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Regulacidon génica-apoptosis via p38
en procesos de neuroexcitotoxicidad

Segura Torres JE,*? Flores Soto ME,! Roman Ramos F 2

RESUMEN
En diversos estudios se ha demostrado que el GMS induce dos tipos de muerte celular: una muerte rapida de tipo
necrotico, lo cual produce la liberacién de neurotransmisores excitatorios como glutamato y GABA (en edad posnatal),
esto a su vez desencadena un segundo tipo de muerte celular por apoptosis (muerte retardada), que eventualmente
conduce a la activacion de la via MAPKs. De las cuales se conocen tres principales vias que son: ERK, JNK y p38. Estas
promueven la activacion de genes tempranos, que bajo condiciones de estrés producen alteraciones en los perfiles de los
factores de trascripcion, y por lo tanto, alteraciones en la expresion génica. Por lo tanto, es importante conocer la
participacion de la via p38, en neuroexcitotoxicidad, lo que puede asociarse con posibles cambios en los niveles de
expresion de genes tempranos que se relacionan con el proceso de muerte celular apoptaética; la identificacion de estos
genes responsables (participantes) en el proceso de muerte celular puede contribuir al disefio de nuevas estrategias
terapéuticas para prevenir la neuroexcitotoxicidad, fenédmeno comun en diversas enfermedades neurodegenerativas
cronicas.
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Genic apoptosis regulation via p38 in neurotoxicity processes

ABSTRACT
Alot of studies have show that GMS induces two kinds of cellular death: a fast death of necrotic kind which produces the
liberation of excitatory neurotransmitters like Glutamate and GABA (at postnatal age), this provokes a second kind of
cellular death by apoptosis (slow dead), that eventually produces the activation of the MAPKs pathway, which are: ERK,
JNK and p38. These promote the activation of early gen that under conditions of stress produce alterations in the
profiles of transcription factors; therefore, alterations in the genic expression. Nevertheless, it is important to know
the participation of the p38 pathway, in neurototoxicity; which could be associated with possible changes in the levels of
expression of early genes correlationated with the apoptotic process of neuronal death; throughout the identification
of these responsible genes (participant) in the process of neuronal death; they could contribute to the design of new
therapeutic strategies to prevent the neuroexcitotoxicity common phenomenon in different chronical neurodegenerative
diseases.
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INTRODUCCION

La Fundacion Mexicana para la Salud considera
a las enfermedades neurodegenerativas y/o
neurosiquiatricas como el cuarto problema de ca-
racteristica discapacitante.

Estas neurodegeneraciones patoldgicas estan re-
guladas por una excesiva activacion de los recepto-
res ionotroépicos activados por Glu, fenémeno pro-
puesto originalmente por Olney, como la “hipotesis
de excitotoxicidad”.
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En diversos estudios se ha demostrado que el
GMS induce dos tipos de muerte celular: una muer-
te rapida de tipo necrotico, y otra de tipo
apoptotico (retardada), hecho en el que partici-
pan las MAPKs. De las cuales se conocen tres prin-
cipales vias que son: ERK, JNK y p38, que bajo
condiciones de estrés promueven la fosforilacion
de factores de trascripcion (cambios en la expre-
sibn génica), y proteinas que intervienen en la
estabilidad del RNAmM (AREBPs). La via p38 parti-
cipa principalmente en el proceso de muerte ce-
lular por excitotoxicidad.

Es importante conocer la participacion de la via
p38, que se asocia con posibles cambios en los nive-
les de expresion génica de las familias que se relacio-
nan con el proceso de muerte celular apoptotica. La
identificacion de estos genes responsables (partici-
pantes) en el proceso de muerte celular, puede con-
tribuir al disefio de nuevas estrategias terapéuticas
para prevenir la neuroexcitotoxicidad.
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Tabla 1
Clasificacion de los receptores a glutamato.
Se dividen en dos tipos:

Figura 1. Sintesis y metabolismo del
Glu en el SNC. La propagacion del
impulso nervioso hacia la terminal
axonica, promueve la liberacion del
Glu a través de un mecanismo de-
pendiente de la concentraciéon
intracelular de Ca++, mediante un
proceso de exocitosis. El Glu se re-
mueve del espacio intersinaptico
por dos procesos: a) por captura a
la terminal presinaptica, a través del
transportador de aminoéacidos
excitatorios-1 (TLAAE) de alta afini-
dad, dependiente de Na+ (esta de-
pendencia es absoluta ya que se re-
quiere de dos iones de Na+ por cada
molécula de Glu), b) por las células

gliales, que capturan el Glu del espacio intersinaptico, a través del transportador-1 de glutamato (t-Glu) y una vez dentro lo
convierten en glutamina (GIn) por accién de la GIn sintetasa (GIn-s). Las células gliales secretan la GIn y se captura por las neuronas
glutamatérgicas, donde la glutaminasa (Gln-asa) en la mitocondria la convierte nuevamente a Glu.2®

los receptores metabotropicos que promueven la

activacion de segundos mensajeros via proteinas G (corresponden aunasola

cadena proteica que atraviesa siete veces la membrana, se han clonado
ocho subunidades que van de mGIuR1-mGIuR8), y los ionotrépicos
(son pentameros proteicos formados por la combinacion de sus diferentes subunidades:

NMDA [NR1M, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D NR3],

[GLUR1, GLUR2, GLUR3 y GLUR4], y [KA GLUR5, GLUR6, GLUR7, KA1y KAZ2])

gque estan acoplados a un canal idGnico y su activacion permite la entrada de diversos iones,
principalmente Ca++, Na+, asi como la salida de K+2#

