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Rol de la vía autofágica- lisosomal en la muerte celular inducida por 

manganeso en células gliales 

El manganismo es un desorden neurodegenerativo originado por la sobre- 

exposición crónica a Mn, cuyo cuadro clínico y vías de señales se asemejan a los de 

la Enfermedad de Parkinson Idiopática. El Mn se acumula preferentemente en los 

ganglios basales y en particular, en las mitocondrias y lisosomas, donde puede 

generar especies reactivas de oxígeno y afectar las membranas de estas organelas. 

La permeabilización de la membrana lisosomal (PML) conduce a la liberación de 

hidrolasas al citosol y a la apoptosis y puede también comprometer la degradación 

autofágica.  

En el presente trabajo se investigó el daño lisosomal inducido por Mn y el impacto 

de este evento en la muerte de las células C6 de glioma de rata. Parte de los 

resultados obtenidos fueron trasladados a un modelo in vivo de intoxicación aguda 

con Mn. Por lo tanto, el enfoque estuvo dirigido al estudio de la posible participación 

de la vía lisosomal en la apoptosis inducida por Mn y al rol potencial de la autofagia 

en este contexto celular.  

Los ensayos in vitro se realizaron empleando células expuestas a MnCl2 en 

distintas condiciones de incubación. Se demostró que el Mn induce un aumento en 

el tamaño de las vesículas ácidas que puede ser totalmente prevenido por pre- 

incubación con antioxidantes. Asimismo, la exposición al metal genera PML y 

liberación de Catepsina D (CatD) al citosol, procesos que tienen lugar rio arriba de 

la injuria a la mitocondria. El estudio del rol de las catepsinas en la vía de muerte 

celular apoptótica demostró que las CatD y B regulan los niveles de expresión de 

FasL, intervienen en el clivaje de caspasa-8 y Bid y en la activación de la vía de 

muerte mitocondrial. En este contexto, el Mn activó la autofagia como un mecanismo 

de supervivencia celular.  
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Los estudios in vivo sugieren que los efectos tóxicos del Mn resultan en un daño a 

los astrocitos del striatum y en la alteración de los niveles de expresión de la CatD 

en las neuronas de ciertos ganglios basales involucrados en el manganismo.  

En conjunto, nuestros resultados demuestran por primera vez que los lisosomas 

constituyen un blanco estratégico de la toxicidad del Mn, integrando la cascada de 

señales implicadas en la apoptosis. En este escenario, la autofagia se desencadena 

en un intento de rescatar a las células de la muerte. Estos hallazgos contribuyen al 

conocimiento de los mecanismos de daño posiblemente activados en el manganismo 

y probablemente en otras enfermedades neurodegenerativas. 

  

PALABRAS CLAVE:  

ASTROCITOS; APOPTOSIS; AUTOFAGIA; CATEPSINAS; CÉLULAS C6; MANGANESO; 

MANGANISMO; LISOSOMAS; PERMEABILIZACIÓN DE LA MEMBRANA LISOSOMAL 
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Role of the lysososomal- autophagic pathway in Mn- induced cell 

death in glial cells 

Manganism is a neurodegenerative disorder caused by chronic Mn overexposure 

whose symptoms and signaling pathways resemble those of idiopathic Parkinson's 

disease. Mn accumulates within the basal ganglia, particularly in mitochondria and 

lysosomes. Hence, Mn- induced reactive oxygen species may disrupt the integrity of 

these organelles. Lysosomal membrane permeabilization (LMP) causes 

the release of cathepsins and other hydrolases from the lysosomal lumen to the 

cytosol leading to apoptotic cell death. Moreover, LMP may induce alterations in the 

autophagic degradation pathway. 

In the present study, Mn-induced lysosomal damage and its impact on C6 rat 

glioma cell death were investigated. Some of these results were validated in an acute 

Mn intoxication in vivo model. Our approach was to study the possible involvement 

of the lisosomal pathway in manganese-induced apoptosis and the potential role of 

autophagy in this cellular context. 

For in vitro assays, cells were exposed to MnCl2 in different incubation conditions. 

We found that Mn induces an increase in acidic vesicles size, which is completely 

prevented by antioxidants. Moreover, Mn exposure generates PML and the release 

of cathepsin D (CatD) to the cytosol, both processes taking place upstream to the 

mitochondrial damage. CatD and B are involved in both caspase-8 and Bid cleavage, 

leading to the activation of the mitochondrial apoptotic pathway. Moreover, they 

regulate FasL expression levels. In this context, autophagy is activated as a survival 

pathway.  

In vivo studies suggested that the toxic effects of Mn result in both striatal 

astrocyte damage and altered expression of CatD in neurons of the basal ganglia.  

Taken together, our results demonstrate for the first time that lysosomes are a 

strategic target for Mn toxicity, integrating the signal cascades involved in apoptosis. 

In this scenario, autophagy is triggered as an attempt to rescue the cells from death. 
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These findings contribute to the understanding of the damage mechanisms possibly 

activated in manganism and probably in other neurodegenerative diseases.  
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1. Manganeso 

1.1 Generalidades 

 

El manganeso (Mn) es un elemento ampliamente distribuido en la corteza 

terrestre y es considerado el quinto metal en orden de abundancia (Organización 

Mundial de la Salud, 2000). Debe su nombre (en latín: magnesia) a que sus minerales 

de color gris oscuro o negro como la pirolusita (MnO2) tienen propiedades 

magnéticas (en latín, imán: magnes) (Venable, 1894). 

Por el año 1656, el científico Alemán-Danés Johann Rudolph Glauber fue el 

primero en realizar experimentos empleando un mineral de Mn. La mayor parte de 

los estudiosos de la mineralogía, al no saber cómo clasificarlo, lo situaron entre los 

minerales de hierro (Fe). Sin embargo, el alemán Johann Heinrich Pott, que publicó 

el primer examen químico en 1740, reportó que generalmente contenía apenas algo 

de Fe (Thomson, 1802; Venable, 1894).  

Fue recién en 1758 cuando el destacado mineralogista sueco Axel Fredrik 

Cronstedt, en su ensayo “An assay toward a system of mineralogy” le asignó al 

mineral de Mn un lugar propio. En el año 1770, Ignatius Gottfried Kaim publicó en 

Viena una serie de experimentos en los que buscaba demostrar que se podía extraer 

un metal del mineral. Cuatro años más tarde, el profesor sueco Torbern Olof 

Bergman difundió una disertación en la que demostraba que el mineral, al que 

llamaban manganeso, era en realidad un óxido metálico. Si bien sus intentos de 

reducirlo no fueron exitosos, su connacional Johan Gottlieb Gahn, halló el 

procedimiento correcto. El metal obtenido se llamó manganeso, y en estado puro 

resultó ser de un color blanco-grisáceo brillante, con textura granular y sin sabor ni 

gusto (Thomson, 1802; Venable, 1894). 

Hoy en día, el Mn se encuentra clasificado como un metal de transición, de peso 

atómico 54,938049, de número atómico 25 y está situado en el grupo 7 en la Tabla 

Periódica de los Elementos. Tiene valencias 1, 2, 3, 4, 6 o 7 (Fig. 1) (Lide, 2004). 
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Figura 1. Tabla Periódica de los Elementos. Se muestran el nombre, la 
abreviatura, el número atómico, la estructura electrónica y el peso 
atómico del Mn así como también su ubicación en la tabla periódica. 

 

El Mn se encuentra tanto en el agua, el suelo y el aire así como en los alimentos 

formando óxidos, carbonatos y silicatos (Aschner, 2000; Organización Mundial de la 

Salud, 2000). Además de dar lugar a una diversidad de minerales, también está 

presente en la mayoría de los minerales de hierro, en el carbón y en el petróleo. El 

Mn se emplea principalmente en la industria metalúrgica como constituyente de 

aleaciones o como un aditivo para desoxidar y desulfurar. Además, se utiliza en la 

producción de pilas de celda seca, en la industria química, en los combustibles, en la 

fabricación de vidrio, en las industrias del cuero y textil y en fertilizantes 

(Organización Mundial de la Salud, 2000). 

 

1.2 El Mn en el organismo  

 

Si bien el Mn es esencial para la vida de los mamíferos, su función es poco 

comprendida debido a su baja concentración en los tejidos y por ser reemplazado, 

en condiciones de baja disponibilidad, por otros cationes divalentes. En el 

organismo, este metal se encuentra en cantidades traza (10-20mg), principalmente 

como Mn2+ o Mn3+. Está involucrado en el metabolismo de proteínas, lípidos y 
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carbohidratos y actúa como cofactor de enzimas descarboxilasas, transferasas, 

óxido-reductasas, ligasas, liasas, hidrolasas y quinasas incluyendo las 

mitocondriales superóxido dismutasa (SOD) y piruvato carboxilasa y la específica 

de astrocitos, glutamina sintetasa. Se cree que esta última se encuentra asociada al 

80% del Mn en el cerebro. Por medio de sus funciones celulares, este micronutriente 

cumple roles en la respuesta inmune, la homeostasis del azúcar en sangre, la 

regulación de los niveles de ATP, la reproducción, la digestión y el crecimiento del 

hueso (Aschner, 2000; Takeda, 2003; Burton y Guilarte, 2009; Gropper y Smith, 

2012). 

Los alimentos constituyen la principal ruta de incorporación del Mn al organismo. 

Los más ricos en este mineral son la palta, los arándanos, los frutos secos y las 

semillas, las algas, la yema de huevo, los cereales integrales, las legumbres y las 

verduras de hoja verde. El consumo diario aproximado se encuentra entre 2- 9 mg/ 

día para una persona promedio de 70kg (Aschner, 2000). Según estudios realizados 

por la Administración de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), entre los 

años 1982- 1989 todos los grupos etarios tuvieron una ingesta de Mn dentro del 

rango recomendado con excepción de las mujeres entre 14- 16 años, que se 

encontraron 10% por debajo del límite inferior. Asimismo, un trabajo que evaluó los 

niveles de consumo en Europa Occidental encontró que la ingesta es adecuada. Estos 

hallazgos sugieren que la ingesta de Mn por parte de la población, en términos 

generales es suficiente para los requerimientos del organismo a lo largo del ciclo de 

vida. Estudios con animales demostraron que la deficiencia de Mn causa 

anormalidades esqueléticas y afecta la reproducción y la actividad exocrina y 

endocrina del páncreas (Failla, 1999). Sin embargo, la deficiencia en humanos es 

rara y los reportes escasos. 

La cantidad de Mn en el organismo está regulada a nivel de la captación y la 

excreción intestinal y sus niveles se mantienen casi constantes. Un aumento del 

metal en la dieta, lleva a un incremento en su metabolismo en el hígado y aumenta 

la excreción que ocurre primariamente por la vía biliar. Típicamente, 1-5% del Mn 

ingerido alcanza la circulación sistémica. En sangre, la concentración se encuentra 

entre 8-11 ʅg/ l, mientras que en el plasma los datos obtenidos son muy variables. 
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El Mn suele estar presente en la mayoría de los tejidos, y si bien no se almacena en 

ninguno en particular, su concentración es mayor en hueso, páncreas, hígado y riñón 

(Leggett, 2011; Gropper y Smith, 2012). 

Una vez absorbido en el intestino, el Mn ingresa a la circulación portal hepática 

como Mn libre o Mn2+ unido a Ƚ- 2 macroglobulina y al llegar al hígado es casi 

completamente removido del torrente sanguíneo. Por otra parte, el Mn que ingresa 

al organismo por otras vías evade el mecanismo de control hepático y se encuentra 

en mayor parte unido a transferrina (Tf), lo que permite su transporte a los tejidos 

que posean receptores, entre ellos el cerebro. Por lo tanto, la captación hepática 

funcionaría manteniendo la homeostasis del Mn en sangre (Leggett, 2011; Gropper 

y Smith, 2012). 

 

1.3 Distribución y transporte del Mn en el cerebro 

 

El Mn se distribuye en el cerebro de manera heterogénea. La mayor 

concentración se detecta en los ganglios basales (en particular en el núcleo caudado, 

globus pallidus y putamen, seguidos por la substantia nigra) y en el tálamo. Además, 

en la corteza cerebral, la concentración es mayor en la materia blanca que en la 

materia gris mientras que esta diferencia no se observa en el cerebelo (Larsen et al., 

1979; Yamada et al., 1986). En la Fig. 2 se muestra un esquema con la localización 

de las áreas de mayor acumulación de Mn mencionadas. 
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Figura 2. Anatomía del cerebro humano. Imágenes de cortes coronales del cerebro, 
de anterior a posterior, sección 9 (A) y 10 (B). Se muestran a la izquierda fotografías y 
a la derecha diagramas en los que se señalan las áreas de mayor acumulación de Mn en 
el cerebro. Adaptado del Atlas coronal del Atlas del cerebro humano (Jürgen et al., 2008) 

 

Si bien existe un gran número de trabajos que estudian el transporte del Mn al 

cerebro, la forma en que esto ocurre en condiciones fisiológicas no ha sido 
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completamente elucidada debido a las complicaciones que 

acarrean la existencia de distintos estados de oxidación y la 

unión en el plasma a compuestos de alto y bajo peso 

molecular. Además, la captación en dicho órgano estaría 

críticamente influenciada por la concentración del metal, el 

pH y la competencia con otros metales (Rabin et al., 1993). Sin 

embargo, hay una diversidad de mecanismos descriptos. 

Existen dos vías de entrada del Mn al cerebro, la barrera 

hematoencefálica (BHE) y la barrera sangre- líquido 

cefalorraquideo (LCR). El estado de oxidación +2 es la forma 

más estable del Mn a pH fisiológico y se propone que ingresa 

primariamente a través de la BHE como ion libre mediante 

transporte facilitado (Rabin et al., 1993) por proteínas 

transportadoras de metales no específicas como DMT1 y 

ZIP8/ ZIP14 (Cuadro 1). Además, se ha demostrado que este 

metal es capaz de ser captado en células endoteliales de la 

microvasculatura del cerebro por canales de Ca2+ (Crossgrove 

y Yokel, 2005) o unido a citrato (Crossgrove et al., 2003). Si 

bien en eritrocitos se encontró que puede ingresar mediante 

el intercambiador (Na+/Ca++) (Frame y Milanick, 1991) o por 

un antiporter de Mn (Günther y Vormann, 1990), estos 

mecanismos no han sido descriptos, hasta donde sabemos, en 

tejido nervioso. (Au et al., 2008; Gunter et al., 2013; He et al., 2006; 

Jenkitkasemwong et al., 2012) 

Gran parte del Mn2+ del plasma se une a proteínas, lo que 

restringe la captación por parte del sistema nervioso central 

(SNC). Alrededor del 70% del Mn2+ estaría asociado a 

proteínas de alto peso molecular como Tf, albúmina y Ƚ 2-

macroglobulina (siendo la unión a Tf de menor afinidad que 

la correspondiente a Mn3+). Con respecto al 30% restante de 

Mn2+, May et al. (1977) estudiaron la interacción con 40 
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ligandos de bajo peso molecular, empleando simulaciones 

computacionales. Ellos estimaron que la gran mayoría del 

Mn2+ no unido a proteínas existe como ión libre (60%), 

mientras que el resto formaría complejos con bicarbonato 

(HCO3, 24%), citrato (10%) y otros solutos de bajo peso 

molecular como fosfato y oxalato (5%).  

El transporte de Mn3+ ocurre mediante su unión a Tf 

(Cuadro 2) y se encuentra en estado libre en una muy baja 

proporción. Una vez en el SNC, es utilizado por las células 

endoteliales que forman los capilares de la BHE o enviado a 

las neuronas, los oligodendrocitos y los astrocitos para uso y 

almacenamiento (Takeda, 2003).  

