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RESUMEN

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que representa un
proceso activo que requiere de energia, sintesis de ARNm y de proteinas.
Algunas de sus caracteristicas son la condensacién de la cromatina, el
encogimiento celular, la fragmentacién del ADN y la activacién de un tipo
especifico de proteasas conocidas como caspasas. La apoptosis participa de
forma importante durante el desarrollo embrionario y en condiciones patolégicas
del adulto.

Recientemente se ha sugerido que un ambiente oxidante, resultante de la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), puede constituir un
estfmulo tanto inductor como ejecutor e incluso regulador de la muerte
apoptoética. Todos los organismos producen ERO como subproducto del
metabolismo aer6bico normal, particularmente en la respiracién mitocondrial,
pero también existen otras fuentes como la actividad de la NADPH oxidasa,
identificada originalmente en fagocitos. Recientemente se han encontrado
proteinas homologas de NADPH oxidasa (Nox 2) denominadas Noxi a Nox5, en
distintos tipos celulares.

Se ha observado en diferentes neuronas en cultivo que la induccién de la
muerte apoptética genera una condicién prooxidante, y que el tratamiento con
antioxidantes inhibe o retrasa la muerte. Por otro lado, se ha propuesto que una
de las ERO generadas bajo estas condiciones apoptéticas podria ser el ani6n
superdxido formado por una NADPH oxidasa presente en neuronas.

Empleando como modelo el cultivo de neuronas granulares de cerebelo
(NGQ) de ratones y utilizando como inductores apopt6ticos la privacion de KCl
extracelular (K5) y la aplicacién de la estaurosporina (St), en este trabajo se
analiz6 la participacién de esta enzima en la muerte apoptética de NGC de
ratones deficientes en Nox 2. Primeramente validamos el uso de NGC de ratén
como modelo de muerte apopto6tica dilucidando asi una controversia sobre los
mecanismos de muerte en NGC de rata y ratén. Por otro lado, encontramos que
las NGC de ratones deficientes en Nox 2 mueren de manera idéntica a la
observada en ratones silvestres. Asi, ambos estimulos, K5 o St, inducen la
actividad de caspasas y una reduccién de la viabilidad de manera similar en
NGC de ambos tipos de ratones. También encontramos que en ambos casos se
induce la activacion de NADPH oxidasa y la produccion de anion superdxido.
En todos los casos el empleo del inhibidor de esta enzima, el difenilyodonio
(DPI), disminuye la actividad de la enzima, la produccién de EOR, la activaciéon
de caspasa-3 y la muerte neuronal.

Estos resultados nos indican que la Nox 2 no es indispensable para la
muerte apoptética de las NGC de ratén, lo que sugeriria la participaciéon de otros
miembros de la familia de las NADFPH oxidasas en este proceso.
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I. INTRODUCCION

1.1. Muerte apoptotica

La muerte apoptoética o apoptosis es un mecanismo fisiolégico utilizado
por los organismos pluricelulares durante el desarrollo y la morfogénesis para
controlar el nimero de células, para formar estructuras y para eliminarlas.
Ademas, en el organismo adulto tiene un papel importante en la eliminacién de
células daninas y en la homeostasis tisular (Vaux y Korsmeyer, 1999; Jacobson et
al., 1997).

Este tipo de muerte es un proceso activo y ordenado que requiere de
energia, sintesis de ARNm y de proteinas (Oppenheim ef al., 1990), ademés de
tener caracteristicas bioquimicas, morfolégicas y moleculares particulares.
Algunas de sus caracteristicas morfol6gicas son la condensacion de la cromatina,
el encogimiento celular y la preservacién del sistema membranal, lo que permite
la formacién de cuerpos apoptéticos, los cuales son posteriormente fagocitados
por macréfagos, evitando asi que se vacie el contenido celular y la consecuente
reaccion inflamatoria (Green y Beere, 2001).

Algunas caracteristicas moleculares de la apoptosis incluyen la
fragmentacién del ADN, la traslocaciéon de la fosfatidilserina de la capa interna
de la membrana a la capa externa, la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria
y la activacién de proteasas de cisteina, denominadas caspasas, entre otras. (Fig.
1).

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es un proceso de degeneracion
celular pasiva, donde la integridad tanto de la membrana plasmatica como la
interna se pierde, vaciando asf el contenido citoplasmatico y de los organelos al
medio extracelular, lo cual genera un proceso inflamatorio en el 4rea afectada

(Hengartner, 2000)(Fig. 2).
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Figura 1: Algunos eventos moleculares de la apoptosis son la translocacion de fosfatidilserina (PS), la
fragmentacion del DNA por endonucleasas y la activacion de proteasas como las caspasas. DEVD es el
sitio de corte de la caspasa 3.

Entre las proteinas que son sintetizadas durante la apoptosis, las caspasas
tienen un papel muy importante, al estar involucrada tanto en el inicio como en
la ejecucién de la muerte apoptética (Thornberry y Lazebenik, 1998). La mayoria
de los cambios morfolégicos observados durante este proceso se deben a la
accion directa de este grupo de proteasas, las cuales son responsables del
procesamiento proteolitico de proteinas nucleares y de citoesqueleto que llevan
al desensamblaje celular (Hengartner, 2000).

Las caspasas se clasifican en iniciadoras y ejecutoras segtn la participacién
temporal que tengan en el proceso de muerte. Las caspasas con grandes
prodominios como la 2, la 8 y la 9, funcionan como iniciadoras, al principio de la
cadena proteolitica, mientras las que presentan un prodominio pequefioc como la

3,1a 6y la 7, funcionan como efectoras (Thornberry y Lazebenik, 1998).
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Figura 2. Diferencia entre apoptosis y necrosis. En la apoptosis existen cambios a nivel nuclear,
pero las mitocondrias se preservan, también existe un encogimiento celular que lleva a la formacién
de cuerpos apoptoticos, ya que la membrana no pierde su integridad. En el caso de la necrosis no
existen cambios nucleares sin embargo si hay cambios mitocondriales, ademas hay un hinchamiento
que lleva a la lisis de las membranas y el vaciamiento del contenido intracelular.

Ademés de las caspasas existe una gran diversidad de moléculas que
regulan la apoptosis como son la proteina adaptadora Apaf-1, el factor inductor
de apoptosis (AIF), las protefnas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), los
miembros de la familia Bcl-2, que pueden ser proapoptéticos como Bax o

antiapopt6ticos como Bcl-2, entre otras (Danial y Korsmeyer, 2004).



En general existen dos mecanismos de inicio de la apoptosis: la via
intrinseca y la via extrinseca. La primera involucra la liberacién de moléculas
proapoptéticas de la mitocondria, como Apaf-1 (factor apoptético activador de
proteasas) y el citocromo ¢, las cuales a su vez activan a la caspasa-9 por medio
de la formacién del apoptosoma. Una vez activa, la caspasa-9 activara a la
caspasa-3 para continuar asf con la cascada proteolitica. La via extrinseca esta
mediada por la activacién de receptores localizados en la membrana plasmatica,
los cuales reclutan a la caspasa-8 por medio de la proteina adaptadora FADD, lo
que provoca que la caspasa-8 se autoactive por proximidad. (Hengartner, 2000;

Danial y Korsmeyer, 2004).

