoptética inducida por privacion de NGF
(Tammariello et al., 2000). Por otro lado, en un estudio previo de nuestro grupo
(Coyoy et al., 2008) se demostré la presencia de ARNm y proteina de los
homologos de la subunidad catalitica de la enzima NOX 2 (gp91°"*), NOX 3y
NOX 4 en neuronas granulares de cerebelo. En este mismo trabajo se encontrd
que la NADPH-oxidasa participa en la generacion de ERO que estan implicadas
en la muerte apoptética de las neuronas granulares de cerebelo. Con base en
estos antecedentes en el presente trabajo evaluamos la presencia de algunas
subunidades de este complejo y encontramos por Western blot la expresion de las
subunidades p22°"* y p67°"* asi como de los homdlogos NOX 1 y NOX 4, como

se muestra en la figura 15.
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Fig. 13. Efecto de antioxidantes en la muerte de astrocitos inducida por St. Los astrocitos
se trataron con St y antioxidantes (MNnTMPyP (Mn), 50 uM o Kaempferol Kaem (20uM)
por 24 h y se midi6 la viabilidad por calceina-IP como se indica en métodos. A) Numero de
nucleos por condicién tefiidos con Hoechst. B) Microfotografias que muestran en verde las
células vivas marcadas con calceina-AM y rojas las muertas marcadas con IP. Las barras
son el promedio normalizado + S.E.M. de nucleos positivos a IP/total de nucleos tenidos
con Hoechst por campo (n=5, 3 campos por 3 repeticiones por experimento) . C)
IP/Hoechst; D) IP/Calceina-AM<0.05 en comparacion (*) con el control (+) con St.

40



NOX4 NOX1

Fig 15. Expresion de p22°", p67°"°*, NOX1y NOX 4 en astrocitos de cerebelo de rata.
Se lisaron los astrocitos después de 7 dias en cultivo y se realizé un ensayo Western Blot

como se indica en Métodos. Las flechas senalan la banda de cada subunidad indicada.

De igual manera, demostramos por inmunocitoquimica la presencia de la
subunidades NOX 1y p67°"° en los astrocitos en cultivo (fig. 16). Estos
resultados junto con los obtenidos previamente apoyan nuestra hipotesis de que

NADPH-oxidasa esta involucrada en la produccion de ERO en estas células
6.8 La NADPH-oxidasa se activa con St.

Puesto que St induce muerte, y aumenta la concentracion de especies
reactivas de oxigeno en los astrocitos, medimos la actividad de esta enzima en
células tratadas con St para determinar si hay una participacion de la NADPH-
oxidasa bajo estas condiciones. En la figura 17 se muestra la actividad de la
NADPH-oxidasa en células tratadas con St. Como puede observarse, hay un
aumento en la actividad de la NADPH-oxidasa en relacion con el control después
de 2h de tratamiento. Esta actividad se inhibié en presencia de los inhibidores de

la NADPH-oxidasa: 4-(2-aminoetil) benzesulfonil fluoruro
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Fig. 16 Expresion de Nox 1y p67°"° en astrocitos. Se cultivaron las células por 7 dias y
se hizo un ensayo de inmunocitoquimica para detectar la presencia de NOX 1y p67°"*
como se indica en Métodos. En verde, las subunidades indicadas. En azul, nucleos
tefidos por Hoechst. C neg, control negativo, las células recibieron el mismo tratamiento

pero Unicamente se incubaron con el anticuerpo secundario.

hidrocloruro (AEBSF, 80 uM), Apocinina (Apo, 750 nM) y difenil yodonio (DPI, 520
nM). Sin embargo, unicamente la apocinina inhibe dicha actividad de forma

estadisticamente significativa.
6.9 La inhibicion de la NADPH-oxidasa reduce la produccion de ERO.