En presencia de altos niveles del metal, la entrada tendría 

lugar por el plexo coroideo como Mn2+ libre. Si bien esta 

captación es rápida, es poco probable que este sitio sea el 

primario para el influjo de Mn al cerebro y el rol exacto de esta 

vía de entrada sigue constituyendo una incógnita (Rabin et al., 

1993).  

 

2. Manganismo 

2.1 Intoxicación por Mn en humanos  

 

La exposición crónica a altos niveles de Mn resulta en una 

enfermedad denominada manganismo, que se encuentra 

asociada a un daño irreversible al SNC y a alteraciones 

psicológicas y neurológicas prominentes (Aschner, 2000). 

Los signos de la intoxicación por Mn fueron reportados por 

primera vez por John Couper en el año 1837 en su trabajo “On 

the effects of black oxide of manganese when inhaled in the 

 

(Gunter et al., 

2013)
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lungs”. En este trabajo, el autor 

describió las condiciones laborales 

y los efectos tóxicos del metal sobre 

los trabajadores empleados en la 

molienda de óxido de Mn utilizado 

para la fabricación de polvo de 

blanqueo.  

Los síntomas iniciales asociados 

al manganismo son de naturaleza 

psiquiátrica y se definen clínicamente como locura mangánica. Estos son similares 

a los que presentan los esquizofrénicos, incluyendo comportamiento compulsivo o 

violento, cambios de humor, irritabilidad, déficits intelectuales y alucinaciones. 

Además se ve afectada la coordinación motora fina, que se evidencia por 

dificultades en la escritura (Aschner, 2000; Roth, 2009; Guilarte, 2010). 

Las manifestaciones neurológicas usualmente comienzan en un corto período (1 

o 2 meses luego de los primeros síntomas) e incluyen anorexia, debilidad, 

comportamiento psicótico severo, bradiquinesia progresiva, distonia y dificultades 

en la marcha. Se ve afectada la expresión facial y se observa dificultad en el habla. 

Los pacientes suelen hablar lento, con menos claridad y desarrollar tartamudez, 

mientras que su voz se vuelve monótona y de muy bajo volumen. En estadios 

avanzados, los enfermos quedan incapacitados, con rigidez en las extremidades, 

temblores, “marcha de gallo” y problemas en el balance al caminar, salivación y 

sudoración excesiva. El cuadro clínico se asemeja al de otros desórdenes 

neurodegenerativos que son descriptos como disfunciones motoras 

extrapiramidales, entre ellos, la enfermedad de Parkinson (EP). Si bien la mayor 

parte de los síntomas son similares en ambas enfermedades, la toxicidad del Mn 

lleva a temblores más leves, los pacientes pueden mantenerse en una postura más 

erguida y no responden al tratamiento con L-DOPA. Por otro lado, los pacientes que 

“En la química Charles Tennant and Co., un 

número considerable de hombres se ocupa de 

la molienda de óxido negro de Mn para ser 

utilizado en la fabricación de polvo de 

blanqueo. La superficie de sus cuerpos está, 

por supuesto, constantemente cubierta con el 

Mn; el aire que respiran está cargado con 

polvo fino, y se encuentran siempre expuestos, 

por negligencia en las condiciones de limpieza, 

a consumir Mn junto con su comida”. 

 

Couper, 1837 
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padecen la EP no presentan la 

“marcha de gallo” ni pérdida en 

el equilibrio, que son típicos del 

manganismo (Aschner, 2000; 

Roth, 2009; Guilarte, 2010). 

Existen sólo dos estudios que 

evaluaron los efectos del cese en 

la exposición a Mn en pacientes 

con efectos neurotóxicos 

tempranos. El primero de ellos, 

llevado a cabo por Roels et al. 

(1999), demostró que, superado 

un cierto nivel del metal en el 

aire, la neurotoxicidad alcanza 

un punto de no retorno y no es 

posible la reversión de los 

síntomas. Por otra parte, en el trabajo de Bouchard et al. (2007) se realizó la 

evaluación luego de un tiempo mayor a partir del cese de la exposición al Mn y se 

encontraron déficits persistentes para ciertas funciones neuromotoras, flexibilidad 

cognitiva y cambios en el humor, mientras que otros síntomas pudieron revertirse.  

La forma más documentada de sobreexposición a Mn es la que se da en ámbitos 

laborales, especialmente en relación con la fundición de aleaciones de Mn y Fe, las 

soldaduras, la minería, el ensamblaje de baterías y la manufactura de vidrio y 

cerámicas. La enfermedad puede desencadenarse también como un proceso 

secundario a otra afección en la salud. Las deficiencias en la excreción por la vía 

biliar debidas a cirrosis u otros tipos de daño hepático, llevan a un aumento del Mn 

en el organismo. Se ha descripto también intoxicación con Mn en individuos que 

recibieron alimentación intravenosa prolongada, existiendo un riesgo mayor en 

poblaciones con la BHE comprometida o inmadura o con vías excretorias mal 

desarrolladas. Además, se han reportado casos en los cuales consumidores de 

efedrina (una droga de abuso) presentan, en un corto lapso, síntomas que serían 

“La pérdida de fuerza es más evidente en 

las extremidades inferiores, las cuales se 

ven afectadas de manera tan 

considerable que el paciente se tambalea 

y tiende a correr por la sala cuando 

intenta caminar. Los brazos se 

encuentran debilitados, aunque de 

manera leve. El paciente se queja de que 

no puede hacerse oír a una distancia 

moderada, como en otro tiempo, y la 

incapacidad parece depender, no de 

todos los desperfectos de la articulación, 

sino de la debilidad de la voz. El intelecto 

y los sentidos externos están intactos, 

pero hay una evidente expresión de vacío 

en el rostro, que proviene aparentemente 

del estado paralizado de los músculos de 

la cara. Por la misma causa, la saliva 

tiende a escapar de la boca 

especialmente durante el habla. No hay 

temblor en ninguna parte del cuerpo”. 

Couper, 1837 



Introducción 

 
33 

producto de una intoxicación con Mn. Esto ocurre porque la droga puede 

encontrarse contaminada con permanganato de potasio, un oxidante utilizado 

durante su preparación (Burton y Guilarte, 2009).  

El uso de tricarbonilo metilciclopentadienilo de manganeso (MMT) como un 

agente antidetonante en las gasolinas, ha generado preocupación por la creciente 

exposición de la población a Mn. El aumento en los niveles ambientales de Mn 

producto del uso de MMT y de procesos industriales, resulta sumamente alarmante 

dado que podría llevar aparejada una mayor prevalencia de parkinsonismos y otros 

desórdenes en el movimiento (Burton y Guilarte, 2009). Si bien los niveles 

ambientales no tienen la envergadura de los que se encuentran en las minas, existe 

una vacancia en el conocimiento en lo que respecta a las diferencias individuales que 

hacen que, ante los mismos niveles de exposición, ciertos individuos resulten 

afectados rápidamente, mientras que otros nunca presentan síntomas. Rodier 

(1955) consideró que estas diferencias podrían estar relacionadas principalmente a 

la edad, el clearance del Mn en el organismo, la vía de exposición y demás factores 

concernientes al individuo. Entre los pacientes que examinó, un porcentaje mostró 

síntomas luego de 10 años de exposición (Fig. 3). Esto es particularmente relevante 

desde el punto de vista de la salud pública, donde poblaciones grandes y diversas se 

encuentran expuestas a bajos niveles del metal. En estos casos, es difícil establecer 

la conexión entre exposición y efectos (Newland, 1999). 

 

Figura 3. Tiempo de aparición de los 
síntomas a partir del comienzo de la 
exposición a Mn. Se muestra, en años, el 
tiempo que demoró en aparecer la enfermedad 
en 115 mineros empleados en minas de Mn en 
Marruecos. El tiempo se encuentra expresado 
en escala logarítmica. Los datos provienen del 
trabajo de Rodier (1955) y la figura está 
adaptada del análisis realizado por Newland 
(1999). En las minas en las que Rodier 
describió 150 casos de manganismo, había 
alrededor de 4.000 trabajadores. El 90% de los 
enfermos se dedicaba a la perforación de 
hoyos con taladros mecánicos para realizar 
explosiones en el interior de la mina. 
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La concentración de Mn en el ambiente es baja en comparación con las cantidades 

ingeridas en la dieta. No obstante, la absorción y transporte a varios órganos blanco 

sería relativamente mayor por inhalación que por ingestión. Si bien no existen 

estudios de farmacocinética que comparen las rutas de exposición, se ha 

demostrado que los niveles de Mn se encuentran bien regulados cuando se 

incorpora por la ingesta. Esto condice con el hecho de que los reportes de 

intoxicación por dicha vía sean escasos. Sin embargo, al ser inhalado, el metal entra 

al torrente sanguíneo y alcanza el cerebro antes de ser procesado en el hígado 

(Organización Mundial de la Salud, 2000). Dorman et al. (2002) demostraron que, 

además de la deposición pulmonar del metal y el subsecuente direccionamiento al 

cerebro, el Mn inhalable es capaz de transportarse desde las neuronas olfatorias al 

bulbo y al tubérculo olfatorio, representando una vía directa de entrada del metal al 

SNC. 

El trabajo realizado por Dorman et al. (2006), demostraron que la exposición sub- 

crónica de monos Rhesus a 1,5 mg/ m3 de sulfato de Mn (MnSO4) inhalable generaba 

un aumento mayor a 3- 5 veces en la concentración del metal en el globus pallidus, 

el putamen y el caudado con respecto a los animales control (Fig. 4).  
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Figura 4. Acumulación de Mn en distintos tejidos, órganos y fluidos. Los monos 
Rhesus fueron expuestos a distintas concentraciones de MnSO4 inhalable durante 65 
días. Luego, se midió la masa de Mn (Ɋg/ g de peso húmedo) en tejidos olfatorios, áreas 
del cerebro, órganos y fluidos. Adaptado de Dorman et al. (2006). 

 

2.2 Toxicidad del Mn en el SNC 

 

La exposición crónica a Mn en humanos conduce a una atrofia de los ganglios 

basales. En particular, se ven afectados el globus pallidus, el núcleo caudado, el 

putamen y, en algunos casos, la substantia nigra. Comúnmente, en autopsias de 

pacientes, se puede observar degeneración neuronal bilateral en el globus pallidus, 

en conjunto con una marcada disminución de las fibras mielinizadas y proliferación 

de astrocitos (Normandin y Hazell, 2002). En ensayos realizados en roedores, se ha 

encontrado que el striatum presenta peroxidación lipídica, disminución en los 

niveles de Ca2+ y dopamina, excitotoxicidad, apoptosis neuronal y activación de 
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células gliales (Brouillet et al., 1993; Liu et al., 2006; Avila et al., 2008). Además, en 

nuestro laboratorio, hemos demostrado, en un modelo de intoxicación aguda, que el 

Mn genera contracción y pérdida celular en el striatum de rata, en conjunto con 

condensación de la cromatina y un desequilibrio en los niveles de las proteínas de 

fusión y fisión mitocondrial (Alaimo et al., 2014).    

La corteza cerebral se ha propuesto también como un blanco de la toxicidad del 

metal (Guilarte et al., 2006; Erikson et al., 2007; Guilarte, 2013). 

Un gran número de trabajos se han dedicado a descifrar los mecanismos 

mediante los cuales el Mn afecta la función motora de modo similar a lo observado 

en la EP idiopática. Sin embargo, dado que existen diferencias en la sintomatología, 

así como también una falta de respuesta a L- DOPA (empleada para el tratamiento 

de la EP), se cree que el manganismo podría afectar vías neuronales diferentes y/o 

adicionales. En el caso de la substantia nigra, aunque podría asumirse que la 

oxidación de dopamina debida al estrés oxidativo generado por el Mn conduciría a 

una vulnerabilidad aumentada de las neuronas, hasta donde se conoce, las mismas 

son relativamente inmunes, al menos inicialmente, a los efectos deletéreos del 

metal. Esto se evidencia por el hecho de que la captación de fluorodopa en las 

terminales nerviosas dopaminérgicas del striatum parece ser normal o sólo 

ligeramente menor en individuos con Manganismo (Roth, 2009). Estas 

observaciones no conducen al concepto de que la intoxicación con Mn no llevaría a 

síntomas asociados a la EP ya que también se han observado niveles de fluorodopa 

anormales en pacientes con Manganismo. Esto indica que las lesiones en los ganglios 

basales pueden ser más extensivas que lo que se conoce actualmente. Dado que el 

número de estudios que han evaluado la toxicidad en un contexto de exposición 

crónica es limitado, el daño sobre las sinapsis dopaminérgicas es aún materia de 

debate (Huang, 2007; Burton y Guilarte, 2009). 

Una característica importante de la neurotoxicidad del Mn es la aparición de 

astrocitos Alzheimer tipo II en los ganglios basales caracterizados por poseer 

núcleos agrandados y pálidos con marginación de la cromatina y nucléolos 

prominentes (Normandin y Hazell, 2002). Este tipo de astrocitos reactivos ha sido 

descripto principalmente en la encefalopatía hepática, una enfermedad del SNC 
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causada por el mal funcionamiento del hígado (Norenberg, 1987) que resulta en 

niveles aumentados de Mn en sangre y en cerebro (Krieger et al., 1995). Dadas las 

similitudes observadas entre el manganismo y la encefalopatía hepática se ha 

propuesto que el Mn podría estar asociado con el daño al SNC observado como 

consecuencia de la falla hepática y que, por otra parte, la presencia de astrocitosis 

de Alzheimer tipo II en el manganismo, tendría un rol importante en la patofisiología 

de la toxicidad del Mn (Normandin y Hazell, 2002).  

 

2.3 Localización subcelular del Mn  

 

Una vez que ingresa a la célula, el Mn2+ es rápidamente secuestrado por la 

mitocondria a través del uniporter de Ca2+ y permanece mayormente unido a 

proteínas de la matriz o de la membrana mitocondrial. La salida del metal de esta 

organela ocurre a través de un sistema lento, independiente de Na+ (Gavin et al., 

1999). Es decir, que el Mn2+ emplea un mecanismo rápido de entrada a la 

mitocondria y uno lento de salida, por lo cual tiende a acumularse en esta organela. 

Esta acumulación sumada al hecho de que el Mn puede inhibir la salida de Ca2+, 

conduce al daño mitocondrial (Gavin et al., 1999; Martinez-Finley et al., 2013). En la 

mayoría de los tipos celulares, la mitocondria, y en particular la cadena de 

transporte de electrones, constituyen la fuente principal de ROS. Allí, la primer 

especie formada es el radical superóxido (O2•-) que es convertido a peróxido de 

hidrógeno (H2O2) por la enzima superóxido dismutasa (Lambert y Brand, 2009). En 

presencia de Mn u otros metales de transición, el H2O2 puede ser convertido a radical 

hidroxilo (OH•), una especie altamente reactiva (Goldstein et al., 1993; Watts et al., 

2005).  

Si bien la mayoría de los estudios realizados describen la acumulación del Mn en 

las mitocondrias (Gunter et al., 2009) y la generación de un daño dirigido sobre esta 

organela (Malecki, 2001; Rao y Norenberg, 2004; Tamm et al., 2008; Yin et al., 2008; 

Prabhakaran et al., 2009; Jiang et al., 2014), los aportes realizados por  Suzuki et al. 