Receptores de glutamato

Tipo de receptor lonotrépicos Metabotrdépicos
Familia de genes: NMDA  AMPA KAINATO Clase-I Clase-Il Clase-Ill
Subunidades NR1 GLUR1 GLURS
NR2A GLUR2 GLURG6 mGLUR4
NR2B GLUR3 GLUR7 mMGLUR1 mGLUR2 mGLUR6
NR2C GLUR4 KA1l MGLUR5 mGLUR3 mGLUR7
NR2D KA2 mGLURS
NR3
Segundos mensajeros TCa*™ T ca**/TNa*TNa* TIP, lAMPc  JAMPC

Dingledine et. al. Basic Naurochemistry. (Modificado).
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NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA

Acido L-glutamico

El 4cido L-glutamico (Glu) es el principal
neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso
central (SNC).! Es un aminoacido no esencial (no
atraviesa la barrera hematoencefalica). Por lo tan-
to, se sintetiza en la mitocondria de la neurona
presinaptica, a partir de glucosa y varios precurso-
res. El Glu, que se sintetiza en la mitocondria, se
libera hacia el citoplasma donde se acumula en ve-
siculas sinapticas por un proceso dependiente de
Mg*/ATP.2

La propagacion del impulso nervioso hacia la
terminal axdnica, promueve la liberacion del Glu a
través de un mecanismo dependiente de la concen-
tracion intracelular de Ca**, mediante un proceso
de exocitosis.?

El Glu se remueve del espacio intersinaptico por
dos procesos:

1. Por captura a la terminal presinaptica, a través
del transportador de aminoécidos excitatorios-1
(TLAAE) de alta afinidad, dependiente de Na*
(esta dependencia es absoluta ya que se requie-
re de dos iones de Na*por cada molécula de Glu).

2. Por las células gliales, que capturan el Glu del
espacio intersinaptico a través del transportador-
1 de glutamato (T-1Glu), y una vez dentro lo con-
vierten en glutamina (GIn) por accion de la GIn
sintetasa (GIn-s). Las células gliales secretan la
GIny se captura por las neuronas glutamatérgicas,
donde la glutaminasa (GIn-asa) en la mitocondria
la convierte nuevamente a Glu (Figura 1).2

Receptores especificos:
metabotrépicos e ionotrdépicos

El efecto excitatorio del Glu es a través de recep-
tores especificos, los cuales se dividen en dos tipos:
los receptores metabotropicos (mGIluRs) que promue-
ven la activacion de segundos mensajeros via pro-
teinas G, y los ionotrépicos que estan acoplados a
un canal idnico y su activacion permite la entrada
de diversos iones, principalmente Ca**, Na*, asi como
la salida de K* (Tabla 1).4®

Los mGIluRs corresponden a una sola cadena
proteica que atraviesa siete veces la membrana,
hasta la fecha se han clonado ocho subunidades que
van de mGIuR1 - mGIuR8, se agrupan en tres dife-
rentes clases:

1. Segun la base de la secuencia homéloga en sus
aminoacidos (70% de homologia entre los miem-
bros de cada clase y 45% de homologia entre
cada clase).

2. Enrespuesta a sus agonistas.

3. Lavia de sefializacion de segundos mensajeros
(Tabla 1).2

La activacion de la clase | (MGIuR1 y mGIuR5) pro-
duce la activacion de la fosfolipasa C especifica para
fosfoinositol (PI-PLC) que contribuye a la formacion
de inositol-1,4,5-trifosfato (IP,), sequndo mensajero
que promueve la liberacion de Ca** de almacenes
intracelulares, y de diacilglicerol (DAG), que junto
con altas concentraciones de Ca** promueve la acti-
vacion de la proteina cinasa C (PKC); la activacion de
la clase Il (MGIuR2 y mGIuR3) y probablemente la
clase Il (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) pro-
mueven la inhibicion de la adenilciclasa (AMPc).26
Los mGIuRs (mGIuR1, mGIuR4, mGIuR5 y mGIuR?7)
pueden modificarse por procesos transcripcionales,
como la edicién del ARNm que produce cambios
importantes en la funcion de los receptores.?

Los receptores ionotropicos se dividen de acuer-
do con la afinidad de sus agonistas especificos en: N-
metil-D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazol propidnico (AMPA) y &cido kainico
(KA) (Tabla 1).2 Los receptores ionotropicos son
heterémeros constituidos por diferentes subunidades,
las cuales le confieren al receptor diferentes propie-
dades fisioldgicas y farmacoldgicas.” Cada subunidad
esté constituida por una proteina, la cual presenta
una extensa region amino-terminal y cuatro domi-
nios transmembranales (TMI, TMII, TMIIl y TMIV).”

Los receptores NMDA (R-NMDA) son pentameros
proteicos’ formados por combinaciones de las
subunidades: NMDAR1 (NR1), NMDAR2 (NR2) y
NMDAR3A (NR3A),2 que forman un canal idnico prin-
cipalmente permeable a Ca** (Tabla 1).” Las ocho
versiones de la subunidad NR1 pueden clasificarse
en dos grupos: las subunidades que presentan un
dominio de 21 aminoécidos en la regién amino-ter-
minal codificada por el exdn 5 del gen (NR1 “b” o
NR1 e-h), y las subunidades que no lo presentan (NR1
“a” oa-d).* Asuvez, lasubunidad (NR2) se presenta
en cuatro subtipos que son NR2A-D.4#

La activacion del R-NMDA requiere de la unién
simultanea de dos diferentes agonistas, el Glu y la
glicina (Gli), por esta razén se les refiere como
coagonistas del R-NMDA.2 Sin embargo, en el SNC
la concentracion de Gli en el medio extracelular
(ImM) es suficiente para que el Glu sea el Unico
activador de este tipo de receptor.?