1.2. Apoptosis en el sistema nervioso

La apoptosis es el tipo de muerte celular programada responsable de la
eliminacion fisiol6gica de muchas poblaciones celulares durante el desarrollo, un
ejemplo de esto es lo que ocurre en el sistema nervioso central donde se ha
estimado que mas del 50% de las neuronas mueren durante el desarrollo
embrionario y/o la maduracién postnatal (Raff et al., 1993; Burek y Oppenheim
1999).

El papel que desempena la apoptosis durante el desarrollo incluye la
formaciébn O6ptima de conexiones sinapticas y la eliminacién de neuronas
innecesarias (Nijhawan et al., 2000). Que una neurona muera o no durante el
desarrollo depende principalmente del microambiente que la rodea. Si una
neurona logra hacer una conexién exitosa con su célula blanco, ésta le aportara
factores troficos que promoveran su supervivencia (Sastry y Rao, 2000), si no, la
neurona morird; lo que sugiere que al principio del desarrollo hay una
sobrepoblacién de neuronas y que éstas compiten por los factores tréficos.

La apoptosis ademas de participar en el desarrollo del sistema nervioso

(SN) también ha sido descrita en condiciones patolégicas del adulto, ya que se ha



sugerido que participa en muchas enfermedades neurodegenerativas como la

enfermedad de Alzheimer y la de Parkinson, entre otras (Nijhawan et al., 2000).

1.3. Apoptosis, estrés oxidativo y NADPHoxidasa

La tensién oxidativa es producto de la acumulacién de especies reactivas

de oxigeno (EOR), entre las cuales se encuentran el radical super6xido (O,-), el

peréxido de hidrégeno (H20:), el radical hidroxilo (-OH-), el peroxinitrito
(ONOCO), entre otras. Tradicionalmente se habfa propuesto que el estrés
oxidativo se asociaba exclusivamente con la muerte necrética. Recientemente se
ha descrito que este evento puede constituir un estimulo tanto inductor como
ejecutor e incluso regulador de la muerte apopt6tica (Atabay et al., 1996; Schultz
et al.,, 1996; Kroemer, 1998; Sakaguchi et al., 1998, Kowaltowsky et al., 1999;
Nichols y Budd 2000; Valencia y Moran 2001).

Las EOR fueron consideradas por mucho tiempo instrumentos de
defensa, como en el caso de los macréfagos que las usan en la descarga oxidativa
para eliminar a los microorganismos, y agentes daninos que al acumularse
producian envejecimiento celular. Algunas evidencias recientes apuntan a que
las EOR tienen papeles mas especificos en la fisiologia normal de las células. En
el caso del sistema nervioso, existen evidencias de estos episodios oxidativos
tanto en patologias (enfermedades de Alzheimer y Parkinson, esclerosis lateral
amiotroéfica, sindrome de Down, entre otras) como en procesos fisiolégicos
durante el desarrollo del mismo (Halliwell, 1992; Tan et al., 1998; Nijhawan et al.,
2000, Valencia y Moréan, 2001).

Todos los organismos producen EOR como un subproducto del
metabolismo aer6bico normal, particularmente en la respiracién mitocondrial
donde, a nivel del Complejo I de la cadena de transporte electrénico, hay una

pérdida del 1-2% de electrones los cuales reducen parcialmente al O, para formar



O, (Cadenas y Davies, 2000). Existen también otros medios de produccién de
EOR como la xantina-oxidasa, la cual puede formar O, a partir de O, y el
citocromo P450, entre otras; pero posiblemente el complejo enzimético mas
importante sea la NADPH oxidasa (Sauer et al., 2001).

La NADPH oxidasa es una enzima que transfiere electrones del NADPH
al oxigeno molecular produciendo asf el anién superéxido. El complejo
identificado originalmente en fagocitos estd compuesto por el flavocitocromo o
citocromo b formado por 2 subunidades transmembranales (gp91-phox 6 Nox 2

y p22-phox) y por 3 reguladores citos6licos (p67-phox, p47-phox y p40phox) y
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Figura 3. Activacion de la NADPH oxidasa de neutréfilos. La activacion de gp91phox ocurre
cuando al menos tres sefiales resultan en el ensamblaje de las proteinas reguladoras con el
flavocitocromo b588, estas sefiales son la fosforilacién de p47phox, el metabolismo lipidico el cual
provee de lipidos a los que p47phox y p40phox tienen sitio de unién, asi como la traslocacion de
Rac a la membrana y su unién con p67phox para formar el complejo activo. (Lambeth, 2004)



requiere de una GTPasa, Racl o Rac2, para su activacion (Henderson et al., 1995,
Clark et al., 2004)(Fig 3).

La NADPH oxidasa fue originalmente descrita en neutréfilos (Babior et al.,
2002) donde es una fuente importante de anién superéxido durante la “descarga
oxidativa” en respuesta de mediadores inflamatorios o microorganismos. Para
su activacién se requiere que el complejo citopldsmico se una al citocromo b.
Esta interaccién se previene en el estado de reposo de la enzima gracias a la
conformacién auto-inhibitoria de p47-phox, la cual requiere ser fosforilada para
que pueda ser traslocada a la membrana plasmatica y formar el complejo activo
con gp9l-phox (Nox 2), la subunidad catalitica (Groemping et al., 2003). Se cree
que esta fosforilacion la lleva a cabo la proteina cinasa C (PKC), por lo que se le
involucra en la regulacién de la actividad de la NADPH oxidasa (Noh y Koh,
2000) (Fig 3).

1.4. Familia de las NADPH oxidasas (Nox)

Recientemente se han identificado proteinas homélogas a gp91-phox,
denominadas Noxl a Nox5 (por NADPH-oxidasa), en células no-fagociticas
como fibroblastos, células endoteliales, osteoclastos etc., asi como en una gran
variedad de tejidos como colon, rinones, glandula tiroides, entre otros (Lambeth
et al., 2000; Cheng et al., 2001; Lambeth, 2004; Geiszt y Leto, 2004). También se ha
identificado otro tipo de protefnas homoélogas denominadas Duox 1 y 2 (por
Dual oxidasas), las cuales ademéas de tener una regién homéloga a gp91-phox
tienen un dominio adicional homélogo a peroxidasa y un sitio de unién a Ca?*
(Fig 4) (Cheng et al., 2001; Lambeth, 2004).