(1983) señalan a los lisosomas como organelas importantes en el metabolismo y la 

toxicidad del Mn. Estos autores estudiaron la distribución intracelular del metal y 
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los cambios ultraestructurales en las células del cerebro de ratón luego de una 

inyección intraperitoneal de Mn. Por centrifugación diferencial en un gradiente de 

Percoll, encontraron que el metal se encontraba distribuido en fracciones con 

actividad de fosfatasa ácida y de monoamino oxidasa; es decir, en fracciones que 

corresponden a lisosomas y a mitocondrias, respectivamente. La fracción lisosomal 

incorporó mayores niveles de Mn que la mitocondrial, con respecto a los controles 

no inyectados. Además, observaron por microscopía electrónica la formación de 

cuerpos electron- densos en los cortes de cerebro de animales tratados, que 

resultaron ser lisosomas secundarios. Así, la incorporación excesiva de Mn en los 

lisosomas sugiere que esta organela juega un rol importante en su metabolismo y en 

el desarrollo de su toxicidad. 

  

3. Glia  

3.1 Astrocitos en la fisiología del SNC 

 

Hasta hace relativamente poco tiempo, se consideraba que los astrocitos eran 

simplemente células gliales de soporte del tejido nervioso. Por ello, no se tenía en 

cuenta la posibilidad de que alteraciones en este tipo celular contribuyeran a los 

síntomas clínicos y mecanismos de muerte involucrados en las patologías del SNC. 

Sin embargo, en los últimos años, se ha demostrado que los astrocitos son 

responsables de una variedad de funciones complejas y esenciales: contribuyen a la 

formación de sinapsis durante el desarrollo, colaboran con el metabolismo 

energético en el SNC, regulan localmente el flujo sanguíneo, contribuyen con el 

mantenimiento de las propiedades de la BHE, mantienen la concentración de iones, 

el pH y la homeostasis de neurotransmisores en el espacio sináptico y juegan roles 

directos en la sinapsis por medio de la regulación de moléculas activas como 

purinas, glutamato, GABA y D- serina así como por la liberación de factores de 

crecimiento (Sofroniew y Vinters, 2010; Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2012).  

El metabolismo de los astrocitos, incluyendo la homeostasis de aminoácidos y las 

vías de generación de energía, se encuentra estrechamente asociado al de las 

neuronas. La enzima glutamina sintetasa se encuentra exclusivamente en los 



Introducción 

 
39 

astrocitos, por lo que estas células juegan un rol clave en la síntesis de glutamina y 

de los neurotransmisores ácido glutámico y ácido γ-aminobutírico (Norenberg y 

Martinez-Hernandez, 1979). Por último, los astrocitos constituyen el sitio principal 

de almacenamiento de gránulos de glucógeno en el SNC y por ello podrían mantener 

la actividad neuronal en períodos de gran actividad sináptica o de hipoglucemia 

(Sofroniew y Vinters, 2010). 

Los astrocitos poseen conexiones tanto con los vasos sanguíneos como con las 

neuronas, por lo que pueden regular el flujo sanguíneo local en respuesta a la 

actividad neuronal liberando mediadores moleculares como prostaglandinas, óxido 

nítrico y ácido araquidónico. Los procesos astrocíticos envuelven esencialmente a 

todas las sinapsis y cumplen funciones en el mantenimiento de fluidos, iones, pH y 

homeostasis de neurotransmisores en el espacio sináptico. Además, estas células 

son capaces de modular las sinapsis a través de la liberación de glutamato, purinas 

(ATP y adenosina), GABA y D- serina, lo que dio lugar a la hipótesis de la “sinapsis 

tripartita”, que propone que las células astrocíticas poseen un rol directo, 

interactivo y esencial junto con las neuronas pre- y post- sinápticas durante el 

proceso sináptico (Sofroniew y Vinters, 2010). 

 

3.2 Rol de los astrocitos en las patologías del SNC  

 

Los astrocitos responden a los insultos en el SNC mediante un proceso 

denominado astrogliosis reactiva, que involucra cambios morfológicos y 

funcionales, y en los casos severos, la formación de una cicatriz glial. A pesar de 

representar una respuesta ubicua y ampliamente reportada en condiciones 

patológicas, las funciones y efectos desencadenados por la astrogliosis se 

encuentran poco comprendidos (Sofroniew, 2009). 

La astrogliosis altera la función astrocítica y puede impactar positiva o 

negativamente sobre las células circundantes. Por este motivo, se propone que no 

se trata de procesos de “todo o nada”, sino de un continuo, con cambios progresivos 

en la expresión génica y en las funciones celulares. Las evidencias sugieren que los 
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astrocitos reactivos pueden proteger al SNC por mecanismos diversos, que incluyen: 

la captación de glutamato potencialmente tóxico, la defensa frente al estrés 

oxidativo mediante la producción de GSH, la protección a través de la liberación de 

adenosina, la detoxificación de NH4+, la degradación de péptidos del Ⱦ- amiloide, la 

colaboración con la reparación de la BHE y la estabilización del fluido extracelular, 

entre otros (Sofroniew, 2009).  

Por otra parte, la astrogliosis reactiva puede contribuir o ser la fuente primaria 

del daño en el SNC, ya sea por medio de la pérdida de funciones esenciales llevadas 

a cabo por los astrocitos, o por la generación de productos pro- inflamatorios que 

resultan tóxicos para otros tipos celulares, como citoquinas y especies reactivas del 

oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS)(Sofroniew, 2009; Filipov y Dodd, 2012). 

Los astrocitos poseen transportadores de alta capacidad para el Mn. Por este 

motivo, pueden alcanzar concentraciones de este metal 50- 60 veces superiores a 

las de las neuronas (Aschner et al., 1992). Además, el 80% del Mn del cerebro, se 

encuentra asociado con la glutamina sintetasa, una enzima específica de astrocitos 

(Wedler y Denman, 1984). Por lo tanto, se propone que este tipo celular es un blanco 

temprano en la toxicidad del metal. 

En astrocitos en cultivo, el Mn induce un estado de estrés oxidativo, colapso del 

potencial de membrana mitocondrial, activación de caspasas y muerte celular 

apoptótica  (Milatovic et al., 2007; Gonzalez et al., 2008). 

Debido a la relevancia de los astrocitos en el funcionamiento del sistema 

nervioso, el daño sobre este tipo celular podría conducir a los efectos deletéreos 

sobre la función neuronal observados en los pacientes que sufren manganismo. 

Consecuentemente, el estudio de los mecanismos de toxicidad que conducen a la 

muerte astrocítica, es relevante por cuanto permite conocer nuevos blancos 

moleculares sobre los cuales intervenir, a efectos de prevenir la neurodegeneración 

observada en el manganismo y otras patologías del SNC. 
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4. Apoptosis  

4.1 Generalidades 

 

Durante el desarrollo y la vida adulta, un enorme número de células muere en los 

tejidos tanto de vertebrados como de invertebrados. En algunos casos, esto puede 

llevar a la eliminación de regiones completas u órganos, mientras que en otros, la 

muerte colabora con el desarrollo y la homeostasis de los tejidos (Clarke y Clarke, 

1996).  

  La muerte celular fue observada y reportada por primera vez en 1842 por Carl 

Vogt, aunque en ese momento aún no era identificada como tal. Esta fue reconocida 

casi en paralelo con la comprensión de la vida celular, a mediados del siglo XIX. Fue 

entonces que los histólogos describieron por primera vez células en proceso de 

muerte con morfologías que hoy se conoce que corresponden a la apoptosis. Sin 

embargo, el concepto de que la muerte se encontraba bajo algún tipo de regulación 

data de mediados del siglo XX y actualmente se cuenta con interesantes reseñas 

históricas acerca de estos descubrimientos (Clarke y Clarke, 1996; Zakeri y 

Lockshin, 2008).   

La palabra apoptosis proviene del griego antiguo (apo: de, desde separar, ptosis: 

caer) y es empleada para describir la caída de los pétalos de las flores o de las hojas 

de los árboles. En el contexto de la biología celular, se acuñó para describir un tipo 

de muerte caracterizado por la formación de cuerpos apoptóticos que se separan de 

las células muriendo (Kerr et al., 1972). La muerte apoptótica implica una gran 

reestructuración de la célula que incluye tanto el núcleo como el citoplasma y 

finaliza con el desmantelamiento celular. Los cambios nucleares ocurren 

principalmente a nivel de la cromatina, mientras que en el citoplasma tienen lugar 

eventos cruciales que alteran la estructura y función de las organelas (Bottone et al., 

2013). 

En las últimas dos décadas, el número de publicaciones relacionadas con la 

apoptosis ha aumentado exponencialmente. Este creciente interés en el tema radica 

en que las alteraciones en esta vía de muerte se encuentran relacionadas a 

numerosas enfermedades, ya sea por sobre- activación de la misma (p. ej. en el SIDA, 
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en las enfermedades neurodegenerativas como la EP o la Enfermedad de Alzheimer, 

o por exposición a toxinas) o por inhibición (p. ej. en el cáncer o en las enfermedades 

autoinmunes) (Lawen, 2003). 

 

4.2 Características morfológicas de la apoptosis 

 

Durante la apoptosis, las células disminuyen su volumen y se redondean, 

perdiendo el contacto con sus vecinas. La plasticidad que este proceso requiere, está 

dada por una reorganización del citoesqueleto mediada por cambios 

conformacionales en los microfilamentos y microtúbulos. Debido a la disminución 

en el volumen celular, el citoplasma se vuelva más denso y las organelas se 

encuentran más comprimidas (Ziegler y Groscurth, 2004; Elmore, 2007; Bottone et 

al., 2013).  

En el núcleo, la cromatina se condensa y se fragmenta. El clivaje inter- 

nucleosomal del ADN genera fragmentos de 180 a 200 pares de bases de longitud. 

La condensación es inicialmente periférica y forma una estructura de anillo o 

medialuna alrededor de la membrana nuclear. El núcleo se condensa (picnosis) y en 

estadíos avanzados se rompe, mientras que la célula conserva aún la membrana 

plasmática intacta (cariorrexis). Posteriormente, los fragmentos del núcleo son 

encapsulados en los cuerpos apoptóticos (Lawen, 2003; Ziegler y Groscurth, 2004).  

Las mitocondrias se localizan en el citoplasma celular y poseen una estructura 

dinámica que sufre permanentemente procesos de fusión y fisión que se encuentran 

en perfecto equilibrio. Durante la apoptosis, se genera un desbalance en este fino 

equilibrio que induce un aumento en la fisión. A la vez, la localización de estas 

organelas cambia adoptando una posición perinuclear (Youle y Karbowski, 2005; 

Bottone et al., 2013). 

El retículo endoplasmático (RE) y el aparato de Golgi son también organelas 

dinámicas y las membranas de sus cisternas son capaces de fusionarse y fisionarse 

homotípicamente en condiciones fisiológicas. Durante la apoptosis, el RE se agranda 

y el aparato de Golgi se fragmenta. Además, se ha observado que tanto estas 
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organelas como la mitocondria se hinchan durante este proceso de muerte 

(Mukherjee et al., 2007; Pfeffer, 2010; Bottone et al., 2013). 

La membrana plasmática se vuelve más activa y compleja y se genera un burbujeo 

(en inglés: blebbing), a la vez que las uniones célula-célula son eliminadas. En la 

medida que el desmantelamiento celular avanza, se pueden observar vesículas de 

distintos tamaños que encierran al contenido celular, los cuerpos apoptóticos. Estos 

contienen organelas estrechamente comprimidas, que pueden estar condensadas, 

pero se encuentran aparentemente intactas tanto química como estructuralmente. 

Entre las modificaciones que sufre la membrana plasmática, la exposición de la 

fosfatidilserina constituye una señal “eat me” que permite el reconocimiento de las 

células apoptóticas por parte de los macrófagos para su posterior fagocitosis. Dado 

que no hay liberación del contenido celular al exterior, este tipo de muerte ocurre 

generalmente sin inflamación (Kerr et al., 1972; Lawen, 2003).  

En la Fig. 5 se muestra un esquema que resume los cambios morfológicos 

mencionados y las fotografías obtenidas por microscopía de barrido que reflejan la 

diferencia entre una célula viable y una apoptótica a nivel de la membrana 

plasmática.  

 

Figura 5. Morfología celular en la apoptosis. A. Se muestran imágenes obtenidas por 
microscopía de barrido de una célula normal (izquierda) y de otra muriendo por 
apoptosis (derecha). En esta última, las vesículas que rodean a la membrana plasmática 
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son los denominados cuerpos apoptóticos (Monack et al., 1997). B. El esquema 
representa los cambios celulares luego del disparo de la muerte celular apoptótica: 
Fragmentación de la cromatina, aumento de la fisión mitocondrial y del aparato de 
Golgi, dilatación del RE, burbujeo de la membrana y formación de cuerpos apoptóticos.  

 

 

4.3 Características bioquímicas de la apoptosis 

 
Los procesos apoptóticos están regulados por proteínas que cumplen roles 

específicos en la señalización de los distintos pasos de la muerte celular. La 

activación de proteínas pro- apoptóticas conduce al desmantelamiento de la célula, 

y por lo tanto, este proceso se encuentra controlado a distintos niveles. En primer 

lugar, las mismas pueden ser sintetizadas en forma de zimógenos o ser mantenidas 

en localizaciones subcelulares donde se encuentran inactivas. Además, los 

miembros anti- apoptóticos son capaces de contrarrestar sus efectos deletéreos y 

prevenir la muerte celular. Ante un estímulo de muerte, se genera una activación 

coordinada de cascadas de señales que ejecutan el desmantelamiento celular. 

 

4.3.1 Caspasas 

 

La mayor parte de los cambios morfológicos que se observan en las células 

apoptóticas son causados por una familia de cisteína proteasas, las caspasas. Estas 

enzimas son centrales para el desencadenamiento de este tipo de muerte celular y 

se encuentran muy conservadas evolutivamente. Todas las caspasas conocidas 

poseen una cisteína en su sitio activo y clivan sustratos luego de un residuo 

aspartato (cisteína aspartato proteasas). La especificidad de cada caspasa se 

encuentra determinada por los cuatro residuos que se encuentran en posición N- 

terminal al sitio de corte. Si bien en la mayor parte de los casos el clivaje inactiva a 

la proteína blanco, en otros puede eliminar un dominio o una subunidad reguladora, 

llevando a la activación de la misma (Hengartner, 2000).  

Se conocen 14 caspasas en mamíferos, de las cuales, 11 se encuentran presentes 

en humanos y participan en la apoptosis o bien en la inflamación. Las caspasas 
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apoptóticas se clasifican generalmente como: iniciadoras (caspasa-2, -8, -9, -10 y -

12) y ejecutoras (caspasa-3, -6 y -7) (Breckenridge et al., 2003; Riedl y Shi, 2004). 

Estas proteínas se sintetizan como zimógenos inactivos compuestos por tres 

dominios: un pro- dominio N- terminal que es removido durante la activación, un 

dominio largo p20 y un dominio corto p10. Los dominios p20 y p10 se separan por 

proteólisis y se conservan en la enzima madura. La enzima activa consiste en un 

heterotetrámero compuesto por dos heterodímeros p20/p10, cada uno con un sitio 

activo (Fig. 6) (Hengartner, 2000; Crawford y Wells, 2011).  

 

 

 
Figura 6. Clasificación de las caspasas. Las caspasas se sintetizan como zimógenos 
inactivos compuestos por un prodominio, una subunidad larga p20 y una subunidad 
corta p10. Las caspasas apoptóticas se clasifican como iniciadoras o ejecutoras. Figura 
adaptada de McIlwain et al. (2013), con modificaciones.  

 

Las caspasas iniciadoras poseen prodominios largos portadores de dominios de 

reclutamiento de caspasas (CARDs) o dominios efectores de muerte (DED) que les 

permiten unirse a complejos de andamiaje que se forman en respuesta a distintos 

estímulos apoptóticos.  