En congruencia con los resultados anteriores, encontramos que los
inhibidores de la NADPH-oxidasa reducen de manera significativa la producciéon
de ERO. Bajo estas condiciones AEBSF 80 uM, apocinina 750 nM y DPI 520 nM
redujeron la produccién de ERO alrededor de 50%, 30% y 60%, respectivamente
(Fig. 18)
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Fig. 17 Efecto de estaurosporina y de inhibidores de NADPH-oxidasa en la actividad de
NADPH-oxidasa. Los astrocitos se trataron después de 1 semana en cultivo con St en
ausencia y presencia de inhibidores de la enzima AEBSF (80uM), apocinina (Apo 750
nM), DPI (260 nM) o con un éster de forbol (PMA) durante 2 hs. La actividad de la enzima
se midi6é por la reduccion del citocromo C como se indica en Métodos. Los resultados se

expresan como la media + S.E.M de 3-6 experimentos independientes. (*) P < 0.05.
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Fig. 18 Efecto de inhibidores de NADPH oxidasa en la produccién de ERO inducida por
estaurosporina. Después de 1.5 semanas en cultivo, los astrocitos fueron tratados
durante 2 hs con St y los inhibidores de NADPH-oxidasa (AEBSF 80uM, Apocinina 750
nM, DPI 520 nM) o un antioxidante (Kaempferol 20 uM). Se incubaron 15 min con DhEt y
se realiz6 el experimento (ver Métodos). P < 0.05, n=8 en C y St ; n=4 St + inhibidores y

St + Kaem(*) Significativa en relacion con C; (+)Significativa en relacion con St.

6.10 Participacién de NADPH-oxidasa en la muerte de astrocitos.

En trabajos previos, nuestro grupo ha demostrado que las ERO son
capaces de inducir la muerte celular por apoptosis en neuronas granulares de
cerebelo, y que la NADPH-oxidasa es wuna fuente importante de estas ERO

(Valencia y Moran, 2004; Coyoy et al, 2008; Guemez-Gamboa y Moran, 2009.
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Fig.19 Efecto de inhibidores de NADPH oxidasa en la viabilidad de astrocitos. A) células
tratadas con St e inhibidores de la enzima (Apo 750 nM, AEBSF 80uM y DPI 520 uM por
24 h e incubadas con calceina-AM/IP. Verde, calceina; rojo, IP. B) Promedios + S.E.M. del
numero de células vivas por campo expresado como el porcentaje del total. *P < 0.05 con

respecto a St (n=4-6).
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Basados en estas referencias, y en los resultados obtenidos hasta ahora,
decidimos evaluar la viabilidad celular utilizando los inhibidores de la NADPH-
oxidasa simultaneamente con St. La técnica de MTT no resulté adecuada para
evaluar la proteccion alcanzada con los inhibidores de la enzima pues las
observaciones al microscopio no siempre coincidieron con la lectura reportada por
el espectrofotometro. Por ello, empleamos la técnica de calceina-AM/IP y
encontramos que la muerte de los astrocitos inducida por St disminuyé en
presencia de los inhibidores de la NADPH-oxidasa alrededor del 70% con respecto
a las células tratadas unicamente con St (Fig. 19A). Sin embargo, la apocinina no
presentd ningun efecto protector (Fig. 19A). La figura 19B resume los resultados

obtenidos en estos experimentos.
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/. DISCUSION

Los astrocitos son células gliales que se han definido como una poblacion
homogénea, con una morfologia estrellada que extienden numerosos procesos
hacia las neuronas y vasos circundantes en el tejido nervioso (Kimelberg, 2004).
En cultivo, los astrocitos, después de varios cambios de medio, quedan libres
tanto de neuronas como de los eritrocitos que suelen acompafar al cultivo
primario de estas células. En nuestros resultados pudimos confirmar la
homogeneidad de los cultivos de astrocitos de cerebelo utilizando un anticuerpo
contra la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), una proteina propia de los
filamentos intermedios que distingue a los astrocitos de otros tipos celulares
gliales. Como se muestra en la figura 1, las células fueron positivas para este
anticuerpo. Esta figura también muestra el cambio que sufren los astrocitos al

recibir un tratamiento con estaurosporina (St).