También posee otras caracteristicas importantes
como son: su alta permeabilidad a Ca**, bloqueo
por Mg** extracelular (el cual es sensible a voltaje,
ya que cuando se despolariza la membrana celular
se reduce la afinidad del sitio de unién por el Mg*,
y el bloqueo se elimina), y ademas la presencia de
multiples sitios de regulacion farmacologica, inclu-
yendo sitios de unién para poliaminas, Zn**y H*.2
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Los homomeros de la subunidad NR2 no gene-
ran receptores funcionales, por lo cual solo se les
considera como moduladores, y los homémeros de
la subunidad NR1 dan como resultado canales que,
aunque son activados por Glu o NMDA (en presen-
cia de glicina) y ademas, de bloquearse con Mg**
de manera dependiente de voltaje, presentan co-
rrientes de muy baja amplitud con respecto a los
receptores formados por la combinaciéon de
subunidades NR1-NR2.4

Estudios electrofisiolégicos demuestran que los
canales de las subunidades recombinantes NR1-NR2C
y NR1-NRD son poco sensibles al bloqueo por Mg*y
se inactivan lentamente, en cambio, los recombinantes
NR1-NR2Ay NR1-NR2B son altamente sensibles a este
bloqueo y su inactivacion es rapida.*

En el cerebro de rata la subunidad NR1 se expre-
sa desde la etapa embrionaria hasta la edad adulta,
en tanto que las subunidades NR2A y NR2C, se co-
mienzan a expresar abundantemente hasta después
del nacimiento; las subunidades NR2B y NR2D se
conoce que se expresan predominantemente duran-
te la etapa embrionaria, sin embargo, la subunidad
NR2D también se expresa moderadamente durante
el desarrollo posnatal.®*°

Una caracteristica distintiva del R-NMDA en la
subunidad NR1, en comparaciéon con las de los re-
ceptores AMPA/KA, es la presencia de un residuo
de asparginina (aminodacido presente en la posi-
cion Q582 de la subunidad NR1) en lugar de Glnen
el dominio TMII (inmerso en la membrana a ma-
nera de horquilla), que le confiere la permeabili-

dad al Ca*, sensibilidad al bloqueo por Mg**y de-
termina las caracteristicas funcionales del recep-
tor.”Los receptores AMPA son pentameros proteicos
formados por combinaciones de las subunidades
GluR1-4, que forman un canal iénico permeable a
Na*y K*(Tabla 1); sin embargo, recientemente se
ha puesto de manifiesto que aquellos receptores
AMPA que no incluyen la subunidad GIuR2 en su
estructura son altamente permeables a Ca**, esto
debido a la presencia de un residuo de arginina
(R) (aminoacido presente en la posicion R586 de la
subunidad GIluR2) en el TMII, que al contrario, en
las subunidades GluR1, GIuR3 y GluR4 presentan
un residuo de glutamina (Q) (aminoacido presente
en la posicion Q582 de la proteina de la subunidad
GluR1).”

Los receptores a Kainato son heterdmeros
proteicos formados por combinaciones de las
subunidades denominadas GIuR5, GIuR6 y GIuR?7,
en combinacion con KA1y KA2, que forman un canal
ionico permeable a Na*y K* (Tabla 1); estas
subunidades le confieren una afinidad diferencial
por el acido kainico.”

NEUROTRANSMISION GABAERGICA

Acido y-aminobutirico

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es el principal
neurotransmisor inhibitorio del SNC.**

El primer paso en la formacion de GABA es la
transaminacion del a-cetoglutarato (formado del
metabolismo de la glucosa en el ciclo de Krebs) por

Tabla 2
Clasificacion de los receptores a GABA.
Los receptores GABAA,
son pentameros constituidos por la
combinacion de las siguientes subunidades a1-3, f1-4, y1-3,3 y p,
las cuales forman un canal idnico permeable a ClI-.
Los receptores GABAB son heterodimeros, constituidos de dos subunidades homologas:
GB1y GB2 que promueven la inhibicion de
potenciales postsinapticos via proteinas G (activacion de canales de K+)12

Receptores a GABA

Tipo de receptor lonotrépicos Metabotrdépicos

Familia de genes GABA, GABA,
Subunidades o,,
Bis GB1
Vi
) GB2
p
Segundos mensajeros TCr TK*

Dingledine et al. Basic neurochemistry. (Modificado).
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la GABA o-oxoglutarato transaminasa (GABA-T) para
formar Glu, la glutamico descarboxilasa (GAD,
GAD,)) cataliza la descarboxilacion del Glu para for-
mar GABA.1!

El GABA se metaboliza por GABA-T para formar
un semialdehido succinico (para conservar disponi-
ble el suplemento de GABA, esta transaminacion
generalmente ocurre cuando el o-cetoglutarato esta
en disposicion de aceptar el grupo amino removido
de GABA), el semialdehido succinico puede ser oxi-
dado por la semialdehido succinico deshidrogenasa
(SSADH) a acido succinico, para ingresar al ciclo de
Krebs.t

La propagacion del impulso nervioso hacia la
terminal axdnica, promueve la liberacion de GABA
a través de un mecanismo dependiente de la con-
centracion intracelular de Ca**, mediante un proce-
so de exocitosis.®

El GABA se remueve del espacio intersinaptico
por dos procesos:

1. Por captura a la terminal presinaptica, a través
del transportador de GABA, dependiente de Na*
y CI.

2. Por las células gliales, que capturan el GABA
del espacio intersinaptico a través del transpor-
tador de GABA, y una vez dentro lo convierten
en semialdehido succinico por accion de la
GABA-T para ingresar al ciclo de Krebs (no pue-
de ser sintetizado GABA en glia debido a su fal-
tade GAD).