Las caspasas efectoras, por el contrario, poseen pro- dominios cortos y requieren, 

para su activación, del procesamiento por parte de las caspasas iniciadoras. Una vez 
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activas, clivan un amplio espectro de blancos celulares conduciendo a la muerte 

celular. 

El modelo de proximidad inducida sugiere que la concentración local elevada del 

zimógeno permite el procesamiento homotípico de caspasas de baja actividad 

intrínseca. En este sentido, las pro- caspasas iniciadoras podrían auto- activarse en 

los complejos de andamiaje, y conducir a la activación de las cascadas de señales 

apoptóticas.  

 

4.3.2. Familia Bcl-2 

 

Los miembros de la familia Bcl-2 son proteínas multidominio que comparten una 

estructura globular similar con dominios de homología a Bcl-2 (BH). Estos regulan 

la integridad de la membrana mitocondrial externa mediante interacciones 

complejas, interviniendo en la vía mitocondrial de muerte apoptótica. Asimismo, en 

los últimos años han surgido trabajos que describen un rol para los miembros de la 

familia Bcl-2 en la permeabilización de la membrana lisosomal (PML). Según su rol 

en dichos procesos, pueden ser clasificados como pro- apoptóticos  o anti- 

apoptóticos (Chipuk et al., 2010; Johansson et al., 2010; Oberle et al., 2010; Llambi 

et al., 2011).  

Las proteínas anti- apoptóticas están representadas por Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-

1 y Bfl-1/A1 y se caracterizan por poseer cuatro dominios de homología a Bcl-2 

(BH1-4) (Fig. 7A). Se encuentran generalmente en la membrana mitocondrial 

externa (MME) y preservan la integridad de la misma inhibiendo directamente a las 

proteínas pro- apoptóticas de la familia (Chipuk et al., 2010; Llambi et al., 2011). 

Las proteínas pro- apoptóticas se dividen en efectoras, con dominios BH1-4, y 

BH3-only, que contienen únicamente un dominio BH3 (Fig. 7A). Luego de su 

activación, las efectoras Bak y Bax sufren un cambio conformacional, se insertan en 

la membrana mitocondrial externa (MME), se oligomerizan y forman poros 

induciendo la permeabilización de la MME (MOMP). Se han planteado dos modelos 

mediante los cuales las proteínas BH3-only, podrían promover la apoptosis. El 
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modelo del activador indirecto propone que Bax y Bak se encuentran unidos a las 

proteínas anti- apoptóticas de la familia Bcl-2 en un estado constitutivamente activo. 

En este contexto, la competencia con las proteínas de la familia BH3- only por la 

unión a las anti- apoptóticas, es suficiente para liberar Bax y Bak e inducir la MOMP. 

En el modelo del activador directo o desrepresor, Bax y Bak son activados por Bid y 

Bim y las proteínas anti- apoptoticas Bcl-2 previenen la apoptosis inhibiendo tanto 

a las proteínas efectoras como a los activadores directos. Un segundo grupo de 

proteínas BH3- only, los sensibilizadores, son capaces de neutralizar a las proteínas 

anti- apoptóticas favoreciendo así la formación del MOMP (Chipuk et al., 2010; Tait 

y Green, 2010; Llambi et al., 2011). 

 
Figura 7. Familia Bcl-2. A. Se muestran representados los dominios de homología 
a Bcl-2 (BH1-4) en proteínas anti- apoptóticas, efectoras o BH3- only. B. Modelos de 
regulación de la MOMP por parte de los miembros de la familia Bcl-2. Adaptada de 
Tait y Green (2010), con modificaciones.  

 

 

Las proteínas anti- apoptóticas previenen la formación del MOMP secuestrando 

a los activadores directos (Bid y Bim) o directamente a los efectores (Bax y Bak) 

(Chipuk et al., 2010; Llambi et al., 2011). 
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Las interacciones entre el repertorio anti- apoptótico, los distintos tipos de 

proteínas BH3-only y las proteínas efectoras van a determinar la ocurrencia de la 

MOMP y consecuentemente la apoptosis (Chipuk et al., 2010; Llambi et al., 2011). 

 

 

4.3.3 Vías de inducción de muerte apoptótica 

 

En vertebrados, la apoptosis se activa típicamente a través de dos vías 

principales, denominadas intrínseca o mitocondrial y extrínseca o de receptores de 

muerte. Ambas vías convergen en la activación de las caspasas ejecutoras -3/-6/-7.  

Vía extrínseca o de receptores de muerte 

 

Los receptores de muerte son miembros de la superfamilia del factor de necrosis 

tumoral (TNF). Estos se caracterizan por poseer un dominio citoplasmático, el 

dominio de muerte, que juega un rol crucial en la transmisión de la señal de muerte 

desde la superficie celular a las vías de señalización intracelulares. Entre los 

miembros de esta familia se destacan Fas (APO-1/ CD-95), el receptor 1 de TNF 

(TNFR1) y los receptores 1 y 2 del ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF 

(TRAIL-R1 y TRAIL R2 o DR4 y DR5) ( Ashkenazi y Dixit, 1998; Aggarwal, 2003; 

Fulda y Debatin, 2006).  

La vía extrínseca de la apoptosis es disparada por ligandos extracelulares, como 

FasL y TRAIL, que se unen al dominio de receptores de muerte conduciendo a la 

trimerización del receptor y la unión de la proteína adaptadora FADD (dominio de 

muerte asociado a Fas). El reclutamiento de las caspasas-8/ -10 al DED de FADD 

conduce a la formación del complejo de señalización inductor de muerte (DISC), 

compuesto por el receptor, la proteína adaptadora y las caspasas iniciadoras de la 

vía extrínseca. En este contexto, ocurre el clivaje de las mismas por el mecanismo 

de proximidad inducida y su consecuente activación. Una vez activadas, las caspasas 

iniciadoras clivan y activan a las caspasas efectoras transmitiendo la señal 

apoptótica (Fulda y Debatin, 2006; Riedl y Salvesen, 2007). 
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Vía intrínseca o mitocondrial 

 

Ciertos estímulos de daño intracelulares generan cambios principalmente en los 

balances entre proteínas pro- y anti- apoptóticas de la familia Bcl-2 que resultan en 

la apertura del MOMP, pérdida del potencial de membrana mitocondrial (ΔφmȌ y 
liberación de dos grupos de proteínas pro- apoptóticas del espacio intermembrana 

mitocondrial al citosol. El primer grupo está integrado por el citocromo c, 

Smac/DIABLO y HtrA2/ Omi y conducen a la activación de la vía mitocondrial 

dependiente de caspasas. El citocromo c promueve un cambio conformacional en 

APAF- 1 que favorece su oligomerización (dependiente de ATP) para formar un 

complejo heptamérico con forma de rueda, que recluta a la caspasa- 9 y se denomina 

apoptosoma. Esta estructura sirve para el andamiaje, dimerización y activación de 

esta caspasa. Por otra parte, Smac/DIABLO y HtrA2/Omi promueven la apoptosis 

por medio de la inhibición de las proteínas inhibidoras de la apoptosis XIAP, cIAP1 

y cIAP2. El segundo grupo de proteínas pro- apoptóticas liberadas de la mitocondria 

se compone de AIF, endonucleasa G y CAD y su liberación es un evento tardío que 

ocurre luego del punto de no retorno (Elmore, 2007; Tait y Green, 2010).  

La señal de activación desde el receptor a la mitocondria se encuentra mediada 

por Bid, una proteína BH3 only que es blanco de la caspasa-8. Esta última cliva a Bid 

generando un fragmento activo tBid que es capaz de activar a Bax y Bak para inducir 

la MOMP y activar la vía apoptótica mitocondrial (Luo et al., 1998; Korsmeyer et al., 

2000; Yin, 2000). Este mecanismo es particularmente relevante en las células tipo 

II, en las cuales la cantidad de caspasa-8 activa generada en el DISC es insuficiente 

para activar a la caspasa-3 y se requiere una amplificación mediada por la 

mitocondria (Scaffidi et al., 1998).  

En la Fig. 8 se esquematizan los procesos centrales que ejecutan la activación de 

las vías extrínseca e intrínseca, así como la interacción entre ambos mecanismos de 

muerte. 
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Figura 8. Principales vías de muerte celular apoptótica. Representación 
esquemática de la vía extrínseca (mediada por receptores de muerte) o intrínseca 
(iniciada por daño o estrés intracelular). La activación de la caspasa-8 en receptores de 
muerte puede conducir a la activación directa de la caspasa-3 (células tipo I) o bien a la 
amplificación de la señal por medio de la activación de la vía mitocondrial mediada por 
tBid (células tipo II). En la vía intrínseca, diversos estímulos activan a las proteínas BH3- 
only, que promueven el ensamblaje de oligómeros Bak/ Bax en la mitocondria y la 
MOMP. La liberación del citocromo c al citosol conduce al ensamblaje del apoptosoma 
y a la activación de las caspasas-9 y -3. 

 

 

Otras vías apoptóticas 

 

Si bien las vías de muerte apoptótica mediadas por el receptor o por la 

mitocondria han sido las más estudiadas, evidencias crecientes sugieren que otras 

organelas, incluyendo el RE, los lisosomas y el aparato de Golgi, representan sitios 

importantes para el sensado de daño celular y la integración de señales pro- 

apoptóticas. En este sentido, cada una de estas organelas posee sensores que 

detectan alteraciones específicas y son capaces de activar vías de transducción de 

señales que conducen a la muerte celular  (Ferri y Kroemer, 2001). 

Curiosamente, el daño específico sobre el RE, los lisosomas o el aparato de Golgi, 

conduce en la mayor parte de los casos a la MOMP y a la activación de caspasas, lo 
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que sugiere que estos últimos son mecanismos integradores centrales de las vías de 

muerte (Ferri y Kroemer, 2001). 

 

5. Lisosomas 

5.1 Historia 

 

El compartimiento lisosomal representa el principal sitio intracelular para la 

degradación de una variedad de macromoléculas incluyendo proteínas, 

carbohidratos, ácidos nucleicos y lípidos (Saftig, 2006). Fue descripto por primera 

vez en el año 1955 por Christian de Duve et al. Este grupo estudió la localización de 

una variedad de enzimas empleando técnicas de fraccionamiento subcelular por 

centrifugación diferencial. En particular, demostró que la fosfatasa ácida 

(Appelmans et al., 1955), así como también la ribonucleasa, la desoxi-ribonucleasa, la Ⱦ-glucuronidasa y la catepsina (de Duve et al., 1955) se detectaban en una fracción 

con propiedades de sedimentación intermedias entre las correspondientes a las 

mitocondrias y los microsomas. Además, estas enzimas se encontraban en un estado 

de “latencia” y solo se lograba medir su actividad si la muestra era sometida a 

congelado y descongelado o expuesta a un shock osmótico. Esto los llevó a concluir 

que dichas hidrolasas se ubicaban dentro de gránulos rodeados por una membrana. 

Por su naturaleza lítica, los denominaron lisosomas. Un año más tarde, colaborando 

con Alex Novikoff, el mismo grupo estudió por microscopía electrónica la fracción 

subcelular que correspondía a los lisosomas y encontró que las vacuolas que se 

observaban tenían una gran relación en cuanto a tamaño y estructura con los 

“cuerpos densos” que ya habían sido previamente observados en tejido hepático 

(Novikoff et al., 1956). Por sus descubrimientos respecto a la organización 

estructural y funcional de la célula, de Duve recibió el Premio Nobel de Fisiología o 

Medicina en 1974 en conjunto con Albert Claude y George E. Palade.  En el discurso 

de aceptación del premio, Christian de Duve dijo “Todo lo que queríamos era saber 

algo sobre la localización de la enzima glucosa 6- fosfatasa, que pensábamos que 

podría aportar una posible pista sobre el mecanismo de acción, o falta de acción, de 

la insulina en las células del hígado”(de Duve, 1975). 
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5.2 Estructura y función 

 

Los lisosomas son organelas ácidas (pH ≤ͷȌ, delimitadas por una membrana 
bilipídica simple con bajo contenido de colesterol y contienen más de 60 hidrolasas 

ácidas (Settembre et al., 2013). Los lisosomas y sus organelas asociadas (como 

melanosomas, gránulos líticos, compartimientos del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase II y gránulos densos de plaquetas) están involucrados en 

varios procesos fisiológicos como la homeostasis del colesterol, la reparación de la 

membrana plasmática, el remodelado del hueso, la defensa contra patógenos, el 

sensado de nutrientes y la muerte celular. Estas funciones complejas hacen del 

lisosoma una organela central y dinámica y no solo el paso final de la vía endocítica 

como se pensaba originalmente (Saftig y Klumperman, 2009; Settembre et al., 

2013).  

La forma y el tamaño de los lisosomas dependen de su contenido y por lo tanto 

estos parámetros presentan gran variabilidad dependiendo del tipo y 

microambiente celular. Existe además diversidad en cuanto al número de lisosomas 

por célula, siendo esto función directa de las necesidades de degradación y del 

contexto. Los lisosomas se observan por microscopía electrónica como cuerpos 

electron densos esféricos, ovoides u ocasionalmente tubulares (Fig. 9) (Saftig, 

2006). Su tamaño varía entre 0,1 – 1,2 µm (Kühnel, 2003) aunque se han observado 

tamaños de hasta varias micras en células con alta capacidad degradativa como 

macrófagos.  
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Figura 9. Microscopía electrónica de lisosomas. Los lisosomas aparecen como 
cuerpos densos citoplasmáticos. Puede observarse la membrana simple y la 
matriz electrón densa. Las barras representan 1 µm y 0,5 µm en el inset (Saftig, 
2006). 

 

El número y tamaño de los lisosomas puede aumentar dramáticamente en 

condiciones patológicas. Estas alteraciones ocurren como consecuencia de la 

acumulación de material no degradado debido a la inhibición de las enzimas 

lisosomales y almacenaje de sustratos no fisiológicos. Además, se ha observado un 

gran aumento del compartimiento lisosomal en pacientes con defectos genéticos en 

enzimas lisosomales (Saftig, 2006). Existen alrededor de 50 patologías conocidas en 

conjunto como enfermedades de almacenamiento lisosomal (LSD) que se deben a 

un impedimento en el catabolismo lisososomal como consecuencia de defectos 

genéticos en enzimas hidrolíticas o sus proteínas activadoras, cofactores o proteínas 

de transporte (Mehta et al., 2006; Zhang et al., 2009).  

Las proteínas esenciales para la función de los lisosomas comprenden dos grupos 

principales: las hidrolasas lisosomales solubles (también denominadas hidrolasas 

ácidas) y las proteínas integrales de membrana. Cada una de las hidrolasas ácidas 

conocidas tiene como blanco sustratos específicos para la degradación, y su acción 

colectiva es responsable de la capacidad catabólica total del lisosoma (Saftig y 
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Klumperman, 2009). Este grupo está compuesto por proteasas, lipasas, nucleasas, 

poli y oligosacaridasas, fosfatasas y enzimas hidrolíticas de esfingolípidos y 

glicosaminoglicanos que generalmente tienen actividad enzimática máxima a pH 

bajo (Fig. 10) (Karp, 2009). 

 

Figura 10. Hidrolasas solubles. Se ilustran los distintos tipos de hidrolasas ácidas 
presentes en el lumen lisosomal y se ejemplifican enzimas que corresponden a cada una de las clasificaciones. Se ha descripto que deficiencias en las enzimas Ƚ- glucosidasa, Ƚ- galactosidasa A, Ⱦ- galactosidasa, hexosaminidasas A y B, glucocerebrosidasa, 
esfingomielinasa, ceramidasa, galactocerebrosidasa y arilsulfatasa A, entre otras, 
generan enfermedades de almacenamiento lisosomal (Karp, 2009). La figura se ha 
modificado de Settembre et al. (2013).  