Todas estas enzimas son estructuralmente muy parecidas a Nox 2 (gp91-
phox), ya que todas contienen un dominio de flavocitocromo en el extremo C-
terminal, el cual tiene sitios de unién a FAD y NADPH. Ademas, en el extremo

N-terminal tienen seis a-hélices transmembranales las cuales contienen 2 sitios



de unién a grupos hemo, siendo Nox 1, 3 y 4 las més parecidas. Nox 5 ademas

tiene un dominio de unién a Ca?* en el extremo N-terminal (Fig 4).
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Figura 4. Estructura de los dominios de la familia de las Nox: Nox1, Nox3 y Nox4 son las mds
parecidas tanto en tamafio como en estructura de los dominios a gp91phox (Nox2). Nox5 tiene la
misma estructura catalitica que Nox2, pero tiene ademas un dominio de unién a calcio. Duox1 y
Duox2 tienen la misma estructura que Nox5, més una o-hélice seguida de un dominio homélogo a
peroxidasa. ( Lambeth, 2004)

Nox 1 fue el primer homélogo de gp91-phox que se identificé y fue
descrito como una oxidasa mitogénica debido a que al ser transfectada a
fibroblastos produce un incremento en la proliferacién celular y la formacién de
tumores agresivos en ratones atimicos (Suh et al., 1999). Trabajos posteriores
apoyan esta afirmacién (Arnold et al.,, 2001), por lo que Nox 1 pudiera estar
involucrada en la regulacién mitogénica y con el cancer; sin embargo, al suprimir
Nox 1 en células cancerigenas de colon no se ve afectada la proliferacion celular.

La Nox 3 parece tener una distribucién mas restringida. En particular se
ha detectado en las otoconias (células del ofdo interno), donde se le ha

involucrado en la morfogénesis ya que ratones deficientes en esta Nox presentan



trastornos motores, de coordinacién, orientacién y comportamiento (Paffenholz
et al., 2004).

Nox 4 podria tener la funcién de detectar los niveles de oxigeno en el
rifién asf como de regular la sintesis de la eritopoietina (EPO) (Geiszt et al., 2000;
Shiose et al.,, 2001), ademas de ser responsable de la produccién de O, en
osteoclastos, participando en la reabsorcién 6sea. (Yang et al., 2001). Estudios
recientes involucran a Nox 4 en la produccién de EOR mediada por la via de la
insulina (Mahadev et al., 2004).

Se ha sugerido que Nox 5 puede tener un papel en la proliferacién celular
de la linea DU 145 (Brar et al., 2003), asf como en la capacitacién de los
espermatozoides o en la reaccién acrosomal (Baker y Aitken, 2004); ademas se ha
encontrado ARNm en espermatocitos en paquiteno (Banfi et al., 2001).

Duox 2 es esencial para la sintesis de la tiroxina por medio de la
iodinacién de la tiroglobulina, ya que se ha observado que mutaciones en ésta
causan hipotiroidismo (Moreno et al., 2002). También se ha detectado Duox 1 en
la glandula tiroides, pero se desconoce qué funcién especifica tiene. Por otro
lado, se cree que ambas enzimas juegan un papel importante en la modificacién
de protefnas de matriz extracelular asf como de otro tipo de moléculas por medio
de la produccién de EOR. (Edens et al., 2001; Lambeth, 2004)

Todos los miembros de la familia Nox participan en diferentes vias de
senalizacién, a pesar de que todas tienen en realidad la misma capacidad de
producir O,~. Esto pudiera deberse a la alta especificidad de funciones segtn el
tejido en el que se encuentren. Sin embargo, ademas de localizarse en los tejidos
ya mencionados, las Nox también se expresan en otros tejidos (Cheng et al., 2001;
Krause, 2004), donde aunque su expresién no sea tan alta, pudieran también

jugar un papel importante.



II. ANTECEDENTES

Las neuronas granulares de cerebelo (NGC) constituyen alrededor del 80%
de esta estructura y una gran proporcién de estas células son eliminadas durante
su desarrollo. Estas neuronas se generan posnatalmente en la capa germinal
externa, donde se diferencian y migran a la capa granular, donde reciben
aferencias glutamatérgicas de los ndcleos pontinos provenientes de la médula
espinal. Se sugiere que estas aferencias actGan como sefial tréfica promoviendo
la diferenciacién y supervivencia de estas neuronas.

Los cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo son un modelo
adecuado para el estudio de la apoptosis en el sistema nervioso. Las NGC
pueden mantenerse en cultivo si estdn crénicamente despolarizadas con altas
concentraciones de potasio (25mM de KCl: K25) (Gallo et al. 1987) o en presencia
de un agonista de los receptores a glutamato, el N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Balazs et al, 1988, Moran y Patel, 1989). Estas dos condiciones inducen un
incremento en la concentracién de calcio intracelular, lo que ayuda a mantener
vivas a las células.

Estas células mueren apoptéticamente, después de 24 - 48 horas, al ser
transferidas de este medio despolarizante a un medio con concentraciones
fisiolégicas de potasio (5mM de KCI: K5), lo que genera una reduccién en la
concentracion intracelular de calcio (Gallo et al., 1997; D’Mello et al., 1993; Morén
et al, 1999; Gerhardt et al, 2001). Se ha sugerido que esto es similar a lo
observado durante el desarrollo cuando las NGC dejan de recibir las entradas
presinapticas glutamatérgicas de las fibras musgosas. Existen otras condiciones
experimentales muy utilizadas para inducir apoptosis en este modelo como la
estaurosporina (St) (Taylor et al., 1997; Caballero-Benitez y Morén, 2003).

Se ha demostrado en distintas preparaciones de células en cultivo que
cuando las neuronas son privadas de un estimulo tréfico, lo cual induce muerte

apoptética, se genera una condicién prooxidante. Si esta condicién es inhibida
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con antioxidantes, la muerte se evita total o parcialmente, sugiriendo asf la
participacién de las EOR (Atlante et al., 1998; Castilho et al., 1999). En NGC se ha
observado que cuando las células son transferidas a K5 se genera un estrés
oxidativo alrededor de las 3-4h de que se dio el estimulo apopt6tico, antes de que
aparezcan parametros de muerte como actividad de caspasa 3 y traslocacién de
la fosfatidilserina; y que si este estrés es inhibido con antioxidantes tanto los
parametros apoptéticos como la muerte se inhiben significativamente. (Valencia
y Morén, 2001).

Por otro lado, se ha propuesto que el anién super6xido podria ser la EOR
preferentemente involucrada en la muerte de las neuronas granulares de
cerebelo en cultivo (Atlante et al., 1998; Martin-Romero et al., 2002; Satoh et al.,
1998). En algunas preparaciones se ha encontrado que la mayor proporcién de
anién super6xido no proviene necesariamente de la mitocondria, sino de un
complejo enziméatico denominado NADPH oxidasa, el cual se ha demostrado
recientemente que est4 presente en distintas neuronas en cultivo. En un modelo
de neuronas corticales en cultivo se demostré recientemente que estas enzimas
participa activamente en la induccién de la muerte neuronal (Noh y Koh, 2000;
Kim et al., 2002; Hwang et al., 2002).

Uno de los primeros reportes que sugieren el papel de la NADPH oxidasa
en la muerte apoptoética es el de Tammariello y cols. 2000 donde muestra que en
neuronas simpaticas, la privacién de NGF induce este tipo de muerte debido a
un estrés oxidativo generado por la NADPH oxidasa. Lo anterior lo demuestran
por medio de dos aproximaciones experimentales: 1) la utilizacién de un
inhibidor farmacolégico de la enzima, el DPI y 2) por medio de una inactivacién
genética de la misma (en ratones deficientes en Nox 2), ya que en ambos casos ve
una reduccién significativa en el namero de células apoptéticas después de la

privacién de NGF, con respecto al control (Tammariello et al., 2000).
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Los ratones deficientes en Nox 2 tienen una insercién del gen de la
ionomicina en el ex6n 3 de la subunidad catalitica por lo que no producen
protefna funcional, lo que mimetiza la enfermedad de granulomatosis crénica, en
humanos (Pollock et al., 1995).