Receptores especificos: GABA,y GABA,
El efecto inhibitorio del GABA es a través de re-
ceptores especificos, los cuales se dividen en dos
tipos: el receptor GABA, que promueve la inhibi-
cion de potenciales postsinapticos via proteinas G

(activacion de canales de K*), y disminucién en la
liberacion de neurotransmisores (inhibicion de la
actividad de los canales de Ca* dependientes de
voltaje) y el receptor GABA , formado por un canal
ionico permeable a Cl-.12

Los receptores GABA_son heterodimeros, consti-
tuidos de dos subunidades homoélogas: GB1 y GB2,
s6lo los heterodimeros son funcionales y su activa-
cion ademas permite la inhibicidon de la adenilciclasa
(Tabla 2).12

Los receptores GABA,, son pentameros constitui-
dos por la combinacién de las siguientes
subunidades: ., B, , v, , Y p, cada subunidad esta
constituida por cuatro dominios transmembranales
(TMI, TMII, TMIII yT MIV) y presentan entre 20 y
30% de identidad entre clases y un 70% entre
isoformas (Tabla 2).%

Acido L-glutamico y acido
vy-aminobutirico en la primera
semana de edad posnatal

En el desarrollo del SNC (primera semana de edad
posnatal), la liberacion simultanea de GABA y Glu
permite la despolarizacion de la neurona
postsinaptica (carente de receptores AMPA/KA), per-
mitiendo la posibilidad de responder al Glu por la
accion despolarizante que presentan los receptores
GABA ,durante el desarrollo, lo cual permite alcan-
zar el potencial de accion de los receptores NMDA
(Tabla 3).%°

MECANISMOS DE EXCITOTOXICIDAD
Hipotesis de excitotoxicidad

La hipotesis de la muerte neuronal inducida por
una excesiva liberacion de Glu, se propuso original-

Tabla 3
Acido L-glutamico y acido
yaminobutirico en la primera semana de edad posnatal.
En el desarrollo del SNC (primera semana) la liberacion
simultanea de GABA y Glu permite la despolarizacion de la neurona postsinaptica®®

Receptores a glutamato y GABA (primera semana de edad posnatal)

Tipo de receptor

lonotropicos

lonotropicos

Familia de genes:

Subunidades

Segundos mensajeros

GABAA NMDA
o, NR1
B, NR2A
Vo NR2B
o NR2C
o, NR2D
NR3
Tca* Tca*

Gutiérrez R. Progress in neurobiology. (Modificado).
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mente por Olney, como la “hipdtesis de
excitotoxicidad.*

Excitotoxicidad y
estados patoldgicos del SNC
Este fendmeno se asocia con diversos estados
patoldgicos del SNC, entre los que se incluyen: la
epilepsia,®® hipoxia/isquemiay trauma,%%’
Ademas, se le implica en padecimientos croni-
co- neurodegenerativos, tales como: la enfermedad
de Hungtington, Alzheimer y el Parkinson.¢
Estas neurodegeneraciones patoldgicas se regu-
lan por una excesiva activacion de los receptores
ionotropicos activados por Glu, lo cual altera las
concentraciones intracelulares de iones (Ca**y Na*),

pH, fosforilacion de proteinas y el metabolismo
energético.’®Una elevacion de Ca**intracelular de-
bida a la activacion de los receptores a Glu, pro-
mueve la lipoperoxidacion (LP) de la membrana
citoplasmatica, del reticulo endoplasmico (RE) y de
la membrana mitocondrial.*® Esta LP se induce por la
produccion de 6xido nitrico (ON) y el radical
superoxido (0O,), los cuales forman peroxinitritos y
éste a su vez origina la LP; también se genera 4-
hidroxinonenal (HNE) cuando los lipidos de las mem-
branas son peroxidados, éste se une a los transpor-
tadores de membrana y canales i6nicos alterando
sus actividades (Figura 2).1°

La LP induce dafio en la bomba Na*/ K* ATPasa,
transportadores de glucosay transportadores de Glu,

[Ca*z]i Induce muerte celular

Activacion de receptores
glutamatergicos @

L. peroxidacion Actividad ONS

* DAG e
| Protedlisis

*52;

Cambios en Ia
expresion genlca

4-Hydroxynonenal @

(HNE)

Degradacmn
del

utoesqueleto

I|p|dosy DNA.

Genes
apoptotlcos

Radicales libres

(Oxidativo) Dafio a protemas

Mattson et al. Cell tissue res. Vol. 301. (Modificado).

Figura 2. Un aumento en la liberacion
de glutamato produce un incremento
intracelular de Ca++, lo cual desencade-
na la activacion de varios mecanismos
intracelulares relacionados con la muer-
te celular: lipoperoxidacién, activacion
de diferentes enzimas dependientes de
Ca++ como: proteasas, nucleasas y
fosfolipasas, las cuales subsecuentemente
llevan a las células a entrar en un proceso
de muerte celular por apoptosis.t”?* Ade-
maés, se ha correlacionado la excitotoxicidad
mediada por Glu, con la activacion de las
MAPKs (Kawasaki, 1996).

Dafio a la
mitocondria

l

Actlvamon

caspasas

Activacion de los receptores TNF

Neurotransmisores excitatorios

v

Latencia Activacion Propagacnon
| e—
Catt Mitocondria
EROS Caspasa -2, 8, 9

Fact. transcr. Bid, p53

Ejecucion

Caspasa -3, 6, 7:
Prot. citoesqueleto
Prot. membrana nuclear

Segura et al. Revista de neurologia. Vol. 36. (Modificado).