 

Las proteínas de la membrana lisosomal están usualmente altamente glicosiladas 

y decoran la superficie luminal de las membranas lisosomales. Las más abundantes 

son LAMP-1, LAMP-2 y LIMP-2. Las LAMPs y LIMPs representan más del 50% de las 

proteínas totales en endosomas tardíos y lisosomas. Debido a la alta abundancia de 

glicoproteínas, en la superficie interna de la membrana lisosomal se forma una 

cubierta de carbohidratos que la protege frente a la degradación por parte de las 

hidrolasas (Saftig, 2006). Las proteínas de membrana lisosomal están involucradas 

en el transporte de sustancias desde y hacia el lumen, en la acidificación del lumen 
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lisosomal y en la fusión del lisosoma con otras estructuras celulares (Fig. 11) 

(Settembre et al., 2013). 

 

 
Figura 11. Proteínas de la membrana lisosomal. Los lisosomas poseen una 
membrana compuesta por una bicapa lipídica simple y proteínas tanto integrales como 
periféricas. Las proteínas de tráfico y fusión están compuestas por SNAREs y Rabs. Las 
proteínas estructurales incluyen a LAMP-1, que se encuentra involucrada en el tráfico 
lisosomal favoreciendo la unión de los lisosomas a la maquinaria de transporte. La 
maquinaria lisosomal de sensado de nutrientes (LYNUS, por sus siglas en inglés) incluye 
varios complejos proteicos que interactúan en la superficie lisosomal, sensan el 
contenido de nutrientes de esta organela y envían señales al núcleo. Dos componentes 
de este sistema son la ATPasa vacuolar (v-ATPasa) y el complejo blanco de la 
rapamicina en mamíferos 1 (mTORC1). Se han identificado además varios canales 
iónicos, entre ellos ClC7, un canal de Cl- necesario para la acidificación lisosomal y 
mucolipina 1 (MCOLN1), un canal catiónico no selectivo que se encuentra involucrado 
en la señalización de Ca2+ durante la fusión de los lisosomas con otras membranas. 
Entre los transportadores, se encuentra LAMP-2A, que está relacionado con la 
translocación de proteínas al lumen en la autofagia mediada por chaperonas, NPC1 que 
transporta colesterol al exterior de los lisosomas y el transportador lisosomal 1 de 
aminoácidos (LAAT1), que está involucrado en el importe de lisina y arginina al lumen 
lisosomal. Por último, una de las enzimas presentes es la Heparan-Ƚ-glucosaminido N-
acetiltransferasa (HGSNAT) que participa de la degradación del heparan sulfato. 
Deficiencias en MCOLN1, LAMP-2A, NPC1 o HGSNAT generan enfermedades de 
almacenamiento lisosomal  (Settembre et al., 2013).  
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5.3 Síntesis de proteínas lisosomales 

 

Las hidrolasas lisosomales se sintetizan en el RE rugoso y se transportan a través 

del aparato de Golgi. Desde la red trans-Golgi (TGN), la mayoría llega a los 

endosomas/lisosomas por la vía del receptor de manosa 6 fosfato (M6P). Las 

hidrolasas lisosomales poseen una secuencia de señalización N- terminal de 20 – 25 

aminoácidos que es reconocida por la partícula de reconocimiento de señal y 

permite al polipéptido naciente ser translocado a través de la membrana del RE. 

Luego de la remoción del péptido señal, se transfieren oligosacáridos preformados 

a residuos asparagina que son parte de un consenso de N- glicosilación Asn-X-

Thr/Ser. El oligosacárido sufre varios procesos de remodelación antes de la 

compleción de la traducción. Una vez que arriban al Golgi, las cadenas de 

oligosacáridos de las enzimas lisosomales son nuevamente recortadas y 

modificadas por la adición de residuos de azúcares complejos (galactosa, fucosa y 

ácido siálico), grupos sulfato y M6P. Luego, las enzimas son reconocidas por dos 

receptores transmembrana presentes en TGN: el receptor de M6P independiente de 

cationes y/o el receptor de M6P dependiente de cationes. Ambos se unen a las 

hidrolasas lisosomales en el lado luminal de la membrana y a adaptinas para formar 

vesículas de clatrina. De este modo, las hidrolasas se transportan en vesículas que 

brotan desde el TGN (Saftig, 2006).  

 

5.4 Principales funciones del lisosoma y su relación con procesos celulares 

clave 

 

Las funciones lisosomales pueden ser divididas en tres tipos principales: 

degradación, secreción y señalización (Fig. 12). El material extracelular que está 

destinado a degradación alcanza el lisosoma principalmente mediante endocitosis. 

Por esta vía también se reciclan los receptores de membrana plasmática y se 

degradan las proteínas de la matriz extracelular, así como también las bacterias y 

células apoptóticas. Si el material a degradar proviene de la misma célula, el proceso 

se denomina autofagia. Otra función de estas organelas consiste en secretar su 

contenido mediante fusión con la membrana plasmática en un proceso conocido 
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como exocitosis, mecanismo que además cumple un rol en la reparación de dicha 

membrana. El papel de los lisosomas en el sensado de nutrientes es un concepto 

nuevo que posiciona a esta organela como reguladora de varios procesos celulares. 

Una proteína clave de la maquinaria de LYNUS es mTORC, un regulador del balance 

entre la biosíntesis y catabolismo celular que se localiza en la superficie lisosomal 

(Boya y Kroemer, 2008; Settembre et al., 2013).  

 

 
Figura 12. Principales funciones del lisosoma y su relación con otros procesos 
celulares. Los lisosomas están involucrados en la degradación y el reciclado del 
material intracelular vía autofagia y el extracelular por endocitosis. En estos procesos, 
los lisosomas se fusionan con autofagosomas y con endosomas tardíos, 
respectivamente. Los productos de la catálisis son empleados para generar nuevos 
componentes celulares y energía, según las necesidades nutricionales de la célula. 
Además, los lisosomas son capaces de realizar exocitosis para secretar su contenido al 
espacio extracelular o para reparar la membrana plasmática dañada. Más 
recientemente, los lisosomas fueron identificados como organelas de señalización 
capaces de sensar la disponibilidad de nutrientes y regular el metabolismo energético. 
Adaptado de Settembre et al. (2013). 

 
 

5.5 Vía de muerte lisosomal  

 

Los lisosomas representan organelas potencialmente peligrosas para la célula 

debido a su alto contenido de enzimas hidrolíticas. Por este motivo, su descubridor 

Christian de Duve los llamó “bolsas de suicidio” (de Duve, 1959). Si bien la 
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compartimentalización de la degradación en el lumen lisosomal es protectora para 

la célula, en condiciones de estrés celular, la función e integridad lisosomal pueden 

verse comprometidos y disparar la muerte celular (Fig. 13)(Pivtoraiko et al., 2009). 

La PML es un evento letal dado que la presencia ectópica de las proteasas 

lisosomales en el citosol causa la digestión de proteínas vitales y la activación de 

otras proteasas, incluyendo caspasas. El tipo de muerte depende del grado de la 

permeabilización, y cuando es masiva, lleva a la acidificación del citosol y muerte 

celular necrótica. En cambio, si la PML resulta parcial, la muerte desencadenada es 

de tipo apoptótico. Dado que las hidrolasas lisosomales poseen actividad máxima a 

pH ácido, aún es tema de debate el modo en que son capaces de funcionar en el 

citosol. Estudios in vitro han demostrado que algunas de estas proteasas tienen 

actividad también a pH neutro durante un tiempo limitado. Además, otras 

evidencias indican que el pH citoplasmático disminuye durante el transcurso de la 

muerte celular. Las proteasas lisosomales que han sido involucradas en la muerte 

celular apoptótica son las catepsinas que permanecen activas a pH neutro, como la 

catepsina B (CatB), la catepsina D (CatD) y la catepsina L (CatL). La activación de la 

apoptosis está mediada por la interacción de las catepsinas con miembros de la 

familia Bcl-2 y caspasas. Para el caso de las proteínas Bcl-2, hasta el momento, se 

conoce que las CatB y CatD clivan a Bid, generan la MOMP y activan la vía 

mitocondrial de muerte celular apoptótica. Se ha demostrado además que la CatD 

interactúa con Bax en la promoción de la apoptosis. A pesar de la extensiva 

caracterización de los mecanismos apoptóticos, el rol de los lisosomas en la muerte 

celular ha sido pobremente estudiado por varias razones. Por una parte, la 

ultraestructura de los lisosomas observada por microscopía electrónica permanece 

intacta incluso en situaciones en que puede medirse liberación de catepsinas por 

técnicas de inmunofluorescencia. Por otra parte, varios inhibidores de las caspasas 

inhiben también a las proteasas lisosomales cuando son empleados a altas 

concentraciones (~100 µM). Por lo tanto, los efectos citoprotectores de ciertos 

inhibidores como z-VAD-fmk ante determinados estímulos de muerte, pueden 

incluir la protección a través de la inhibición de proteasas lisosomales (Boya y 

Kroemer, 2008; Pivtoraiko et al., 2009). 
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Figura 13. Vías de muerte activadas por la PML. Existen una variedad de moléculas 
efectoras diferentes que pueden disparar distintas modalidades de desmantelamiento 
celular. La vía desencadenada dependerá de la intensidad de la PML, la expansión de las 
hidrolasas lisosomales, la concentración citosólica de inhibidores de catepsinas, el 
estado funcional de la mitocondria, la concentración de caspasas y sus antagonistas, así 
como de una multiplicidad de otros factores. Adaptado de Boya y Kroemer, 2008. 

 

 

 

6. Autofagia 

6.1 Generalidades 

 
El término autofagia deriva de las raíces griegas, Auto (a uno mismo) y phagos 

(comer). Este mecanismo se encuentra conservado evolutivamente y es un proceso 

por el cual el contenido citoplasmático es secuestrado en vesículas y enviado a los 

lisosomas para su degradación. Cuando la autofagia fue descubierta, más de 40 años 

atrás, era complicado entender porque la célula degradaba sus propios 

componentes. La hipótesis más simple fue que la autofagia sirve como un 

mecanismo de eliminación de deshechos. Sin embargo, con el tiempo se ha 

comprendido que este proceso de auto digestión no solo se encarga de la 
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eliminación de proteínas de vida media larga o mal plegadas, organelas superfluas 

o dañadas y microorganismos invasores, sino que además constituye una respuesta 

adaptativa para proveer energía y nutrientes en condiciones de estrés. La autofagia 

se encuentra relacionada a la patofisiología humana y su conocimiento tiene 

implicancias en un amplio rango de procesos y enfermedades, como en la 

neurodegeneración, el cáncer, la respuesta inmune, el desarrollo y el envejecimiento 

(Yang y Klionsky, 2010).  

Hasta el momento se han descripto 3 tipos de autofagia: macroautofagia, 

microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. Se cree que la macroautofagia 

(de aquí en más denominada autofagia) es la principal responsable de la 

degradación intracelular de proteínas y es la vía más estudiada. Si bien 

generalmente se considera a la degradación autofágica como un mecanismo no 

específico, se han descripto diversos ejemplos de autofagia selectiva, incluyendo 

mitofagia (para mitocondrias), ribofagia (para ribosomas), pexofagia (para 

peroxisomas), reticulofagia (para RE) y la reciente incorporada lisofagia (para 

lisosomas) (Chen y Klionsky, 2011; Hung et al., 2013; Maejima et al., 2013)   

 

6.2 Proceso de degradación autofágica y vesículas involucradas 

 

El proceso autofágico puede ser dividido en 4 pasos: inducción, nucleación, 

expansión/secuestro y degradación. La inducción es el paso inicial y ocurre 

mediante la activación de ULK, una proteína que se encuentra regulada 

negativamente por el complejo mTORC. La nucleación conduce al reclutamiento de 

proteínas y lípidos en el sitio de ensamblaje del fagóforo (PAS), los cuales van a 

contribuir a la construcción del autofagosoma. Si bien el mecanismo que lleva a la 

nucleación no se encuentra esclarecido, se ha demostrado que la activación de la 

fosfatidil inositol 3 quinasa clase 3 (PI3KC3) es esencial. Durante la expansión/ 

secuestro, las membranas se expanden, ya sea por flujo directo desde el RE o por 

adición de vesículas, hasta formar el autofagosoma que secuestra a la carga 

citosólica. En este estadío, los componentes citoplasmáticos incluyendo organelas, 

son encerrados por un saco membranoso denominado membrana de aislamiento o 
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fagóforo, que se cierra sobre sí mismo para formar una estructura de doble 

membrana, el autofagosoma. Dunn (1990) sugirió que la maduración de las vacuolas 

autofágicas requiere: I) la incorporación de proteínas de membrana lisosomal, II) la 

acidificación y III) la adquisición de hidrolasas lisosomales, procesos que pueden 

ocurrir en un paso único por medio de la fusión con lisosomas preexistentes. Los 

autofagosomas pueden fusionarse directamente con lisosomas para dar lugar a los 

autolisosomas, o bien se puede formar una vesícula intermediaria, el anfisoma, por 

unión con endosomas tardíos. Las hidrolasas lisosomales presentes en los 

autolisosomas degradan el contenido proveniente del citoplasma en un medio ácido, 

junto con la membrana interna del autofagosoma. En la Fig. 14 se muestra un 

esquema ilustrando las vacuolas involucradas en el proceso autofágico (Mizushima 

et al., 2002; Pivtoraiko et al., 2009; Chen y Klionsky, 2011; Kang et al., 2011). 

 

Figura 14. Vacuolas involucradas en la autofagia. El secuestro del material 
comienza con la formación de un fagóforo que encierra material citoplasmático y se 
expande hasta formar un autofagosoma de doble membrana. El autofagosoma 
puede fusionarse con un endosoma, dando como producto un anfisoma, o 
directamente fusionarse con lisosomas, que lo proveen de hidrolasas ácidas para 
formar el autolisosoma. Este último es el compartimiento degradativo de la vía 
autofágica. Las macromoléculas resultantes son liberadas por medio de permeasas 
al citosol para ser reusadas. Adaptado de Klionsky (2007). 
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6.3 Vías de señalización involucradas en la autofagia 

6.2.1 Fosfatidil inositol 3- quinasas 

 

En eucariotas superiores hay 3 tipos de fosfatidil inositol 3- quinasas (PI3K): 

clases 1, 2 y 3. La clase 1 (PI3KC1) regula negativamente la autofagia, mientras que 

la PI3KC3 es esencial para la activación de esta vía (Chen y Klionsky, 2011). Beclina 

1 es una proteína que actúa como plataforma para el ensamblaje de un interactoma 

formado por un core Beclina 1- PI3KC3/ Vps34- Vps15 y proteínas accesorias, que 

regula positivamente la autofagia. Por otra parte, Beclina 1 posee interacciones 

dinámicas con miembros anti- apoptóticos de la familia Bcl-2 que compiten con la 

unión a la PI3KC3 y regulan negativamente la autofagia (Kang et al., 2011). En este 

sentido, la fosforilación de Beclina 1 por parte de la proteína quinasa asociada a la 

muerte (DAPK) inhibe su unión a Bcl-XL (Zalckvar et al., 2009). Además, se ha 

descripto que Bcl-2 puede ser fosforilado por JNK, lo que genera su disociación de 

Beclina 1 y consecuente activación de la autofagia (Wei et al., 2008).  

Por otra parte, en presencia de factores de crecimiento, sus receptores 

correspondientes activan la cascada PI3KC1-Akt-mTORC, lo que resulta en la 

inhibición de la autofagia (Kondo et al., 2005).  