Por otro lado, también se ha sugerido la participacién de la NADPH
oxidasa (Nox 2) en la muerte de neuronas en estudios que demuestran que los
ratones deficientes en esta enzima exhiben una reduccién en la lesién después de
la isquemia (Walder, 1997)

Asf, los antecedentes anteriormente mencionados, sugieren una posible
participacién de EOR, en particular O,- , producidas por la NADPH oxidasa, las
cuales podrfan constituir una sefial temprana en el proceso de la muerte
apoptética de las NGC. y que una aproximacién ttil para ver el papel de la
misma en la progresién de la muerte es la utilizacién de ratones deficientes en

Nox 2.
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III. HIPOTESIS

Si la apoptosis tiene como sefial temprana un aumento en la produccién
de ani6én superéxido, y si el anién super6xido es producido por la Nox 2,
entonces en neuronas deficientes en esta subunidad habré una disminucién en la

muerte apoptoética.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general
Estudiar la participacién de la Nox 2 en la muerte de neuronas granulares

de cerebelo de rat6n en cultivo.

Objetivos particulares
41 Establecer si las NGC de ratén mueren apopt6ticamente bajo los estimulos
de bajo potasio (K5) y estaurosporina (St 0.5 uM) como lo hacen las NGC de
rata.
42 Comparar parametros de muerte apoptética entre NGC de ratones
deficientes en Nox 2 y de ratones silvestres, inducida por privaciéon de

potasio (K5) y estaurosporina (St 0.5 mM).
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V. METODOS Y MATERIALES

5.1. Animales

Los ratones deficientes en Nox 2 se obtuvieron de Jackson Laboratories,
US.A. y los ratones silvestres (cepa C57BI6) se adquirieron en Harlan, México.
Los ratones deficientes en Nox 2 tienen insertado el gen de la neomicina entre los
exones 3 y 4, lo cual evita que se produzca la enzima funcional, la mutacién no es
letal por lo que los animales deficientes son homocigos (Pollock et al., 1995). Para
comprobar que efectivamente los ratones son deficientes se hizo una PCR para
detectar el gen de resistencia a neomicina, donde se puede observar que
anicamente los ratones deficientes presentan la banda esperada de alrededor de

350 pb, mientras que en los ratones controles no se observa dicha banda (fig. 5).

Figura 5: Identificacion de ratones deficientes en Nox 2 por PCR: En | se muestra un control
negativo contra neomicina, seguido de uno positivo (2), que concuerda con el peso esperado del
producto (350 pb), posteriormente esta una muestra de raton deficiente en Nox 2 (3), donde se
aprecia la banda de neomicina, mientras que en el siguiente carril (4), del ratéon control, no aparece
esta banda; el ultimo carril (5) es un control negativo donde no hay ADN.



5.2. Cultivo de neuronas granulares de cerebelo de rat6n

Se utilizaron cultivos primarios de células granulares de cerebelo de ratén
realizados de la misma manera que se describi6 este método para realizar cultivo
de neuronas granulares de rata (Moran y Patel 1989). Brevemente, se obtiene una
suspensién de neuronas disociadas de cerebelo de ratén de entre 7 y 8 dias
postnatales, que son sembradas en platos de cultivo previamente tratados con
poli-L-lisina a una concentracién de 5 pg/ml por 24 h, a una densidad de 1.5x10°
células por ml. Para el cultivo se utiliza el medio basal Eagle suplementado con
10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado con calor, 2mM de glutamina, 50
U/ml de penicilina y 50 ug/ml de estreptomicina. Se previene el crecimiento de
células no neuronales adicionando citosina arabinosa después de 20h, lo cual
permite que el cultivo este constituido al menos, por 95% de neuronas granulares
(Balazs et al., 1988). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humeda

saturada de vapor de agua con 5% de CO, y 95% de aire, por 7-8 dias in vitro

(DIV) hasta su uso.

5.3. Induccién de muerte neuronal

Los protocolos experimentales utilizados para inducir la muerte celular
fueron la reduccién de la concentracién del potasio extracelular (de 25 mM de
KCl a 5 mM de KCI). Para ello, las neuronas granulares de cerebelo de ratén se
mantuvieron en un medio despolarizante (25 mM de KCI) durante 7-8 DIV y
posteriormente se transfirieron a un medio con composicién similar pero con
concentraciones fisiolégicas de KCl (5mM). En algunos experimentos las
neuronas mantenidas en K25 por 7-8 DIV se trataron con estaurosporina (0.5

uM), un inhibidor de proteinas cinasas.
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5.4. Viabilidad celular

Se midi6 mediante el ensayo de supervivencia por la técnica de
transformacién de 3-(4,5 dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Esta
técnica se basa en la transformaciéon del MTT por la actividad mitocondrial de las
células vivas a azul de formazan. Los cultivos se incuban durante 15 minutos con
el MTT (0.5 mg/ml) a 37°C, se extrae el azul de formazin con DMSO al 100%
para posteriormente cuantificarlo espectrofotométricamente; la absorbancia es
directamente proporcional a las células viables. Los resultados son expresados
como valores relativos del control, que representa el 100%.

La supervivencia neuronal también fue medida incubando los cultivos de
NGC con 1uM de calceina-AM, un fluoréforo permeable que una vez dentro de
las células es procesado por esterasas en las células metabélicamente activas,
torndndose fluorescente al excitarse a una longitud de onda de 520 nM. Los
resultados se expresan como promedio de los porcentajes de células
metabélicamente activas (positivas a calceina) con respecto a los totales (imagen

en contraste de fases).

5.5. Actividad de caspasa 3

La actividad de caspasa 3 se determin6é por un método fluorogénico
basado en la aparicién de fluorescencia por la ruptura de un sustrato (25uM)
acoplado a metil-cuomarina (Ac-DEVD-MCA) en un espectrofluorémetro. La
actividad fue seguida por 15 min después de agregar el sustrato y el
homogenado celular a 2.5 ml de amortiguador de lectura (100mM HEPES, 10 %
(p/v) sacarosa, 0.1% (p/v) CHAPS, 10 mm DTT y 1mM EDTA). Los resultados
fueron expresados como el cambio en la intensidad de la fluorescencia por hora
por mg de proteina. La concentracién de proteinas fue determinada por el

método de Bradford (1976).
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5.6. Actividad de NADPH oxidasa

La actividad de la NADPH oxidasa se midi6 utilizando la técnica descrita
por Shpungin en 1989. Las neuronas se homogenizaron en un amortiguador
salino (KCI 150 mM y NaCl 150 mM pH 7.4 suplementado con MgCl, 1mM,
EGTA 1mM, NaN; 2 mM y DTT 1mM). Para detectar la actividad de la enzima se
cuantifica la reduccién del citocromo c, por el O,- producido por la misma, en un
espectrotémetro a 550nm. La reaccién se lleva a cabo 37°C en presencia del
homogenizado y de la mezcla de reaccién (amortiguador salino pH 7.4
suplementado con cit ¢ 0.1 mM, FAD 10 uM y SDS 5mM), y se inicia al agregar 10
mM de NADPH, leyéndose durante 3 min. Los resultados de la actividad se
expresan como la diferencia en la absorbancia por hora por mg de proteina. La

concentracion de proteinas fue determinada por el método de Bradford (1976).