Figura 3. Fases de la apoptosis. En los proce-
sos apoptéticos se pueden distinguir tres
fases: activacion, propagacion y ejecucion,
gue en ocasiones, se preceden por un pe-
riodo de latencia, de extension variable. La
fase de latencia suele mediarse por sefiales
extracelulares, como la wunién de
neurotransmisores excitatorios a su recep-
tor en el SNC. La fase de activacion, ya
intracelular, se media por segundos mensa-
jeros, como el Ca++, las especies reactivas
del oxigeno y factores de trascripcion. La
fase de propagacién es mediada por el co-
mienzo de un dafio mitocondrial debido a
la activacion de varias proteinas apoptoticas,
y aumento en la concentracion de Ca++
intracelular. Finalmente, en la etapa de eje-
cucion, la célula activa procesos de degra-
dacion en los que participan proteasas y
ADNasas. Entre las dos Ultimas etapas se si-
tda a la mitocondria como organelo clave
en el punto de no retorno.?
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Figura 4. Vias apoptéticas
en SNC. Diversas eviden-
cias sugieren que el flujo
de Ca++ a través de la
mitocondria es el evento
central que coordina la
fase efectora de la AP2! El
citocromo ¢ es un compo-
nente necesario en la acti-
vacion del programa
apoptotico, lo que sugiere
que la mitocondria parti-
cipa en la AP por la libera-
ciéon del citocromo c al
citosol.*®* El programa
genético de muerte ocu-
rre a través de la formacion
de un apoptosoma (el cual
consiste de citocromo c,
factor de proteasa

activador de AP-1 (Apaf-
1), y procaspasa-9), depen-

célula. Ademas de la activacion del programa genético de muerte mitocondrial por la activaciéon de receptores a citocinas (Fas-L
activa la caspasa 8, la cual a su vez activa al gen proapoptético Bid), o directamente sobre sus diferentes sustratos caspasa 3, 6y 7.2

con una consecuente despolarizacion de la mem-
branay una excesiva activacion de los receptores a
Glu, lo cual produce excitotoxicidad celular.®* Tam-
bién perturba la homeostasis i6nica en el RE y
mitocondria, comprometiendo su importante fun-
cion en el secuestro de Ca**.1%%

Por lo tanto, un incremento en la liberacién de
Ca*™ mitocondrial por oxidantes activa diferentes
enzimas dependientes de Ca*, como proteasas,
nucleasas y fosfolipasas, las cuales subsecuentemente
llevan a las células a entrar en un proceso de muer-
te celular por apoptosis (AP) (Figura 2). Sobre la base
de estos argumentos anteriores, se puede observar
la estrecha relacion que existe entre la homeostasis
del Ca**y la sobrevivencia celular.?*

APOPTOSIS

En los procesos apoptoticos se pueden distinguir
tres fases: activacion, propagacion y ejecucion, que
en ocasiones, se preceden por un periodo de
latencia, de extensidn variable.?

La fase de latencia suele mediarse por sefales
extracelulares, como la unién de neurotransmisores
excitatorios a su receptor en el SNC. 2

La fase de activacion, ya intracelular, se media
por segundos mensajeros, como el Ca**, las espe-

diente de ATP o dATP en la

cies reactivas del oxigeno (ERO) y factores de
trascripcion.?? La fase de propagacion es mediada
por el comienzo de un dafio mitocondrial debido a
la activacion de varias proteinas apoptoéticas, y a un
aumento en la concentracion de Ca** intracelular. 2
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Matsudaira et al. Molecular cell biology. (Modificado).

Figura 5. MAPK (p38). Todas las MAPKs contienen la secuencia
de aminoacidos Treonina-X-Tirosina (sus residuos Treonina-
Tirosina son fosforilados, lo cual da origen a la forma activa),

donde X difiere en cada isoforma: para la p38 una glicina.?”
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VIAS DE LA PROTEINA CINASA ACTIVADO POR MITOGENO
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Figura 6. Cascada de sefializa-
cion de las MAPKSs. Una caracte-
ristica comun de todos los gru-
pos de MAPK es la fosforilacion
de los residuos de treonina y
tirosina por una MAPK cinasa
cinasa, (MAPKKK) es una cinasa
serina-treonina que recibe sefia-
les de activacién de un receptor
de membrana y que al
fosforilarse activa su sustrato
que es una MAPK cinasa

ATF2 (MAPKK), esta cinasa es doble-
MAPKAPK2,3,5 mente especifica con la capaci-
MSK1 dad de fosforilar residuos de

p47phox treonina y tirosina en su protei-

na sustrato, una MAPK, la cual

Finalmente, en la etapa de ejecucion, la célula acti-
va procesos de degradacion en los que participan
proteasas y ADNasas.? Entre las dos Ultimas etapas
se sitlia a la mitocondria como organelo clave en el
punto de no retorno (Figura 3).%

Diversas evidencias sugieren que el flujo de Ca**
a través de la mitocondria, es el evento central que
coordina la fase efectora de la AP.% El citocromo ¢
es un componente necesario en la activacion del
programa apoptoético, lo que sugiere que la
mitocondria participa en la AP por la liberacion del
citocromo c al citosol.®

El programa genético de muerte ocurre a tra-
vés de la formacién de un apoptosoma (el cual
consiste de citocromo c, factor de proteasa
activador de AP-1 [Apaf-1], y procaspasa-9), de-
pendiente de ATP o dATP en la célula (Figura
4).2® Asi como alteraciones en el RE son sufi-
cientes para inducir AP, también un aumento
de IP,exacerba la toxicidad por Glu (debido a
que el RE presenta receptores a IP, lo cual pro-
duce una liberacion de Ca** de almacenes
intracelulares).®

MAPKs

La via de sefializacion que utilizan las células
eucarioticas es la de las mitdégeno activado protein
Kinasas (MAPKs), para la transduccion de sefiales
extracelulares a respuestas intracelulares.?* Se cono-
cen tres principales vias de las MAPKs:

1. Proteina cinasa regulada por sefial extracelular
[ERK (p42/44)] que se asocia con la diferencia-
cion celular.

2. Cinasa c-Jun NH,-terminal [JNK(p46/54)] asocia-
da a estrés celular, inflamacion y AP.

3. p38cinasa activada por mitogeno (p38).242
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fosforila (forma activa).