En la Fig. 15 se esquematizan las vías de señales relacionadas con la autofagia 

reguladas por las PI3K.  

 

Figura 15.  Señalización por 
PI3K en la autofagia. La 
activación de la PI3KC1 en la 
membrana plasmática conduce 
a la activación de la vía de Akt y 
de mTORC y/ o a la inhibición 
de la vía de ERK, inhibiendo el 
proceso autofágico. La proteína 
Ras puede señalizar de modo 
dual, dependiendo si actúa 
sobre la PI3KC1 o Raf-1. Por 
otra parte, el complejo de la 
PI3KC3 en el TGN induce la 
autofagia. Bcl-2 es capaz de 
unirse a Beclina 1 e impedir su 
unión a la PI3KC3. Adaptada de 
Kondo et al. (2005), con 
modificaciones.  
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6.3.2 mTORC 

 

El complejo mTORC puede regular la autofagia fosforilando directamente a Atg13 

y ULK1 o actuando en la transducción de señales de otras proteínas relevantes en 

este proceso. Varias vías de señalización involucradas en la regulación de la 

autofagia confluyen en mTORC1, incluyendo las de la proteína quinasa activada por 

adenosina monofosfato (AMPK) que activa la autofagia y la de Akt (que se encuentra 

regulada por la PI3KC1), que inhibe la vía (Fig. 16) (Chen y Klionsky, 2011).  

 

6.3.3 Sistemas de conjugación tipo ubiquitina 

 

El proceso de expansión/secuestro y compleción de los autofagosomas depende 

de los sistemas de conjugación tipo ubiquitina de Atg12 y de LC3 (o Atg8 en 

levaduras) (Fig. 16).  

Atg12 es clivada en su extremo C- terminal por Atg7 (una enzima tipo E1) y luego 

transferida a Atg10 (una enzima tipo E2) que la conjuga con Atg5. Esta última 

interactúa mediante una unión no covalente con Atg16, para formar un complejo 

multimérico a través de la homo- oligomerización de Atg16. Por otra parte, la 

conjugación de LC3 no ocurre con una proteína sino con un lípido (PE), lo que 

permite su unión a membranas. En primer lugar, LC3 es clivada en el extremo C- 

terminal por Atg4 para dar lugar a LC3-I. Esta es reconocida por la enzima tipo E1 

Atg7. Una vez activada, LC3 es transferida a Atg3, que la conjuga con PE (Geng y 

Klionsky, 2008). Se propone que LC3-II recluta contenido citoplasmático al fagóforo, 

asegurando su incorporación en los autofagosomas. Además, esta proteína 

contribuiría con la fusión de vesículas, por lo cual favorecería el proceso de 

expansión del fagóforo (Nakatogawa et al., 2007).  El complejo Atgͳʹ  ̶ Atg5-Atg16 es esencial para la formación de autofagosomas. 

Se propone que este complejo recluta a Atg3 (conjugado a LC3) a la membrana del 

fagóforo, facilitando la unión a PE. Adicionalmente, se ha demostrado mediante 
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experimentos in vitro, que este complejo podría también favorecer la fusión de 

vesículas con el fagóforo (Romanov et al., 2012). 

En la Fig. 16 se esquematiza la acción de las proteínas más importantes 

relacionadas con el proceso autofágico. 

 

Figura 16. Proteínas involucradas en la señalización autofágica. En el esquema se 
muestran las principales proteínas involucradas en el proceso autofágico, indicando los 
niveles sobre los cuales actúan. El complejo formado por mTOR (mTORC) es un 
regulador crítico de la inducción de la autofagia. La activación del mismo, modulada 
entre otros por Akt, suprime la autofagia, mientras que su inhibición por ERK, p53 y 
AMPK, la promueve. ULK1 actúa río abajo de mTORC y forma un complejo con Atg13 y 
FIP200 que es el principal responsable del proceso de iniciación. El complejo PI3KC3 
está formado por un core Vps34/ Beclina 1/ Vps15 y proteínas accesorias como Bakor 
y UVRAG. Bcl-2 es capaz de unirse a Beclina 1, compitiendo por la unión al complejo 
core y manteniéndolo inactivo. Los genes Atg controlan la formación de autofagosomas a través de los complejos Atgͳʹ  ̶  Atg5 y LC3-II. Atg12 se conjuga a Atg5 en una reacción 
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tipo ubiquitina que requiere Atg7 y Atg10 (las enzimas tipo E1 y E2). El conjugado Atgͳʹ  ̶  Atg5 interactúa no covalentemente con Atg16. LC3 es clivado en su extremo C- 
terminal por Atg4 para generar LC3-I. Esta proteína se conjuga a fosfatidiletanolamina 
en otra reacción tipo ubiquitina que requiere Atg7 y Atg3. La forma lipidada, LC3-II, se 
une a la membrana de los autofagosomas. La imagen corresponde al diagrama de la vía 
de señales de autofagia publicada por Cell Signaling Technology, Inc., con 
modificaciones.  

 

6.4 Rol de la autofagia en el daño lisosomal 

 

Los lisosomas constituyen el eslabón final de la vía autofágica. Por lo tanto, el 

material que llega para ser degradado por dicha vía puede tener un rol en la PML. La 

autofagia de macromoléculas que contienen Fe lleva a un aumento en la 

concentración del metal en los lisosomas. Esto tiene especial relevancia en 

situaciones de estrés oxidativo. El pH ácido, sumado a la presencia de equivalentes 

de reducción y el alto contenido de Fe generan en los lisosomas un ambiente 

propicio para que tenga lugar la reacción de Fenton. Esta consiste en la conversión 

del peróxido de hidrógeno (H2O2) a radical hidroxilo (HO•) mediada por Fe. Además, 

los lisosomas no suelen contener enzimas antioxidantes como catalasa o glutatión 

peroxidasa, lo que exacerba el potencial daño que pueden producir las ROS sobre la 

membrana. Los radicales libres intra-lisosomales pueden causar peroxidación de los 

ácidos grasos poliinsaturados para formar aldehídos, alquenales o 

hidroxialquenales relativamente estables y citotóxicos. Asimismo, la acumulación 

de lipoproteínas oxidadas en el lumen lisosomal puede afectar negativamente la 

integridad de la membrana. Por otra parte, se ha propuesto que la autofagia de 

proteínas ricas en tioles, como las metalotioneinas, es capaz de contrarrestar el daño 

lisosomal por medio de la unión a Fe y otros metales de transición como Zn en los 

lisosomas, disminuyendo la probabilidad de que ocurran reacciones de Fenton 

(Pivtoraiko et al., 2009).  

La ruptura lisosomal impide la degradación autofágica y conduce a la 

acumulación de autofagosomas como mera consecuencia del proceso anterior y sin 

implicar un disparo de esta vía (Fig. 17) (Klionsky et al., 2012).   
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Figura 17. Modelo del flujo autofágico normal o de bloqueo en la degradación. 
Se esquematiza el flujo autofágico en condiciones normales (A) o en casos en que la 
degradación se encuentra impedida (B), ya sea por un desperfecto en la fusión entre 
autofagosomas y lisosomas o por la PML, conduciendo a la acumulación de 
autofagosomas que no pueden ser degradados. Adaptado de Klionsky et al. (2012). 

 

 

6.5 Vía de muerte autofágica 

 

La autofagia fue originalmente descripta como un mecanismo de supervivencia 

inducido por hambreado celular. Sin embargo, en la actualidad se le adjudican roles 

en una variedad de procesos celulares incluyendo supervivencia, metabolismo, 

desarrollo, envejecimiento e inmunidad. Si bien existen numerosos trabajos que 

describen características autofágicas en células en proceso de muerte, su rol preciso 

en dicha muerte es tema de controversia. 

La interacción entre la autofagia y la apoptosis es compleja, y en ciertos casos, la 

vía autofágica es necesaria para que se active la apoptótica. Es importante entonces 

discriminar los casos en los que la autofagia determina la muerte celular de aquellos 

en que altera la dinámica de muerte. Shen y Codogno (2011), han propuesto que se 

deben cumplir tres criterios para definir a la muerte celular autofágica:  

1. La muerte ocurre independientemente de la apoptosis 

2. Aumenta el flujo autofágico 

3. La supresión de la autofagia empleando inhibidores químicos o 

manipulaciones genéticas es capaz de prevenir la muerte celular  
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Hasta el momento, estudios empleando organismos modelo como Arabidopsis 

thaliana, Dictyostelium discoideum y Drosophila melanogaster han presentado 

evidencias contundentes que apoyan la existencia de la muerte celular autofágica 

(Kourtis y Tavernarakis, 2008). Sin embargo, la importancia de este tipo de muerte 

en mamíferos todavía no es claro y el proceso aparenta ser poco común (Denton et 

al., 2012). En Drosophila la autofagia ha demostrado tener un rol en el desarrollo. En 

contraste, ratones deficientes en Atg5 o Atg7 no muestran defectos anatómicos ni 

histológicos hasta el período neonatal, donde mueren por problemas metabólicos. 

Esto sugiere que la autofagia no es requerida para el desarrollo en mamíferos. 

Además, el knock out de genes relacionados con la autofagia en células humanas o 

murinas falla en conferir protección a largo plazo frente a la inducción de muerte de 

una variedad de estímulos de estrés, y aún más, suele acelerar el desmantelamiento 

apoptótico o necrótico.  

Si bien la inhibición de la autofagia previene la vacuolización, no suele prevenir 

la muerte celular. Esto refuerza la idea de que en la mayoría de los casos las células 

mueren con autofagia y no por autofagia (Galluzzi et al., 2012). Por lo tanto, son 

necesarios un mayor número de estudios que confirmen la existencia de este tipo de 

muerte en mamíferos (Shen et al., 2012). 
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Los lisosomas cumplen roles diversos en la fisiología celular entre los cuales 

resulta clave su función en las vías degradativas. Tanto los mecanismos autofágicos 

como heterofágicos de degradación de organelas y macromoléculas confluyen a los 

lisosomas. Es por ello, que un daño a estas vesículas conduce a la acumulación de 

material no degradado que puede resultar tóxico para las células. Existen diferentes 

estímulos, entre ellos la generación excesiva de ROS, que pueden inducir la 

permeabilización de la PML generando la liberación de hidrolasas al citosol. La 

permeabilización parcial induce la formación de poros que permiten la 

translocación al citosol de ciertas proteasas (entre ellas las catepsinas B, D y L) 

capaces de clivar sustratos citosólicos específicos activando la apoptosis.  

En nuestro laboratorio hemos obtenido resultados que sugieren que las células 

C6 de glioma de rata responden al daño inducido por Mn de modo similar a los 

astrocitos en cultivo. En ambos casos, la muerte está mediada por estrés oxidativo, 

llevando a la injuria de la mitocondria y a la apoptosis dependiente de caspasas. En 

estas células se ha demostrado además que la vía de receptores de muerte se 

encuentra activada, y que su inhibición previene completamente la muerte celular. 

Por otra parte, la inhibición de la vía apoptótica mitocondrial disminuye 

parcialmente la citotoxicidad inducida por Mn, lo que sugiere que otras vías de 

muerte dependientes de la caspasa-8, podrían encontrarse activas. 

En base a estos antecedentes se propone la siguiente hipótesis de estudio: 

 

Hipótesis 

La exposición a Mn de las células de glioma C6 induce la generación de ROS. 

Estas especies reactivas actúan a nivel de la membrana lisosomal 

contribuyendo a su permeabilización y consecuente liberación de catepsinas 

al citosol. Las catepsinas clivan sustratos esenciales para la célula 

participando de las vías apoptóticas de muerte. El daño lisosomal inducido 

por el Mn impacta sobre el proceso esencial de la autofagia favoreciendo o 

previniendo la muerte celular. 
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En base a la hipótesis, se plantearon los siguientes objetivos: 

Objetivo General 

Caracterizar los mecanismos moleculares y celulares que intervienen en la 

vía de muerte lisosomal inducida por Mn y sus consecuencias a nivel de la 

autofagia empleando un modelo in vitro de células C6 de glioma de rata y un 

modelo in vivo de toxicidad aguda por Mn en ratas. 

En el presente proyecto se abordará el estudio de la vía lisosomal de muerte y su 

posible vinculación a la apoptosis inducida por manganeso (Mn). Los estudios se 

centrarán en la elucidación de los eventos celulares y moleculares participantes de 

esta cascada, su conexión con la vía apoptótica mitocondrial y autofágica y los 

niveles de acción de distintos inhibidores. El propósito final consiste en anular una 

vía de muerte (o inducir una vía de supervivencia) aumentando así el programa 

protector intrínseco de los astrocitos y consecuentemente, la supervivencia de las 

neuronas.  

 

Objetivos específicos 

 

Empleando nuestros modelos de muerte celular inducida por Mn2+ en células C6 

de glioma de rata la propuesta es: 

 Describir el efecto del manganeso sobre la integridad de las vesículas ácidas. 

 Investigar si las posibles alteraciones a nivel lisosomal están mediadas por ROS.  

 Evaluar la ocurrencia de la PML y la consecuente translocación de las catepsinas 

lisosomales al citosol.  

 Analizar participación de las CatD y B en la muerte celular. 

 Estudiar en detalle el rol de las CatD y B sobre la activación de las vías extrínseca 

e intrínseca.  
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 Analizar la eventual participación de procesos autofágicos y su implicancia en 

la muerte celular. 

 

Empleando un modelo de toxicidad aguda por Mn en ratas Sprague-Dawley: 

 Evaluar el posible daño a los astrocitos en el striatum. 

 Corroborar la existencia de alteraciones en la vía lisosomal. 
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1 Reactivos 

1.1 Reactivos generales 

 

Se utilizaron los reactivos cuya procedencia se describe a continuación: medio de 

cultivo DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium), tripsina, cloruro de 

manganeso, RNasaA, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio 

(MTT), clorhidrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina (Rojo neutro), 

Hoechst 33258, 3,6-bis-dimetilaminoacridina (naranja de acridina),  

monodansilcadaverina (MDC), Brilliant Blue G, EGTA, seroalbúmina bovina, 

glutatión (GSH), melatonina, benzamidina, PMSF, luminol y ácido p- cumárico 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA); EDTA, 2- mercaptoetanol y TEMED (BIO-

RAD laboratories, Hercules, CA, USA);  acrilamida, N´,N´- metilenbisacrilamida, 

dodecil sulfato de sodio, Tris, Glicina y metanol (Biopack, Zárate, Buenos Aires, 

Argentina); suero fetal bovino (SFB) (NATOCOR, Villa Carlos Paz, Córdoba, 

Argentina); estreptomicina, penicilina y anfotericina (Richet, Ciudad Autónoma de 

Buenos Aires, Argentina); ditiotreitol (DTT), Tween-20 y persulfato de amonio (GE 

Healtcare, Pittsburg, PA, USA); LysoTracker Red DND-99 y Mitotracker Red CMXRos 

(Molecular Probes, Eugene, OR, USA); ácido N-(2-Hidroxietil)-piperazina-N'-(2-

etanosulfónico)(HEPES), azul de bromofenol, Ponceau S, ortovanadato de sodio y 

glicerol (ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA); PageRuler Plus (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA); DMSO (Anedra, San Fernando, Buenos Aires, Argentina); 

fluoruro de sodio (Mallinckrodt, Dublin, Irlanda); Triton X-100 (Merck, Whitehouse 

Station, NJ, USA); 3- metiladenina (3-MA), wortmanina (WM), Ca-074 Me, SP600125 

y PD98059 (Calbiochem, La Jolla, CA, USA); Bafilomicina A1 (BafA1)(Fermentek, 

Jerusalem, Israel); Aprotinina y Pepstatina A (PepA)(Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA); ketamina (Holliday-Scott, Beccar, Buenos Aires, Argentina); 

xilacina (Bayer, Munro, Buenos Aires, Argentina); membrana de nitrocelulosa 

(Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA). 