5.7. Deteccién de anién superdxido

El anion superéxido se detecté usando dihidroetidina, la cual se oxida por
el anioén super6xido y se convierte en etidio que fluoresce al unirse al DNA.
Brevemente, las células se incuban durante 20 minutos con dihidroetidina
(3.2uM), se lavan 2 veces con PBS y se fijan durante 7 minutos a 4°C con
formaldehido al 3% en PBS, protegido de la luz; posteriormente se utiliz6 un
microscopio de epifluorescencia con filtro de rodamina (Ex 510-560 y Em 590). Se
cuantifica el nimero de células fluorescentes y se hace un porcentaje con respecto

al nimero total de células.

5.8. Estadistica
Los resultados se analizaron con un andlisis de varianza de disefio
aleatorio (ANOVA) de una serie de experimentos independientes. La

significancia utilizada fue de p<0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1 Comparacion de las neuronas granulares de cerebelo de ratén con las NGC
de rata en cultivo.

Las neuronas granulares de cerebelo (NGC) de rata en cultivo ha sido un
modelo muy utilizado para estudiar una gran variedad de procesos y eventos
neuronales, incluyendo los mecanismos moleculares y celulares de la muerte
apoptotica del sistema nervioso. Existen pocos estudios basados en el empleo de
NGC de ratén en cultivo y en el caso de la muerte apoptética existen datos
controversiales en relacién a si estas células requieren despolarizarse para
sobrevivir.

Debido a que los estudios planteados en este trabajo deben realizarse en
neuronas de ratén por la conveniencia de utilizar ratones genéticamente
modificados y, por otro lado, por los datos controversiales de que las NGC de
ratébn se comportan igual que las de rata, la primera parte de este estudio
consistid en caracterizar la muerte de NGC de raton inducida por privacion de
despolarizacién por potasio y St, y compararlo con lo observado en NGC de
rata.

Para esto, se cultivaron NGC tanto de rata como de ratén en un medio de
cultivo con 25 mM de KCl durante de 7-8 DIV. Un grupo de células se tratd con
0.5 uM estaurosporina (St) y otro grupo se transfiri6 a un medio idéntico al
original, pero con 5mM de KCl (K5). Después de 24 horas se evalué la morfologia
y la viabilidad neuronal se cuantific6 por MTT. La figura 6 muestra que las NGC
de ambas especies mueren con los dos tratamientos; sin embargo, las NGC de
ratén parecen ser méas sensibles a los tratamientos efectuados. Esto se observa en
el panel superior de la figura 5 donde se muestra que el dafio morfol6gico
inducido por las mismas condiciones es mayor en las NGC ratén que en las de

rata. Estos resultados se confirmaron al cuantificar la viabilidad neuronal por

18



medio de la transformacién de MTT a los tiempos en que se evalu6 la morfologfa
neuronal.

Resultados similares se encontraron cuando las células se cultivaron
crénicamente (7-8 DIV) en un medio con 5 mM KCl (K5), 10 mM KCI (K10) 6 10
mM KCI + 150 mM NMDA (K10+NMDA). Tanto K5 como K10 redujeron la
viabilidad, como se habia reportado, y el NMDA rescat6 de la muerte a las NGC.
De nuevo, estas condiciones indujeron muerte tanto en NGC de rata como en
ratén, siendo mas sensibles estas tltimas (Fig. 6).

Ademas de los parametros de viabilidad medidos en las distintas
condiciones, también se observaron pardmetros apoptéticos como la actividad de
la caspasa-3. En cultivos de NGC de rata la caspasa-3 se activa alrededor de las
3h y aumenta de manera significativa alrededor de las 8 h después de la
privacion de potasio y St (Caballero-Benitez et al. 2003). En cultivos de NGC de
raton la activacion maxima de la caspasa-3 también se da alrededor de las 8 horas
(resultados no mostrados), por lo que el comportamiento de las NGC de ambas
especies correlaciona estrechamente.

Estos resultados muestran que las NGC de ratén mueren por accion de
una privaciéon de despolarizacién por potasio, como ha sido extensamente
descrito en rata. Més atn, se puede mencionar que las NGC de raton son mas
sensibles a los tratamientos descritos que las NGC de rata. Asi, el modelo de
muerte de NGC de ratén es atil para evaluar los parametros de muerte que se

presentaran en este estudio.
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Figura 6. Comparacién de la viabilidad de las NGC de rata y raton en respuesta a diferentes condiciones
de muerte. Las NGC de ambas especies se mantuvieron por 8 DIV en K25 y posteriormente se trataron
con estaurosporina (0.5 uM) (K25+St) o se transfirieron a un medio con KCI 5 mM (K25-K5). Después
de 24h del tratamiento se tomaron micrografias (A: rata, panel superior y raton, panel inferior) y se midio
la transformaciéon de MTT (B: rata y C: ratén), como se describe en Métodos. Un grupo de células fueron
cultivadas en un medio con 5 mM KCI (K5), 10 mM KCI (K10) 6 10 mM KCl1 + 150 uM NMDA
(K10+NMDA) y después 8 DIV se midi6 la transformacion de MTT (B y C).
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6.2 Comparacién en la viabilidad las NGC de ratén silvestre con las de ratén
deficiente en Nox 2.

Debido a que en estudios previos se ha sugerido la participacién de la
NADPH oxidasa en la muerte apopt6tica de neuronas privadas de sefiales
tréficas y a que trabajos previos de nuestro grupo han probado la presencia de
este complejo enzimético en las NGC de rata, se decidi6 utilizar ratones
deficientes en la subunidad Nox 2 de esta enzima para ver si es que ésta participa
en la muerte apopt6tica de estas neuronas.

Para lo anterior se hicieron cultivos neuronales tanto de ratones silvestres
como de ratones deficientes, los cuales se cultivaron cronicamente en K25 y a los
7-8 DIV se les trat6 con 0.5 pM estaurosporina o con un medio K5 y después de
24 h se les midi6 la viabilidad con la técnica de MTT. La figura 7 muestra que
tanto las NGC de ratén silvestre como las de ratén deficiente tienen una
supervivencia similar de alrededor de un 30-40% por acci6én de los tratamientos
mencionados. En todos los casos, no existen diferencias significativas entre los
animales silvestres y los deficientes en Nox 2. Esto mismo se observ6 cuando las
NGC se cultivaron crénicamente con K5 6 K10. En ninguno de los casos hubo

diferencias significativas entre las células de los dos tipos de ratén evaluadas

(Fig. 7).
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Figura 7: Comparacion de las NGC de ratones deficientes en Nox 2 con las NGC de ratones
silvestres: Ambas células se mantuvieron por 8 DIV en K25 para después darles diferentes
estimulos apoptoéticos, K25-K5 y K25+St, KS y K10 fueron crecidas en medio con bajo
potasio durante los 8 DIV la viabilidad es medida por transformacion de MTT 24 horas
después.