Una caracteristica comun de todos los grupos de
MAPK es la fosforilacion de los residuos de treonina
y tirosina por una MAPK cinasa cinasa (MAPKKov/y/9),
€s una cinasa serina-treonina que recibe sefales de
activacion de un receptor de membrana y que al
fosforilarse activa su sustrato que es una MAPK cinasa
(MAPKK); esta cinasa es doblemente especifica con
la capacidad de fosforilar residuos de treonina y
tirosina en su proteina sustrato, una MAPK, la cual
fosforila (forma activa), (Figura 5), otras proteinas
citoplasmicas que acttian sobre el ntcleo donde pue-
den regular la actividad de factores de transcripcion,
que controlan la expresion de genes.®

Todas las MAPKs contienen la secuencia de
aminoacidos Treonina-X-Tirosina, donde X difiere
en cada isoforma: para las ERK corresponde un &ci-
do glutamico, para las JNK una prolina y para la
p38 unaglicina (Figura 6).228 Este residuo se locali-
za en un asa de activacion cercana al sitio de unién
del sustrato y del ATP, esto lleva a un incremento o
disminucion en la expresion de ciertos genes blan-
co con una consecuente respuesta biolégica.?

p38

La p38 es uno de los miembros mas importantes
de la familia de las MAPKs en el control de la res-
puesta inflamatoria, se reconoce como la MAPK que
se activa en respuesta de estrés fisiologico,
lipolisacaridos (LPS), estrés osmotico y exposicion a
luz ultravioleta.?=0

p38 presenta por lo menos por cuatro isoformas
(Tabla 4), p38a (también conocida como proteina
cinasa activada por estrés 2 [SAPK2]), p38p3, p38y,
(también conocidas como SAPK3) y p389. La familia
de la p38 puede ser dividida en dos grupos, la p38o/
B/B2 y la p38y/5, basdndose en su habilidad para
responder a diferentes estimulos.?*3!



Tabla 4
Isoformas de la MAPK p38

Isoforma Nombres %
MAPK p38 alternativos Homologia Previo a la activaciéon Sustratos
con p38a de la p38

p38a RK, SAPK2a, 100 MKK3, ATF2, MAPKAPK?2, 3, 5,
CSBP, MKK4, Sap-la, CHOP1, EIlk1,
XMpk2, MKKS6, MEF2C, MSK1, MBP,
Mxi2, p38, MKK®6b, PRAK, p47rhox, MNK1.
P40 MEK®6

p38p SAPK2b 74 MKK6 ATF2, EIK1,

(372aa) MAPKAPK2, 3.

p38p2 P38-2 72 MEK®6 ATF2, MAPKAPK2, 3,

(364aa) PRAK, Sap-1la.

p38y (367aa) SAPKS, 60 MKK3, MKK6 ATF2, EIKk1, Sap-1a,
ERK6 MBP, stathmin.

p38% SAPK4 60 MKK6, MKK3 ATF2, EIK1, Sap-1,

MBP, stathmin.
Tabla 5
Modulo de activacion de la via p38

Estimulo Estrés

MAPKKK PAK

MAPKK MKK3 Y MKK6

MAPK p38a, p38p, p38yy p386

Factores de transcripcion

Efecto

MAPKAP cinasa, ATF-2, CHOP1, EIk1,
Max, MEF2C
Apoptosis

La expresion de cada isoforma en varios tejidos
es diferente; p38a se expresa en altos niveles en
leucocitos y médula 6sea, p38d se expresa en cora-
z6n y cerebro, p38yy p386 se expresan principal-
mente en el mudsculo esquelético.?3

Las isoformas son activadas por una doble
fosforilacion en sus residuos Thri®y Tyr'¥2 por una cas-
cada de proteinas cinasas,® dentro de las cuales estan
involucradas las MAPKSs cinasas: MKK3 y MKK®6,* sien-
do el primer paso de lavia la activacion de una GTPasa
(MAPKKK), via el cambio de un GDP por GTP.3

Las MAPKKK-MAPKK previas a la activacion de
las MAPK dependen de la isoformay del tipo celu-
lar; MKK3 es muy abundante en leucocitos y multi-
ples estudios demuestran un papel importante para
MKK3 en respuestas proinflamatorias y expresion
de citocinas; el LPS activa selectivamente p38a via
MKKS3 y no MKK4 o MKK6; MKK®6 es un activador
més comUn de p38a/p/B2/y/6 ya que MKK3 sdlo ac-
tiva p38a/y/6.%5 Se asigna esta especificidad de
las cinasas por sus sustratos (previa activacion de las
MAPK), en parte a la presencia de unas proteinas de
andamiaje o anclaje que coordinan la union del
complejo MAPKKK-MAPKK-MAPK, siendo recono-
cido este multicomponente como el mecanismo en

la regulacion de las sefiales de transduccion.* Los
blancos de la p38 incluyen otras proteinas cinasas
como la MAPK activada por proteina cinasa 2
(MAPKAPK?2), MAPK activada por proteina cinasa 3
(MAPKAPK3), MAPK activada por proteina cinasa 5
(MAPKAPKS5), MnK1/2, MSK1/RSK-B, y factores de
transcripcion como CREB, ATF-1, ATF-2, CHOP1, p47
phox, EIk1, MEFC2 y MBP (Tabla 5).2*

Regulacion génica por MAPKs

Parte de las funciones de las MAPKs son la re-
gulacion de la expresion génica (regula positiva-
mente la activacion de varios factores de transcrip-
cion),®* y estar involucradas en el control
postranscripcional de la expresiéon génica; por lo
tanto, no soélo sirven como caminos de sefializa-
cion entre la membrana plasmatica y proteinas
nucleares que controlan la expresidon génica, sino
que conservan las funciones de amplificar e inte-
grar varias sefiales en un complejo control de la
expresion génica.®®

Regulacion génica via p38
La via p38 regula la expresion génica en dos ni-
veles:
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Activacion MAPKs / regulacion expresion génica

Factores Glutamato Dopamina
de ACH Norepinefrina
crecimiento serotonina Serotonina

Receptores glutamatérgicos

Membrana NMDA AMPA

postsinaptica Jea T el il Adenil
é camkil, @ @
PP v

PK(,) AMPc
/ Raf
Ca++ v l
MEK
\4

CaMKIV  ERK/NK/p38 4 PKA Figura 7. Mecanismos participan-
v HISTONA-H3P tes en la regulacién trans-
RSK2 _ cripcional via MAPKSs (p38). La p38
______________ RNAM interviene en la activacion de la
- maquinaria de transcripcién ac-
Nucleo S : D NI * tivando sus diferentes sustratos
i Proteina (RSK2) y fosforilacion de la H3 (lo
cual produce una desestabilidad
en el ADN, aumentando la trans-
Johnston et al. Pediatric research. Vol. 53. (Modificado). cripcion) regulando la expresion

génica.