Todos los demás reactivos utilizados fueron de grado biología molecular o grado 

analítico según el caso. 
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 Todos los inhibidores se disolvieron en dimetil sulfóxido (DMSO) de modo tal 

que la concentración final del solvente, una vez agregado a las células, no excediera 

el 0,125%. La concentración de DMSO empleada no afectó la viabilidad celular, la 

morfología ni otros parámetros testeados.  

 

1.2 Anticuerpos 

 Se utilizaron los anticuerpos cuya procedencia se describe a continuación: 

Anticuerpos primarios 

Akt #9272, Beclina 1 #3738, Caspasa-3 #9662, LC3A/B (D3U4C) #12741, p-Akt 

(Ser473) #9271 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA); NeuN (Clon A60) 

MAB 377 (Chemicon, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA); LAMP1 

(H4A3) (Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa, IA, USA); Ⱦ- Actina (C4) sc-

47778, BID (FL-195) sc-11423, Catepsina D (H-75) sc-10725, Caspasa-8 p18 (H-

134) sc-7890, Caspasa-9 p10 (H-83) sc-7885, Citocromo c (H-104) sc-7159, ERK2 

(C-14) sc-154, FasL (C-178) sc-6237, p-ERK (E-4) sc-7383, p-JNK (G7) sc-6254, 

TOM-20 (FL- 145) sc-11415, MAP LC3Ⱦ (N-20) sc-16755, JNK1 (G-13) sc-46006 

(Santa Cruz Biotechnology);  GFAP G-3893 (Sigma- Aldrich)

 

Anticuerpos secundarios biotinilados: 

Anti- conejo biotinilado BA-1000 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA.) 

 

Anticuerpos secundarios acoplados a fluoróforos: 

Anti- cabra IgG- Alexa Fluor 488 (A-11055), Anti- conejo IgG (H+L) Alexa Fluor 

532, Anti- conejo IgG (H+L) Alexa Fluor 488, Anti- ratón IgG (H+L) Alexa Fluor 555 

(Molecular Probes); Anti- conejo IgG- Cy2 AP132J (Chemicon)
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Anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa: 

Anti- conejo IgG-HRP sc-2030, Anti- ratón IgG-HRP sc-2031, Anti- cabra IgG-HRP 

sc-2020 (Santa Cruz Biotechnology). 

 

1.3 Soluciones generales 

PBS - Buffer fosfato salino pH 7,4  

NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM 
 

PBST - Buffer fosfato salino – Tween 20 pH 7,4 

NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, Tween 20 0,05% 
 

Buffer fosfato 0,1M - pH 7,4 

Partiendo de stocks de NaH2PO4 0,2M y Na2HPO4 0,2M: 

95 ml de NaH2PO4, 405 ml de Na2HPO4 0,2M, H2Od c.s.p 1000 ml (NaH2PO4 0,019 mM 

y Na2HPO4 0,081 mM) 
 

Buffer citrato de sodio salino 2x (SSC) - pH 7 

Na3C6H5O7 0,03M, NaCl 0,3M  
 

Reactivo de Bradford 

Coomassie Brilliant Blue G-250 al 0,01% (p/v) en etanol al 4,7% (p/v) y ácido 

fosfórico 8,5% (p/v) 

 

1.4 Soluciones para western blot 

Buffer de lisis 

HEPES 50mM, Triton 0,1% 

Inhibidores de proteasas: Benzamidina 63,8 µM, Aprotinina 1,5 µM, PMSF 500 µM  
 

En los casos en que se estudiaron proteínas fosforiladas, se agregaron también 

inhibidores de fosfatasas: 

NaF 5 mM  

NaVO4 1 mM 
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Buffer de cracking  

Tris-HCl 62,5mM pH 6,8, SDS 2%, Glicerol 30%, DTT 3mM, β-mercaptoetanol 15%, 

Azul de bromofenol 3,75 x 10-4% 
 

Gel concentrador – pH 6,8 

Acrilamida- bisacrilamida (N´,N´- metilenbisacrilamida) 3,8%, Tris- HCl 126 mM, 

SDS 0,1%, APS 0,1%, TEMED 0,2% 
 

Gel separador – pH 8,8 

Acrilamida- bisacrilamida (10, 12 o 15%), Tris- HCl 375 mM, SDS 0,1%, APS 0,1%, 

TEMED 0,25%. 
 

Buffer para la separación electroforética – pH 8,3 

Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%  
 

Buffer de transferencia – pH 8,3 

Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20% 
 

TBS – Tris buffer salino pH 8   

Tris –HCl 50mM, NaCl 150 mM 
 

TBST – Tris buffer salino Tween-20 pH 8   

Tris-HCl 10mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05% 
 

Solución de bloqueo  

Leche en polvo descremada 5% y SDS 0,1% en TBS 
 

Solución para la preparación de anticuerpos 

Anticuerpos marca Santa Cruz: Leche en polvo descremada 3% y SDS 0,1% en TBS 

Anticuerpos de otras marcas: BSA 5% en TBST 
 

ECL 

Solución A – pH 8,5 

Tris-HCl 0,1 M, Luminol 2,5 mM, Ácido p-cumárico 0,4 mM,  
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Solución B – pH 8,5 

Tris-HCl 0,1 M, H2O2 0,064 vol. 
 

1.5 Preparación de antioxidantes 

Melatonina (17,2 mM) 

Se disolvieron 0,016g de melatonina (MLT) en 200 µl de etanol 96%, se agitó y se 

llevó a 4 ml con PBS. El procedimiento fue realizado en oscuridad. 

 

GSH (20,4 mM) 

Se disolvieron 0,0123g de GSH en 1 ml de Tris- HCl 0,5 M pH 7, se ajustó el pH a 7 

empleando ácido clorhídrico 1M y se llevó a 2 ml con PBS.  

 

2. Métodos 

2.1. Cultivo celular 

Las células C6 de glioma de rata (ATCC® CCL-107™) fueron gentilmente cedidas 

por el Dr. Zvi Vogel (Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel). Los cultivos 

fueron mantenidos en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% SFB, 

glutamina (2 mM), penicilina (100 unidades/ ml), estreptomicina (100 µg/ ml) y 

anfotericina B (2,5 µg/ ml). Antes de ser adicionado al medio de cultivo, el SFB fue 

inactivado a 56ᵒC durante 30 min. Las células se cultivaron a 37°C en una atmósfera 

húmeda de 5% CO2- 95% aire y el medio de cultivo fue renovado 3 veces por semana.  

Para llevar a cabo los experimentos, las células C6 se tripsinizaron (tripsina 

0,25%- EDTA 0,5 mM), se diluyeron en DMEM con 10% SFB y se re- plaquearon en 

cajas de 60mm o multi- pocillo. 
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Luego de 24 hs en cultivo, las células alcanzaron ~70 - 80% de confluencia y se 

incubaron con el tratamiento correspondiente.  

 

2.2. Ensayo de reducción de MTT 

Las sales de tetrazolio, como el MTT, poseen un anillo que es capaz de ser 

reducido por varias deshidrogenasas celulares generando formazan, un producto 

azul oscuro y parcialmente insoluble. Dicha reacción tiene lugar en todas las células 

metabólicamente activas y es, por lo tanto, un indicador de viabilidad celular 

(Mosmann, 1983). El ensayo se realizó según el protocolo original descripto por 

Mosmann (1983) con leves modificaciones (Alaimo et al., 2011). Luego de los 

tratamientos, las células crecidas en placas de 96 pocillos se lavaron con PBS y se 

incubaron con MTT 0,125 mg/ ml en medio de cultivo a 37°C.  Una vez transcurridos 

90 min, el medio se removió y el formazan se solubilizó en 200 µl de DMSO. La 

absorbancia se midió a 570nm y se le restó la absorbancia de una referencia medida 

a 655nm. Las lecturas se realizaron en un lector de microplacas BIO-RAD Modelo 

680. 

 

2.3. Ensayo de retención de rojo neutro (RN) 

Este ensayo se basa en la capacidad de las células viables de incorporar y retener 

el RN en los lisosomas (Repetto et al., 2008). La técnica se llevó a cabo siguiendo el 

protocolo descripto por Repetto et al. (2008) con leves modificaciones. Un día antes 

del ensayo, una solución 40 µg/ml de RN en medio de cultivo sin suero se incubó 

overnight (ON) a 37°C. Luego, la solución se centrifugó durante 10 min a 2.600 rpm 

y se descartaron los cristales precipitados. Una vez finalizados los tratamientos, las 

Cajas de 60 mm: 6,0 x 105 células/ pocillo 
Cajas de 12 pocillos: 1,5 x 105 células/ pocillo 
Cajas de 24 pocillos: 7,5 x 104 células/ pocillo 
Cajas de 96 pocillos: 1,5 x 104 células/ pocillo 
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células crecidas en placas de 96 pocillos se lavaron con PBS y se agregaron 200 µl de 

solución de RN por pocillo. Luego de 2 hs a 37°C, las células se lavaron con PBS y el 

RN se disolvió en 200 µl de una solución de alcohol ácido (Ácido acético 1% en etanol 

50%). La absorbancia se midió a 570nm y se le restó la absorbancia de una 

referencia medida a 690nm. Las lecturas se realizaron en un lector de microplacas 

BIO-RAD Modelo 680. 

2.4. Tinción de los compartimientos ácidos 

2.4.1 Tinción con naranja de acridina 

Las células se sembraron sobre cubreobjetos de 15 mm de diámetro, previamente 

flameados y dispuestos en una placa de 12 pocillos. Para la tinción, el colorante se 

agregó al medio de cultivo 6 hs antes de finalizar los tratamientos a una 

concentración final de 1 µg/ml y se incubó a 37°C hasta finalizar la exposición al 

metal. Luego, las células se lavaron dos veces con PBS, los cubreobjetos se montaron 

en portaobjetos empleando medio de montaje PBS: Glicerol (1:1) e inmediatamente 

se observaron en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E600 (Nikon 

Instech Co., Ltd., Karagawa, Japón) empleando filtros B2A (ɉex: 450–490 nm; ɉem: 515 

nm). Las imágenes se capturaron con una cámara digital Nikon CoolPix5000 

empleando el objetivo de 100x. 

 

2.4.2 Tinción con Lysotracker Red DND-99 

Las células se cultivaron sobre cubreobjetos de 15 mm de diámetro, previamente 

flameados y dispuestos en una placa de 12 pocillos. Una vez finalizado el 

tratamiento, las células se lavaron con PBS y luego se incubaron con Lysotracker Red 

DND-99 50nM en medio de cultivo sin suero durante 30 min a 37°C. Posteriormente, 

se retiró el colorante, se lavó dos veces con PBS y se realizó una fijación con 

paraformaldehido (PFA) 4%/ sacarosa 4% en PBS durante 30 min a temperatura 

ambiente (TA). Para eliminar los restos del fijador, las células se lavaron 5 veces con 

PBS y se dejaron en dicho buffer ON a 4°C. Los cubreobjetos se montaron en 

portaobjetos empleando medio de montaje PBS: Glicerol (1:1). Las muestras se 
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analizaron en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E600 con un filtro G-

2E/C (ɉex: 528–553 nm; ɉem: 600–660 nm) o alternativamente en un microscopio 

Olympus IX71 (ɉex: 510–550 nm; ɉem: LP 590nm), según se detalla en cada figura.  

Para el estudio del tamaño de los lisosomas, se adquirieron imágenes de 614 x 

460 píxeles y resolución de 300 píxeles/pulgada empleando una cámara digital 

Nikon CoolPix5000 y usando el objetivo de 100x. Para la cuantificación del diámetro 

de las vacuolas, se empleó el software ImageTool (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA). 

Se seleccionó manualmente el área alrededor de uno o varios lisosomas y se aplicó 

un umbral manual para discernir entre vacuolas adyacentes y evitar la 

cuantificación de píxeles fluorescentes no específicos. Se cuantificó el área de los 

lisosomas de 25 células por tratamiento (400- 500 lisosomas) y se calculó el 

diámetro d=2(√area/πȌ. Dado que para realizar el análisis estadístico (ANOVA de 

dos factores) fue necesario disminuir el número de datos, se seleccionaron 52 

valores por tratamiento al azar. Para ello, a cada dato de diámetro cuantificado se le 

adjudicó un número empleando la función “aleatorio” de Microsoft Excel 2013 

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), y dicho valor fue utilizado en una 

segunda fórmula para seleccionar los 52 valores de diámetro que se usaron en el 

análisis estadístico. Este procedimiento se realizó empleando 4 grupos de datos 

diferentes y se obtuvieron resultados similares. 

Por otra parte, se realizó una cuantificación manual y las células se clasificaron 

en dos categorías: células normales o células presentando lisosomas de tamaño 

aumentado (1000 células/ tratamiento). 

 

2.5 Cuantificación de organelas ácidas mediante citometría de flujo 

Este ensayo se llevó a cabo siguiendo el protocolo descripto por Jiang et al. (2009) 

con pequeñas modificaciones. Finalizados los tratamientos, los cultivos en placas de 

12 pocillos se lavaron con PBS y se tiñeron con naranja de acridina 1 µg/ml en medio 

de cultivo durante 15 min a 37°C. Luego de dos lavados con PBS, las células se 

tripsinizaron (con 100 µl de tripsina 0,25%- EDTA 0,5 mM) durante 3 min a 37°C y 

se transfirieron a tubos eppendorf. Posteriormente, la tripsina se diluyó en 1500 µl 
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de PBS, las células se centrifugaron a 1.000 rpm y el pellet resultante se resuspendió 

en 500 µl de PBS. Las muestras se mantuvieron en hielo y protegidas de la luz hasta 

la medición. Se cuantificó la emisión de fluorescencia de 10.000 células/ tratamiento 

en un citómetro de flujo FACS Aria II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) (ɉex: 488 

nm; ɉem: >650 nm, canal FL3). Los datos se analizaron empleando el Flowing 

Software v2.5.0 (Cell Imaging Core, Turku Centre for Biotechnology, Universidad de 

Turku, Finlandia). Para ello, se realizó un gráfico de puntos (dot plot) de complejidad 

(SSC) en función del tamaño (FSC) y se seleccionó una región con una población de 

características similares (~90% de las células analizadas). La misma se mantuvo sin 

modificaciones en el análisis de todos los tratamientos. Para cada una de las 

muestras, se realizó un histograma de eventos en función de la emisión en FL3 y se 

calculó la media geométrica, que fue utilizada como la intensidad de fluorescencia 

media (IFM) para cada réplica, en cada tratamiento.   