6.3 Actividad de caspasas

Como se observ6 que no existia diferencia significativa entre la viabilidad
de las NGC de ratones deficientes y las de ratones silvestres, se decidi6 ver si
ambos tipos de células morfan de la misma forma, para lo cual se utilizé6 un
marcador de muerte apoptética, la activacion de la caspasa 3 (principal caspasa
ejecutora). Se hizo un curso temporal de esta activacién, midiéndose la actividad
de caspasa-3 durante las primeras 11h después de aplicados ambos estimulos

apoptéticos, K5 y St.
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Figura 8: Curso temporal de caspasa 3. Se midi6 la actividad de caspasa 3 en un
espectrofluorometro, como se menciona en Métodos, a partir de la primera hora de que se dio el
estimulo, y después a las 3, 5, 8 y hasta las 11 horas. Se hizo lo mismo para ambas NGC (silvestres
y deficientes). Los estimulos utilizados fueron privacion de potasio (K5) A y aplicacion de
estaurosporina 0.5 mM (St) B. No hubo diferencias significativas entre ambas NGC con K5.
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Como se observa en la fig. 8, la activacién de caspasa 3 inducida por K5 y
por St en las NGC de ambos tipos de ratones ocurre de manera simultanea, sin
embargo para el caso de St la actividad se observa més temprano, empezando a
aumentar alrededor de las 3 h, alcanzando su méaxima actividad a las 5 h y
descendiendo a partir de ese momento; mientras que en el caso de K5 el aumento
se da alrededor de las 5h y el pico méximo a las 8h.

Estos resultados indican que, en el caso de K5 no hay diferencias
significativas en la activacién ni en la temporalidad de caspasa 3 en NGC con y
sin Nox 2. Sin embargo, en el caso de St, aunque la temporalidad en la actividad
de esta caspasa es similar en ambos tipos de NGC, la magnitud de su activacién
es significativamente diferente, siendo mayor en células de ratones silvestres
comparado con la de ratones deficientes. Esta diferencia entre K5 y St podria
deberse a los distintos mecanismos de activacién del proceso apopt6tico que
finalmente se refleja en las distintas cascadas de caspasas activadas (Caballero-
Benitez y Morén, 2003). Especulando, se podrfa pensar que la Nox 2 podria tener
un papel mas importante en la via de activacién de esta caspasa inducida por St
que por K5. Esto se refleja en las diferencias existente en la generacién de EOR y
en la viabilidad en NGC de ambos animales cuando se estimula con St, cosa que

no ocurre con K5 (fig. 7).

6.4 Presencia de ani6n super6xido.

Se ha reportado anteriormente que las NGC al ser transferidas de K25 a K5
sufren un episodio de estrés oxidativo alrededor de las 3-4 horas de aplicado el
estimulo apopt6tico (Valencia y Moran 2001). También se ha sugerido que, en
estas células, el anién super6xido podria ser la principal EOR involucrada en este
estrés y que esta EOR podria ser generada por el complejo de la NADPH

oxidasa. Por esta razén quisimos evaluar si en las NGC de ratones deficientes de
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Nox 2 ocurria una generacién de EOR, particularmente de O,-, por una privacién
de despolarizacién.

. Como se muestra en la figura 9, las NGC tanto de ratones deficientes como
de ratones silvestres presentan un aumento en la produccién de O, al ser
transferidas a un medio con bajo potasio (K5). Lo mismo se observé al tratar las
NGC con estaurosporina (0.5 puM).

Sin embargo, en las NGC de ratones silvestres se observa aparentemente
una mayor produccién de esta EOR alrededor de las 4 horas después de aplicado
el estfmulo apoptético (K5 o St), mientras que en las de ratones deficientes la
produccién méxima se detecta 3 horas después. Hay que mencionar que, aunque
no es estadisticamente significativo, en los ratones silvestres se observa una
tendencia a una mayor produccién de anién superéxido que en los deficientes.

En la figura 9 también se observa que al agregar DPI la produccién de
anién super6xido disminuye, en ambos tipos de NGC, de manera significativa
con respecto al control pero no entre NGC de ratones silvestres y de ratones

deficientes (datos graficados en la figura 13).
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Figura 9: Cuantificacion del anién superéxido en la muerte apoptotica de NGC tanto de ratones
silvestres como de ratones deficientes en Nox 2 Se cuantifico la presencia de anion superoxido (ver
Métodos) en NGC de ambos tipos de ratones. No existen diferencias significativas entre ellos bajo el

mismo estimulo apoptotico, aunque en el caso de K5 hay una mayor produccion de 0%~ que en St. (A).
Se detecta la presencia de 02~ con un compuesto fluorescente, rojo (13). Se puede apreciar la aparicion
de éste alrededor de las 4h para el caso de los ratones silvestres (B1) y 3 h en el caso de los deficientes
(B2), después de la aplicacion de ambos estimulos apoptoticos (kS y St), el cual es inhibido de igual
manera por el DPI en ambos casos.

6.5 Actividad de NADPH oxidasa

Debido a que existe una producciéon de O, en ambas NGC decidimos
estudiar si éste era producido por alguna NADPH oxidasa. Para ello, se midi6
primeramente la activacion de esta enzima después de aplicar el estimulo
apoptético de privacion de potasio (K5) en NGC de ratones silvestres y
deficientes en Nox 2. Como se observa en la figura 10, en NGC de ambos ratones
existe actividad de NADPH inducida por K5, y ademas, esta actividad
correlaciona temporalmente con la produccion de O,-observada en la figura
anterior. La actividad de NADPH oxidasa es muy similar en ambos fondos
genéticos, lo cual explicaria porque no se ven diferencias; posiblemente otra

NADPH oxidasa este involucrada en el proceso.
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Figura 10: Actividad de NADPH oxidasa inducida por K5. Tanto las NGC de ratén silvestre
como de raton deficiente muestran una activacion de NADPH oxidasa inducida por K5 que
correlaciona con el curso temporal de la produccidén de amén superoxido.

6.6 Efecto del DPI en la viabilidad de las NGC

Para conocer si la muerte inducida por un estimulo apoptético, en este
caso K5, de NGC de ambos ratones pudiera estar mediada por una NADPH
oxidasa se prob¢ el efecto de distintas concentraciones de difenilenoyodonio,
DPI, un inhibidor de la actividad de esta enzima tanto en preparaciones
neuronales como no neuronales (Tamariello ef al., 2000; Noh y Koh, 2000; Kim et
al., 2002).

La viabilidad se midi6 por medio de calcefna, 24 horas después de la
privacién de potasio, K5. En este caso se utilizé calceina debido a que el DPI
interferfa con la técnica del MTT, sin embargo los resultados, s6lo con el

estimulo apoptético, K5, correlacionan en ambas técnicas.
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Figura 11: Efecto de DPI en la viabilidad de las NGC de raton silvestre y deficientes en Nox2.
La viabilidad se midi6 por medio de calceina como se describe en Métodos. El DPI se utiliz6 a
concentraciones de 130, 260 y 520 nM y estuvo presente al mismo tiempo del cambio de K25 a K5
La viabilidad se midié 24 hs después. Existen diferencias significativas en la concentraciéon de DPI

mas alta, entre ambas NGC.