[sutr | [ cor | ‘REBP

5 CAP | Poly(A) Figura 8. Regulacion postranscrip-
cional de Bcl-2 via p38. CDR (regién
Bcl-2 RNAm (Grupo: 3) codificante), 5° UTR (regién 5’ no co-
750t ARE 1147nt dificate) y 3’ U'I_'R'(regién 3 no codifi-
cate). Los dominios pertenecientes a
GRUPO DOMINIO las AUREs son pentameros (AUUUA),
Proteinas de unién a AREs los cuales se encuentran en la regiéon
| WAUUUAW y una regién rica-U 3’ no codificate (3'UTR) y se localizan
1A AUUUAUUUAUUUAUUUAUUUA Tritestrapolina (TTP) / p38 en grupos que van desde la unién de

1B AUUUAUUUAUUUAUUUA cinco pentameros hasta la presencia

IIC  WAUUUAUUUAUUUAW AUFL /'p38 de uno solo.”° La estabilidad de los
IID  WWAUUUAUUUAWW HuR /p38 genes que presentan AUREs esta dada
IIE  WWWWAUUUAWWWW por el tipo de proteina de unién a
1 rica-U, no-AUUUA AREBs (AREBs: familia AUF-1, familia

HuR, familia Hsp70), la cual propor-
ciona estabilidad o desestabilizacién
del ARNm, via fosforilacién de p38.4

Bevilacqua et al. Journal of Cellular Physiology. Vol. 195. Wilusz et al. Molecular Cell Biology.
Vol. 2. Lapucci. The Journal of Biological Chemistry. Vol. 227. (Modificado).

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE p38
ESTIMULO
MAPKKK
MKK6
P P
TreGliTir
p38
|
| SB 203580 Figura 9. Representacion esquematica de la inhibicién de p38.
Diferentes estimulos a través de proteinas intermediarias acti-
P van a diferentes MAPKKK, y ésta a su vez a la MKK6 (MAPKK).
Tre / Tir Esta en su momento activa a la via p38 (MAPK) (fosforilada en
MAPKAP 2/3. ATF2. MBP su sitio treonina 180y la tirosina 182), y la p38 a su vez fosforila
' ' t ) ) Kumar et al. a sus sustratos MAPKAPK K2/3 y ATF2/MBP en sus residuos de
c Biochemical a”\‘/’ ?'Zggysl'\‘;la'dsﬁsezmh serina y treonina. La actividad de la MAPK p38 se inhibe por el
ommunications. Vol. 263. (Modificado). SB203580, pero no su activacion.*®
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1. A nivel transcripcional.

a) Atravésde laactivacion de varios factores de
trascripcion, los cuales estan estrechamente
relacionados con los elementos reguladores
en los promotores de sus genes blanco.®

b) Por la fosforilacion-acetilacion de la histona
H3.%” En donde la p38 interviene en la
fosforilacion de la H3 (Ser 10 - 28), lo cual
produce una modificacion en la cromatina,
de manera concomitante con la induccién
génica,*® ademas de que existe una estrecha
asociacion entre la fosforilacion y la
acetilacion H3 (Lys — 14) en diferentes mode-
los (Figura 7).37%

2. Anivel postranscripcional (Clark, 2003) determi-
nando la vida media de algunos elementos ricos
en adenina/uracilo (AUREs) de los genes.*

Los dominios pertenecientes a las AUREs son
pentameros (AUUUA), los cuales se encuentran en
la region 3’ no codificate (3'UTR) y se localizan
en grupos que van desde la unién de cinco
pentameros hasta la presencia de uno solo.*°

La estabilidad de los genes que presentan
AUREs esta dada por el tipo de proteina de unién,
AREBs (AREBs: familia AUF-1, familia HuR, fami-
lia Hsp70), la cual proporciona estabilidad o des-
estabilizacion del ARNm, via fosforilacion de p38
(Figura 8).4142

Generacion de apoptosis
via p38 por excitotoxicidad en SNC

Olney, al buscar la relacion entre la excitotoxicidad
y AP, realizé un estudio en el cual inducia hipoxia/
isquemia (H/l) mediante la oclusion unilateral de la
arteria cardtida, en ratas de siete dias, seguida por
un periodo global de H.**

Con esto concluyo que el primer efecto directo
en la neurodegeneracion se lleva a cabo por un
mecanismo de excitotoxicidad, que se regula por
Gluy donde la neurodegeneracion secundaria e in-
directa es resultado de un proceso apoptotico,* que
a su vez se regula por cascadas de sefializacion
intracelular que adin en la actualidad no se han des-
crito claramente.

Existen evidencias que apoyan el papel funda-
mental de las INK/p38 (SAPK: proteinas cinasas acti-
vadas por estrés) en el proceso de muerte celular
por excitotoxicidad;* como describe Mukherjee* en
su estudio in vitro, donde utilizé un fosfolipido
bioactivo (FAP: factor activador-plaquetario) que
aumenta la liberacion de Glu, generada por la acti-
vacion del receptor NMDA (debido a que es un men-
sajero retrogrado en la potenciacion a largo-plazo).
Este trabajo, por lo tanto, identifica la activacion

del receptor NMDA a través de FAP, que tiene como
consecuencia la activacion de las SAPK y conduce a
la muerte neuronal en hipocampo.