La St es un inhibidor de proteina cinasa C que tiene efectos citotdxicos y
que induce la muerte en diferentes tipos celulares (Tamaoki T et al. 1986;
Bertrand R et al, 1994; Keane R et al, 1997; Yue et al 1998; Caballero-Benitez y
Moran, 2003; Zhang et al, 2008). En nuestras condiciones encontramos que la St
reduce la viabilidad de las células de una forma dependiente de tiempo y
concentracion. Elegimos trabajar con una concentracion de St 0.5 uM que induce
la muerte de alrededor de 50% de las células. Se utilizaron 3 técnicas para evaluar
la viabilidad celular bajo las diferentes condiciones experimentales y en todos los
casos se encontraron resultados similares. Asi, los resultados obtenidos por la
reduccion de MTT para medir la viabilidad de los astrocitos fueron muy similares a
los obtenidos de contar células positivas a ioduro de propidio o a nucleos tefidos

con Hoechst.

Se sabe que hay un incremento en la generacién de ERO durante la muerte
celular (Valencia y Moran, 2001; Samhan-Arias et al, 2004; Giemez-Gamboa y

Moran, 2009), por lo que nos interesé conocer el papel de las ERO y de la
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NADPH-oxidasa en las células tratadas con St. También, en este sentido, nos
parecidé importante confirmar los datos reportados por Liu et al (2005) quien
afirma que se requiere una cierta concentracion basal de ERO en astrocitos para

Su sobrevivencia.

En este trabajo observamos que bajo condiciones control hay un nivel
basal de ERO. Cuando los niveles basales de las ERO se reducen con
antioxidantes o inhibidores de la NADPH-oxidasa la viabilidad de estas células no
se modifica. En este sentido, pensamos que es posible que la diferencia entre los
reportes de Liu y nuestro se deba al tipo de astrocitos empleados (corteza y
cerebelo) y/o al estado de maduracién de éstos, pues en el trabajo de Liu se
utilizan cultivos que han sido resembrados al menos una vez, lo que les confiere

caracteristicas distintas y no se consideran cultivos primarios (Fedoroff S, 1977).

Por otro lado, los astrocitos tratados con St muestran un incremento en la
produccion de ERO a partir de las 2h. Esta produccion se reduce marcadamente
con antioxidantes como el Kaempferol (2u0 M) y el MnTMPyP (50 uM), de manera
que el uso simultaneo de St con alguno de estos antioxidantes redujo la
produccion de ERO en 50%, aproximadamente. Ademas, observamos que el
Kaempferol y el MnTMPyYP redujeron claramente la muerte inducida por St. Estos
resultados coinciden con lo observado en otros tipos de células in vivo e in vitro
donde se ha demostrado que las ERO participan en una gran variedad de
condiciones relacionadas con la muerte celular (Noh y Kho, 2000; Tamariello et al.,
2000; Hwang et al., 2002; Kim et al., 2002; Valencia y Moran, 2004; Uttara, et al
2009).

Son multiples las vias metabdlicas capaces de producir ERO como sub-
productos (Kim et al., 2002; Ramiro-Cortés y Moran, 2009). Por ejemplo, la
mitocondria produce niveles importantes de ERO como sub-productos del
metabolismo aerdbico (Lowell and Shulman, 2005; Jiménez-Jiménez et al., 2006).

Ademas, durante la oxidacion de los acidos grasos que ocurre en los peroxisomas
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se produce H,O,. También, la actividad de flavoproteinas, las cicloxigenasas y
xantina oxidasa conlleva a la generacion de ERO. Recientemente, se le ha
prestado especial atencion a la NADPH-oxidasa que es una enzima productora de
ERO exclusivamente (Lambeth, 2004).