En la figura 11 se puede apreciar que el DPI protege de manera
dependiente de concentracién de la muerte de NGC de manera similar en ambos
tipos de ratones. Sin embargo, para la concentracién mas aita de DPI (520 nM)
existe diferencia significativa entre ambas NGC. En las NGC de ratéon deficiente
la recuperacion es menor que en las de ratén silvestre a partir de 260 y 520 nM.
Una posibilidad para explicar esto, junto con los resultados previos, es que en
los ratones deficientes podria estarse activando otra Nox con una sensibilidad

distinta al DPI.
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6.7 Efecto de DPI en la actividad de caspasa 3

Para comprobar que este aumento en la viabilidad inducido por DPI en la
células a las que se les dio el estimulo apoptético se debe a una alteracién en los
mecanismos apoptéticos, medimos el efecto del DPI en la actividad de la caspasa
3 inducida por K5. Bajo estas condiciones encontramos que el tratamiento con
diferentes concentraciones de DPI reduce significativamente la actividad de la
caspasa 3 de igual manera en neuronas de ratones silvestres y deficientes en

Nox2 (figura 12).
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Figura 12: Actividad de caspasa-3 en presencia del DPI. La actividad de caspasa 3 fue medida
después de 8 h de haberse dado el estimulo apoptético, el DPI, a las distintas concentraciones
(260 y 520 nM) fue agregado simultaneamente. En ambos casos existen diferencias significativas
entre los controles sin bloqueador y los tratamientos, sin embargo no existen diferencias entre

ambos tipos de NGC.
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6.8 Efecto del DPI en la produccién de anién superdéxido inducida por K5 en
NGC de ratones deficientes en Nox2 .

Finalmente, se evalu6 si el DPI protegia a las NGC al reducir la
produccién de anién superéxido por una inhibicién de la actividad de NADPH
oxidasa. La figuras 8 y 12 muestran que el DPI aplicado al momento del estimulo
apoptético disminuy6 significativamente la produccién de esta EOR medida por
dihidroetidina en NGC de ratones tanto silvestres como deficientes en Nox 2. Es
pertinente mencionar que se observé una tendencia a producir menos EOR en
células provenientes de los ratones deficientes que en los silvestres, aunque éstas

no son significativamente diferentes (Fig 13).
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Figura 13: Comparacién de la presencia de anién superoxido luego del tratamiento con DPI. El
anion superdxido se detecta con la dihidroetidina, como se describe en los Métodos. En A se muestra la
presencia de ani6n superéxido en NGC de ratones deficientes en Nox 2, la cual es inhibida
significativamente por las distintas concentraciones de DPI (130, 260 y 520 nM). En B se muestran los
datos para NGC de ratones silvestres. No hay diferencias significativas entre las NGC de ambos tipos
de ratones.
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VII. DISCUSION

El cultivo de neuronas granulares de cerebelo ha resultado ser un modelo
muy util para entender los procesos celulares y moleculares de la muerte
apopto6tica; sin embargo, como se mencioné antes, el modelo se ha basado en el
empleo de neuronas de rata. En este estudio se utilizaron cultivos de NGC de
ratén, ya que el genoma de este animal ha sido enteramente secuenciado y es
posible realizar manipulacién genética, lo que abre la posibilidad de inhibir
directamente ciertos genes, reduciéndose el problema de la utilizacién de drogas
parcial o totalmente inespecificas.

Existe controversia en la utilizaciéon de las NGC de ratén como modelo de
muerte apoptética, ya que algunos trabajos plantean que no necesitan de
despolarizaciéon (K25) para sobrevivir en cultivo (Mogensen et al, 1994;
Mogensen y Jorgensen, 2000) como es el caso de las NGC de rata, lo cual
plantearia un problema muy importante en la utilizacion de éste modelo. Sin
embargo, también existen trabajos que no sélo afirman que las NGC de ratén
necesitan estar despolarizadas para su supervivencia en cultivo, sino que
ademas, comprueban que al quitarles esta despolarizaciéon las NGC de ratén, al
igual que las de rata, mueren apoptéticamente (Nardi et al., 1997). Otro trabajo
indica que la dependencia a la despolarizacién de las NGC de ratén es
dependiente de la cepa de la que se trate y que la cepa C57/BL6 (la utilizada en
este trabajo) se comporta igual que la rata (Fujikawa et al., 2000).

Por lo anterior y porque la base de este trabajo es la utilizacién de cultivos
celulares de NGC de ratén fue muy importante contestar a la pregunta sobre si
ambos cultivos se comportaban de la misma manera. En este trabajo se demostré
que si, por lo que se puede concluir que las NGC de ratén pueden ser utilizadas

como modelo para estudios futuros.

31



Parte de este estudio consisti6 primeramente en validar las NGC de ratén
como modelo de muerte apoptética inducida por K5, ya que en estudios previos
se habia sugerido que estas neuronas no eran dependientes de despolarizacién
para sobrevivir en cultivo (Mogensen et al., 1994; Mogensen y Jorgensen, 2000) .
Los resultados obtenidos mostraron que las NGC de ratén tienen un
comportamiento muy similar a lo observado en las neuronas de rata. Esto es
cierto , no s6lo en relacién al efecto que tiene el cambio de un medio K25 a K5,
sino también al efecto de estaurosporina y a los pardmetros apopt6tico medidos
con ambos estimulos de muerte.

Después de contestar esta pregunta nos enfocamos en contestar la
segunda parte de este trabajo, ;Cual es el papel de la NADPH-oxidasa,
particularmente la Nox 2 en el proceso de muerte apopt6tica inducida por dos
estimulos de muerte? Para esto se utilizaron NGC de ratones deficientes en Nox
2, los cuales estan muy bien caracterizados debido a que son el modelo de
estudio de una enfermedad humana hereditaria llamada granulomatosis crénica,
donde los pacientes estan inmunosuprimidos por falta de actividad de la
NADPH-oxidasa de macr6fagos (Pollock et al., 1995) .

Se decidi¢ utilizar Nox 2 debido a que estudios previos en el laboratorio
habian encontrado que al menos 4 de las 5 subunidades de esta NADPH oxidasa
estan presentes en las neuronas granulares de cerebelo: gp91-phox (Nox2) , la
subunidad catalitica, y p22-phox, p47-phox y p67-phox, subunidades accesorias,
ademas de sugerir que la activacién de la NADPH oxidasa podria estar
involucrada con el inicio de este proceso de muerte neuronal.

Por otro lado, existen antecedentes que sehalan a esta enzima como
participante en la muerte apoptoética de otros cultivos neuronales (Noh y Koh,
2000; Kim et al., 2002; Hwang et al., 2002), asi como en modelos in vivo donde se
sabe que al no haber una NADPH oxidasa funcional se reduce el dano por

isquemia (Walder, 1997). El antecedente mas directo de este trabajo es en
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neuronas simpéticas del ganglio cervical superior en cultivo, donde
experimentos realizados con neuronas de ratones deficientes en Nox 2 han
resultado en el bloqueo de la muerte apoptética al ser privadas de un estimulo
trofico (NGF) (Tammariello et al., 2000).