Otro trabajo que apoya la participacion de la
via p38 en la excitotoxicidad mediada por Glu, es el
estudio que realiz6 Kawasaki (1996), en el que se
evalué la actividad de p38 bajo la administracion
de Glu en células cerebelares en cultivo. En este tra-
bajo se observé un incremento de la actividad de la
p38 que se asocio a la administracion del Glu, y esta
activacion de p38 fue dependiente de Ca**
extracelular y su nivel de activacion se correlaciond
con el grado de AP en células granulares maduras
tratadas con Glu.

Son diversos los modelos que relacionan la ac-
tividad de p38 con la muerte celular por apoptosis.
Willaime*+4¢ demostro in vitro que p38 y JNK/c-
Jun actuan en paralelo al inducir la muerte en
neuronas por ceramida; de manera similar,
Namgung* comprobd in vitro que la via p38 y la
via JNK3 inducen la muerte celular en neuronas
cerebelares, en un modelo de excitotoxicidad in-
ducido por arsénico. Finalmente, Yamagishi“® fun-
dament6 que ocurre una muerte por apoptosis
en neuronas cerebelares via p38/c-Jun, en un mo-
delo de cambio de osmolaridad de K* (26 mM K*a
5 mM K).

Inhibidores especificos de la via p38

Los compuestos piridinilimidazoles son los
inhibidores especificos de la via p38, dentro de los cua-
les el principal es el SB203580, el cual inhibe la activi-
dad de la via p38 pero no su activacion (Figura 9).4°

El SB203580 actuia por unién competitiva al sitio
de ATP. Después de la fosforilacion de los residuos de
treonina 180 y tirosina 182 por la kinasa MKK®, la
MAPK p38 se activa y ocasiona que el ATP se una a
su sitio de accion. Sin embargo, la presencia del
SB203580 no tiene efecto sobre la activacion de la
p38 pero si sobre la fosforilacion de estos residuos,
por lo tanto, la continua presencia del inhibidor
bloguea la habilidad de la p38 en fosforilar sus si-
guientes sustratos.*

Regulacion génica via p38

Los factores de trascripcion tienen un papel cla-
ve en la regulacion de la proliferacion celular, pro-
gresion del ciclo celular y la apoptosis. Los miem-
bros de la familia ATF/CREB participan en responder
sefiales del medio extracelular y mantener la
homeostasis celular. Por ejemplo, ATF2 y ATF3 se
implican en el control transcripcional de genes que
responden al estrés.>® La MAPK p38 fosforila direc-
tamente ATF-2 en sus residuos de Tre 69, Tre 71y Ser
90, lo que ocasiona la estimulacion de su capacidad
transactivadora.®
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Resultados en nuestro laboratorio indican que la
p38 se fosforila y activa durante el proceso de
excitotoxicidad, pues el sustrato ATF2 se fosforila
por lavia p38. La fosforilacion de ATF2 se detectd por
Western Blot y éste fue altamente fosforilado en el
grupo de GMS a los ocho dias de edad posnatal. En
adicion se demostré cuando el SB203580 inhibe la
fosforilacion de ATF2, observando que su expresion
disminuye a la dosis de 0.42 pg/g, lo que confirma
que el SB203580 suprime la activacion de esta via.®
Resultados similares se observaron en un modelo de
dafo cerebral traumaético, el cual involucra diver-
sos procesos de excitotoxicidad, donde después del
trauma los niveles de ATF2 aumentaron
significativamente, y la efectividad del SB203580
se demostrd al ver que el estado de fosforilacion
del sustrato ATF2 se inhibid con dosis micromolares
de éste.* De igual manera Yamagishi*® demostré
que ATF2 se fosforila y causa apoptosis en un mo-
delo de bajo potasio, efectos que son inhibidos por
el SB203580, confirmando la participacion de la via
p38.

La actividad de p38 bajo este modelo se
correlaciona con la muerte neuronal necrética o
apoptdtica como se demostro en el estudio de Ri-
vera.5? De manera similar, nuestros resultados in-
dican que en la corteza cerebral (Fr1), CAly CA3
se incrementd el grado de necrosis en el grupo
tratado con GMS. Por otro lado, se observo que
en el grupo de SB203580 + GMS se muestra un
efecto de inhibicién en el grado de necrosis, lo
cual determina que la via p38 participa en este
tipo de muerte neuronal. Asi como también lo
demostré Rivera,®? en este modelo de
excitotoxicidad, efectos que son inhibidos por el
SB203580. Esto demuestra que el tipo de muerte
neuronal que se observa principalmente a los ocho
dias es una muerte necroética o apoptotica tardia,
debido al efecto tan agresivo del GMS en este
modelo, correlacionando estos datos con lo plan-
teado por Olney “el primer efecto directo en la
neurodegeneracion, se lleva a cabo por un meca-
nismo de excitotoxicidad; que se regula por Glu y
donde la neurodegeneracion secundaria e indi-
recta es resultado de un proceso apoptotico”; en
nuestro laboratorio resultados previos muestran
un incremento en el grado de apoptosis (TUNEL)
en corteza cerebral a los 10 dias.%?

Esto produce diferentes cambios en la expresion
génica asi como lo muestra Rivera,®? (NR1, NR2A,
NR2C, NR2D, GIuR1, GluR2 y NRSF) y Chaparro® (TNF-
o, IL-1pB, IL-6), con un efecto protector al usar el
inhibidor SB203580.52% Lo cual demuestra la parti-
cipacion de la via p38 en la regulacion génica du-
rante un proceso de neurodegeneracion (apoptosis)
por excitotoxicidad.
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