En el sistema nervioso, se ha sugerido que la NADPH-oxidasa puede jugar
un papel importante en distintos procesos fisiologicos y patologicos (Andersen,
2004; Jiménez-Jiménez et al., 2006; Ramiro-Cortés y Moran, 2009). En neuronas
se han identificado practicamente todas las subunidades de la NADPH-oxidasa
(Kim et al., 2002; Coyoy et al., 2008). Sin embargo, hasta este momento no hay
suficiente informacion al respecto en astrocitos. En el presente estudio
identificamos por primera vez en astrocitos de cerebelo, utilizando analisis por
Western blot e inmunocitoquimica, la presencia de diferentes subunidades de la
NADPH-oxidasa, como p22P"* y p67°"°* asi como de dos homdlogos de la
subunidad catalitica, NOX 1 y NOX 4.

Sabiendo que la NADPH-oxidasa esta presente en los astrocitos de
cerebelo en cultivo, que el tratamiento con St incementa su actividad y la
produccion de ERO, asi como por el antecedente de que una NADPH-oxidasa es
la fuente principal de ERO en neuronas (Wang et al., 2007; Coyoy et al., 2008;
Gulemez-Gamboa y Moran, 2009), probamos que las ERO producidas en
respuesta al tratamiento con St fueran generadas por una NADPH-oxidasa. Por
un lado, encontramos que el PMA, un éster de forbol que activa proteinas cinasas,
incrementd la actividad de la NADPH-oxidasa. Ademas, encontramos que esta
enzima esta activa constitutivamente. Cuando los cultivos se tratan con St, la
actividad de la NADPH-oxidasa aumenta en un 50% después de 2h. Esta actividad
no se observa en presencia de cualquiera de los 3 inhibidores de la NADPH-
oxidasa probados (AEBSF 80uM el DPI 520 uM vy la apocinina 750 nM). Por otro
lado, los inhibidores AEBSF, apocinina y DPI redujeron significativamente la
produccion de ERO en astrocitos tratados con St.
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Como se menciond, cuando se utilizan los inhibidores de la NADPH-
oxidasa no se ve un rescate total ni de la muerte, ni de la produccién de ERO.
Esto podria deberse a que las especies producidas por la enzima pueden también
tener como origen a las mitocondrias, las cuales podrian experimentar un
desacoplamiento que conllevaria a la produccién de ERO (Abramov et al., 2004;
Zhu, et al., 2009).

Finalmente, la inhibicion de la NADPH-oxidasa con AEBSF y DPI redujo
significativamente la muerte por St, lo que permite sugerir la participacion de una
NADPH-oxidasa en la muerte de astrocitos inducida por St. Curiosamente, la
apocinina, no tuvo un efecto protector contra la muerte de astrocitos inducida por
St, aunque este compuesto si redujo de forma significativa la produccién de ERO.
En este sentido no encontramos una explicacion, aunque podria especularse que
la apocinina reduciria a las ERO mas alla de los niveles fisiolégicos llevando a una
condicion de muerte. En este sentido, encontramos que la apocinina redujo
marcadamente los niveles de ERO e inhibi6 claramente la actividad de la NADPH-

oxidasa.

Un dato interesante fue el cambio morfolégico temprano que
experimentaron los astrocitos en presencia de St. Aunque desconocemos los
mecanismos asociados a este fendmeno, podriamos especular que la St a través
de sus efectos inhibidores de proteina cinasas podria alterar la organizacion del

citoesqueleto de los astrocitos.
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8. CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que bajo
condiciones basales ocurre una generacion de ERO a través de una NADPH-
oxidasa. Hasta este momento no podemos descartar por completo la participacion
parcial de la mitocondria u otras enzimas en este evento. Por otro lado, la
estaurosporina induce muerte de astrocitos en cultivo. Bajo estas condiciones,
ocurre un incremento de ERO y de la actividad de la NADPH-oxidasa, lo que
sugiere que la muerte de astrocitos inducida por St podria estar mediada por una

generacion de ERO producida por la activacién de una NADPH-oxidasa.
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