El resultado mas significativo de nuestro estudio mostré que las NGC de
animales deficientes en Nox 2 mueren al ser tratadas con ambos estimulos como
ocurri6 en las neuronas de ratones silvestres. Asf, una de las conclusiones
derivadas de este estudio es que la Nox 2 no es indispensable para la progresién
de la muerte de las NGC ya que cuando ésta no es funcional, como en el caso de
los ratones deficientes, las NGC mueren de igual manera que cuando ésta
permanece activa (ratones silvestres). Esta idea se apoya por el hecho de que la
mutacién de Nox 2 no es letal ya que los ratones deficientes no sélo nacen sino
que sobreviven hasta la edad adulta e incluso tienen descendencia.

Lo anterior no s6lo es cierto para la viabilidad neuronal, sino también para
un parametro de muerte apoptoética, la activacién de caspasa 3 observada en
estas neuronas, lo cual apoya la sugerencia de que las neuronas deficientes en
Nox 2 también mueren apoptéticamente como las células silvestres. Asi, la
deficiencia de Nox 2 parece no afectar el tipo ni los mecanismos involucrados en
la muerte inducida por K5 y estaurosporina en estas neuronas.

La falta de coincidencia de estos resultados con los antecedentes
mencionados puede tener distintas explicaciones, las cuales no son
necesariamente excluyentes. La primera podria ser que el sistema nervioso
periférico se comporte diferente que el sistema nervioso central (SNC) en sus
requerimientos para llevar a cabo una muerte apoptética exitosa. Por ejemplo, en
modelos de animales deficientes tanto en caspasa 3 como 9, ocurre un desarrollo
anormal del cerebro pero un desarrollo normal en la médula espinal
(Oppenheim et al., 2001), sugiriendo que aun dentro del propio SNC existen

diferentes requerimientos para las distintas poblaciones neuronales. Asi, en
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nuestro modelo, aunque existen antecedentes de la participacién de la NADPH
oxidasa en la muerte apoptética de neuronas del SNC, en ninguno de estos
trabajos se ha utilizado una eliminacién genética de la enzima sino que se han
utilizado bloqueadores de la misma, lo que nos lleva a la segunda explicacién.

El efecto del DPI y de otros bloqueadores de NADPH-oxidasa en la
viabilidad, generacién de EOR y actividad de caspasa 3 en neuronas normales y
deficientes en Nox 2 indican la participacién de este complejo en el proceso de
muerte. Esto sugerirfa la participacién de isoformas de Nox distintas a Nox 2
que pudieran ser inhibidas por DPI. De hecho, recientemente se han clonado al
menos 6 formas Nox con una alta homologia a Nox 2 (Cheng et al., 2001;
Lambeth, 2004). Por lo que otra explicacién alternativa podria ser que en las
neuronas simpaticas sélo exista Nox 2 mientras que en el sistema nervioso
central, mas especificamente en las NGC, existan otros miembros de la familia de
las Nox, lo que no serfa dificil de explicar debido a que se sabe que la
distribucién de estas isoformas es diferente segun el tipo celular (Cheng et al.,
2001; Bokoch y Knaus, 2003; Lambeth, 2004). Esto se dificulta por el hecho de que
el modelo de apoptosis de NGC por K5 simula lo que ocurre en el desarrollo y se
sabe que durante el mismo, la mayoria de los tejidos expresan las diferentes
isoformas (Cheng et al., 2001).

Lo anterior concuerda con lo observado en este trabajo, ya que si bien, se
descarta la participacion de Nox 2 en la muerte apoptética de las NGC, las
evidencias apuntan a una posible participacién de otras Nox. Entre estas
evidencias, se puede mencionar que como se vio en la figura 9 de este trabajo, en
las NGC de ratones deficientes de Nox 2 se sigue observando una produccién de
anion super6xido a tiempos tempranos después de dar el estimulo apopt6tico, y
no sélo eso sino que esta produccién correlaciona con la activacién de una

NADPH oxidasa ( figura 10).
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Otro resultado interesante que también apoya la idea de que en la
apoptosis de las NGC pudiera estar participando otra Nox diferente de la 2 es
que al utilizar el DPI, no s6lo se aumenta la supervivencia de las células después
de ser tratadas, sino que también disminuye la activacién de la caspasa 3. Sin
embargo, esta inhibicién de la muerte no es completa, ya que aunque la
activacion de la caspasa 3 se reduce significativamente con el uso del DP], éste no
es completamente efectivo. Estos resultados concuerdan con resultados de
trabajos previos donde la utilizacién de antioxidantes tampoco ofrecen una
proteccién total (Valencia y Morén, 2001), lo que sugiere que en la activacién de
esta caspasa, y por lo tanto en la muerte apopto6tica de estas células, podrian estar
involucradas otras vias intracelulares independientes del estrés oxidativo, y
posiblemente independientes de la actividad de NADPH oxidasa.

Por otro lado, con base en los resultados de este trabajo es dificil descartar
definitivamente la participacién de Nox 2 en la muerte apoptética de las NGC, ya
que podria ser que en condiciones normales esta isoforma este involucrada en el
proceso de muerte, pero que su deficiencia podria ser compensada por otra de
las isoformas. Para probar esto, o conocer si otras isoformas participan parcial o
totalmente en este proceso, es necesario saber si existen otras Nox en las NGC, lo
cual no ha sido publicado con anterioridad. Sin embargo, en estudios
preliminares de nuestro laboratorio hemos detectado la presencia de otros
miembros de esta familia, como Nox 1 y Nox 4, a nivel de ARNm.

Asi, es necesario llevar a cabo una serie de estudios en este campo para
dilucidar la participacién de la familia de las NADPH oxidasas en la muerte
apopt6tica, no s6lo de manera fisiol6gica sino también en las diferentes
patologfas, como es el caso de la enfermedad de Alzheimer (Shimohama et al.,
2000; Zekry et al., 2003) y de la enfermedad de Parkinson (Wu et al., 2003; Zhang
et al., 2004) donde se han encontrado evidencias de que existe una participacién

activa de esta enzima.



VIIL

CONCLUSIONES

Las NGC de rat6n en cultivo se comportan de la misma manera que las
NGC de rata por lo que pueden ser utilizadas como modelo de muerte

apoptbtica in vitro.

Las NGC de ratones silvestres y las de ratones deficientes en Nox 2
responden de la misma manera tanto en la viabilidad como en la
produccién de anién superéxido y la activacién de caspasa-3 ante los

distintos estimulos apoptéticos.

La inhibicién de la actividad de la NADPH oxidasa, con DPI, induce
una reduccién en la generacion de anién superéxido, en la actividad de

caspasa 3 y por lo tanto, en la muerte neuronal.
Nox 2 no es indispensable para la muerte apoptoética de las NGC de

ratén, lo que sugiere la participacién de otros miembros de la familia

de las NADPH oxidasas en este proceso.
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