 

2.6 Tinción de vacuolas autofágicas 

Las células se cultivaron sobre cubreobjetos de 15 mm de diámetro, previamente 

flameados y dispuestos en cajas de 12 pocillos. Finalizados los tratamientos, las 

células se lavaron con PBS y se incubaron con una solución de 

monodansilcadaverina (MDC) 0,05 mM en PBS durante 10 min a 37°C (Biederbick 

et al., 1995). Luego, los cubreobjetos se lavaron cuatro veces con PBS, se montaron 

sobre portaobjetos utilizando medio de montaje PBS: Glicerol (1:1) y se observaron 

inmediatamente por microscopía de fluorescencia en un microscopio Nikon Eclipse 

E600 empleando filtros UV-2E/C (ɉex: 330–380 nm; ɉem: 435–485 nm). Las imágenes 

se obtuvieron con una cámara digital Nikon CoolPix5000 empleando el objetivo de 

100x. 
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2.7 Inmunocitoquímica 

2.7.1 Procedimiento general  

Las células se cultivaron sobre cubreobjetos de 10mm de diámetro, previamente 

flameados y dispuestos en cajas de 24 pocillos. Luego de los tratamientos, las 

muestras se lavaron dos veces con PBS, se fijaron con PFA 4%/ Sacarosa 4% (30 

min, TA) y se lavaron 5 veces con PBS. Las células se permeabilizaron con PBST- 

Tritón X- 100 0,25% (10 min, TA), se lavaron 3 veces (5 min) con PBS, se bloquearon 

con BSA 1% en PBST (30 min, TA) y se incubaron con el anticuerpo primario 

correspondiente diluido en BSA 1% en PBST (ON a 4°C). Al día siguiente, las células 

se lavaron 3 veces (5 min) con PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios 

acoplados a fluoróforos disueltos en BSA 1% en PBST (1 h, TA en oscuridad). Por 

último, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS y se montaron con PBS: Glicerol 

(1:1). En todos los casos se realizaron controles empleando el protocolo descripto, 

pero sin anticuerpo primario, para descartar unión inespecífica del anticuerpo 

secundario.  

Las muestras se analizaron empleando un microscopio confocal Olympus FV300 

(Olympus Optical Co., Tokyo, Japón) equipado con el sistema de adquisición de 

imágenes Fluoview 5.0 (Olympus Optical Co.). Se empleó un objetivo de inmersión 

Olympus 60x Plan Apo (apertura numérica: 1,4) y se realizó un escaneo secuencial 

de las muestras excitadas con Argón (ɉ: 488 nm) o Helio-Neón (ɉ:543 nm) para 

reducir el pasaje de la señal fluorescente de un canal a otro. 

El coeficiente de co- localización fue calculado en cada célula empleando el plug- 

in de ImageJ Intensity correlation análisis (U. S. National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA). Previo a la cuantificación, la imagen fue corregida sustrayendo 

un fondo correspondiente a una región que fue considerada de autofluorescencia ± 

3 desvíos estándar. 
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2.7.2 Procedimientos específicos 

Inmunomarcación de CatD y LC3  

Para los ensayos de translocación de CatD al citosol y co- localización de LC3 con 

vesículas ácidas (VAs), se procedió acorde a lo descripto en la sección 2.7.1 con leves 

modificaciones. Previo al paso de fijación, las células se tiñeron con Lysotracker Red 

DND-99 200 nM en medio de cultivo durante 30 min a 37°C. En estos ensayos, las 

células no fueron permebilizadas dado que los detergentes ensayados (Tritón X-100 

y digitonina) condujeron a la pérdida de la marca del colorante. Se emplearon las 

diluciones de los anticuerpos: CatD 1:100, LC3 1:100; anti- cabra Alexa 488 1: 1.000 

(para LC3) o Cy2 anti- conejo 1:1.000 (para CatD).  

 

Liberación de citocromo c  

Para evaluar la translocación del citocromo c desde la mitocondria al citosol, se 

procedió acorde a lo descripto en la sección 2.7.1, pero previo a la fijación, las células 

se macaron con Mitotracker Red CMXRos 75 nM en medio de cultivo durante 30 min 

a 37°C. Se emplearon las diluciones de los anticuerpos: citocromo c 1: 50; Cy2 anti- 

conejo 1: 1.000. 

 

Localización nuclear de CatD  

Para estudiar si la CatD co- localiza con el ADN nuclear, se procedió acorde a lo 

descripto en el apartado 2.7.1 con leves modificaciones. Una vez realizada la 

inmunomarcación de CatD (en las condiciones empleadas en Marcación de CatD y 

LC3), las células fueron incubadas durante 20 min a 37˚C con RNasaA ȋͳͲͲ µg/ µl en 

SSC) para degradar el ARN y prevenir su marcación con el agente intercalante. 

Luego, las células se lavaron dos veces en buffer SSC y se tiñeron con ioduro de 

propidio (1,5 µM en buffer SSC, 30 min, TA), se lavaron, se montaron y se 

visualizaron por microscopía confocal. 
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Co- Inmunomarcación de TOM-20 y LC3 

Para estudiar la posible ocurrencia de eventos de mitofagia, se procedió acorde a 

lo descripto en 2.7.1, hasta el paso del bloqueo. En este caso, las muestras se 

bloquearon ON en agitación a 4°C con BSA 1% en PBST y al día siguiente se 

incubaron durante 1 h a 37°C con la solución de anticuerpos primarios (TOM-20 

1:500 y LC3 1:100) en BSA 1% en PBST. Posteriormente, se realizaron 3 lavados (5 

min) con PBS y se incubó el anticuerpo anti- cabra Alexa 488 (1:1.000) en BSA 1% 

en PBST, durante 1 h a TA en oscuridad. Luego de 3 lavados con PBS (5 min), los 

cubreobjetos se incubaron con el anticuerpo anti- conejo Alexa 532 (1:1.000) 

disuelto en BSA 1% en PBST (1 h, TA en oscuridad). Por último, los cubreobjetos se 

lavaron 3 veces con PBS, se montaron en PBS: Glicerol (1:1) y se analizaron por 

microscopía confocal.  

 

2.8 Actividad enzimática de las caspasas-3/-7 

Los niveles de activación de las caspasas efectoras -3 y -7 se analizaron por 

espectrofotometría midiendo la formación de pNA, generada por el clivaje del 

sustrato Ac-DEVD-pNA (N- Acetil- Asp- Glu- Val- Asp- p- nitroanilida). 

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos y cada tratamiento se realizó 

por triplicado. Luego, las células se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con 50 Ɋl/ pocillo de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, EGTA 10 mM, digitonina Ͳ,Ͳͳ mM, )nhibidores de proteasas: benzamidina ͸͵,ͺ͸ ɊM, aprotinina ͳ,ͷͶ ɊM, PMSF ͷͲͲ ɊMȌ durante 30 min a 37°C. Posteriormente, los triplicados de 

los lisados celulares correspondientes al mismo tratamiento se reunieron y se 

centrifugaron durante 20 min a 14.000 rpm. La concentración de proteínas en los 

sobrenadantes se determinó mediante el ensayo de Bradford (1976). Para ello, se 

tomaron 7 µl de muestra, se diluyeron en 14 µl de H2O destilada y se agregó 1ml del 

reactivo de Bradford durante 15 min en oscuridad. Se transfirieron 200 µl de la 

suspensión a una caja de 96 pocillos y se midió la absorbancia a 595 nm en un lector 

de microplacas BIO-RAD Modelo 680. La concentración de proteínas se calculó 

empleando una curva patrón obtenida empleando seroalbúmina bovina. A 
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continuación, se tomaron 150 Ɋl de cada sobrenadante ȋͺͲ-100 µg de proteína) y se incubaron con ͳͶ͸ Ɋl de buffer de incubación (HEPES 100 mM pH 7,5, glicerol 10%, EDTA ͳ mM, DTT ͳͲ mM; )nhibidores de proteasas: benzamidina ͸͵,ͺ͸ ɊM, 
aprotinina ͳ,ͷͶ ɊM, PMSF ͷͲͲ ɊMȌ y Ͷ Ɋl del sustrato Ac-DEVD-pNA ȋͳͲͲ ɊMȌ a 
37°C. Se midieron las absorbancias a 405 nm luego de 2, 3 y 4 hs de incubación 

empleando un lector de microplacas BIO-RAD Modelo 680. La actividad específica 

de las caspasas 3/7, se expresó como el cociente entre la absorbancia a 405nm (en 

unidades arbitrarias) y los mg de proteínas. Los resultados que se detallan 

corresponden a los obtenidos para 4 hs de incubación. 

 

2.9 Fraccionamiento subcelular 

Para la obtención de las fracciones citosólica y lisosomal, las células se cultivaron 

en cajas de 100 mm. Una vez finalizados los tratamientos, las células se lavaron con 

PBS, se tripsinizaron y las suspensiones celulares se transfirieron a tubos Falcon. Se 

realizó una centrifugación a 1.000 rpm durante 5 min a TA y el pellet resultante se 

resuspendió en buffer MSHE pH 7,4 (manitol 0,22 M, sacarosa 70 mM, EGTA 0,5 mM, 

HEPES-KOH 2 mM; Inhibidores de proteasas: benzamidina 63,86 ɊM, aprotinina ͳ,ͷͶ ɊM y PMSF ͷͲͲ ɊM). Estas muestras se sonicaron a una amplitud de 40%  

durante 10 seg en un equipo Fisher Sonic Dismembrator modelo 500 (Fisher 

Scientific, Loughborough, Reino Unido) y luego se centrifugaron a 700 x g, durante 

10min a 4°C. El sobrenadante post- nuclear se centrifugó a 10.000 x g durante 20 

min. El sobrenadante proveniente de esta centrifugación constituye la fracción 

citosólica y el pellet contiene la fracción de membranas (lisosomas/ mitocondria). 

Para obtener una fracción libre de ARNm citosólico, este pellet se lavó con KCl 150 

mM y se centrifugó durante 10 min a 10.000 x g a 4°C. El pellet obtenido y la fracción 

citosólica se emplearon para los experimentos de detección de CatD mediante 

western blot. 
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2.10 Western Blots 

Los ensayos de western blot se realizaron acorde al protocolo descripto por 

(Alaimo et al., 2014).  

 

2.10.1 Preparación de las muestras 

En este caso las células se cultivaron en placas de 60 mm. Una vez finalizados los 

tratamientos, las células se lavaron con PBS, se levantaron con un cell scraper en 1 

ml de PBS y se transfirieron a tubos eppendorf. La suspensión celular se centrifugó 

durante 5 min a 1.000 rpm, se lavó con PBS y se centrifugó nuevamente. El pellet 

resultante se resuspendió en 75 µl de buffer de lisis para western (ver sección 1.4, 

soluciones para western blot) y se incubó durante 30 min en hielo. Posteriormente, 

las muestras se sonicaron durante 15 seg y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 

20 min a 4˚C.   
A continuación, se determinó la concentración de proteínas en los sobrenadantes 

empleando el método de Bradford (1976) como se describió anteriormente. Se 

tomaron entre 50- 80 µg de proteínas, se llevaron a 30 µl con buffer de lisis, se 

agregaron 15 µl de buffer de cracking y se calentaron a 100° C durante 10 min.  

 

2.10.2 Electroforesis de proteínas 

Las muestras, en paralelo con un marcador de peso molecular (PageRuler Plus), 

se separaron en geles de poliacrilamida (gel concentrador: 3,8%; gel separador: 10- 

15%) en condiciones desnaturalizantes (buffer de electroforesis), a voltaje 

constante (120V) durante 1,5- 2 hs empleando el sistema MiniProtean III de BIO- 

RAD.  

Una vez finalizada la separación electroforética, las proteínas se transfirieron a 

una membrana de nitrocelulosa empleando buffer de transferencia en el 

dispositivo MiniPROTEAN Transblot System a un amperaje constante de 250mA, 

durante 2 horas en frío. Luego se realizó una tinción con Rojo Ponceau (Rojo 

Ponceau S 0,2%:ácido acético 1%) para comprobar la eficiencia de la transferencia. 
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Posteriormente, la membrana se lavó con TBS (Tris-HCl 50mM; NaCl 150mM; pH 8) 

para eliminar el colorante. 

 

2.10.3 Inmunodetección 

Luego de la transferencia, las membranas se incubaron en una solución de 

bloqueo durante 90 min a TA y luego en una solución de anticuerpo primario ON a 

4°C. 

Se realizaron dos lavados con TBST y dos con TBS (10 min) y posteriormente se 

incubó con el anticuerpo secundario correspondiente (1 h, TA). A continuación, se 

realizaron 3 lavados con TBST y uno con TBS (10 min). Todas las incubaciones con 

anticuerpos y lavados se realizaron con agitación.  

Las membranas se revelaron empleando el reactivo quimioluminiscente ECL. 

Para ello, se mezclaron 1 ml de la solución A con 1 ml de la solución B (ECL, sección 

1.4) y la emisión de luminiscencia fue detectada empleando el analizador de 

imágenes Fujifilm Luminiscent Analyser (FujiFilm Co.,Tokio, Japón). La captura de 

imágenes se realizó mediante el software LAS-1000 pro (FujiFilm).  

La intensidad de las bandas se cuantificó empleando el programa ImageJ. 

2.11 Estudios in vivo 

2.11.1 Animales 

Se emplearon ratas macho Sprague-Dawley de 150-170g (n=4) provistas por el 

bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IByME, UBA- CONICET, 

certificado de seguridad de la NIH #A5072-01). 

Los animales recibieron una dieta balanceada y agua ad libitum y fueron 

mantenidos en condiciones controladas de temperatura (22°C) y humedad (50%) 

con ciclos de 12 horas de luz/ 12 horas de oscuridad (encendido de las luces: 7:00 

am). 
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Los experimentos se realizaron de acuerdo a la “Guía para el cuidado y utilización 

de animales de laboratorio” del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos 

(NIH) y fueron aprobados por el Comité de Ética del IByME. 

La metodología empleada en los experimentos contempló el minimizar el 

sufrimiento de los animales y reducir el número de ratas utilizadas. 

 

2.11.2 Modelo de toxicidad aguda por Mn 

Los animales fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal de xilacina 

(50mg/ ml): ketamina (20mg/ml) (1:4, 1ml) en solución salina. Para realizar las 

inyecciones intra- estriatales, las ratas se colocaron en un marco estereotáxico 

(David Kopf Stereotaxic Instruments, Tujunga, CA, USA) con la barra de los incisivos 

situada a -3,3 mm respecto a la línea interauricular. Previo a la realización de la 

trepanación, se rasuró la cabeza y se identificaron las coordenadas 

correspondientes a la zona del striatum donde se realizó la inyección: 

Anteroposterior: -0,2, Lateral: ±3, Ventral: -5 con respecto al bregma. Se empleó el 

protocolo descripto por Alaimo et al. (2014) inyectando en el hemisferio izquierdo 

1 Ɋmol de MnCl2 (1 ɊlȌ y en el hemisferio derecho, que fue utilizado como control, ͳɊl de solución salina (NaCl 0,9% en agua bidestilada). 

Las inyecciones se realizaron con una jeringa Hamilton a una velocidad promedio 

de ͳɊl/ ͶͲseg y luego la aguja se mantuvo durante ʹ min para evitar el reflujo de la 

solución. Finalmente, se cerró la piel con puntos sueltos y se colocó a los animales 

en una jaula hasta que despertaran de la anestesia y se observó su comportamiento. 

Transcurridos 7 días, las ratas fueron perfundidas y sacrificadas. 

 

2.11.3 Perfusión de los animales 

Los animales fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal de xilacina 

(50mg/ ml): ketamina (20mg/ml) (1:4, 1ml) en solución salina y perfundidos por 

vía transcardíaca con 20 ml de solución salina, seguido de 40ml de PFA 4% 

(preparado en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4). Los cerebros fueron removidos y fijados 

en PFA 4% a 4°C durante 24 hs. Transcurrido este tiempo, los cerebros fueron 
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lavados dos veces con PBS y mantenidos en dicho buffer hasta el momento de ser 

utilizados. 

 

2.11.4 Corte y preservación del tejido cerebral 

Se realizaron cortes coronales de 50 µm de espesor empleando un vibrátomo 

Integraslice 7550PSDS (Campden Instruments, Loughborough, Reino Unido) 

(Frecuencia: 70 Hz, amplitud 0,8 mm, velocidad: 0,20 mm/s).  

Las secciones obtenidas se colocaron en libre flotación en placas de 24 pocillos 

conteniendo una solución criopreservadora (25% glicerol, 25% etilenglicol, 50% 

buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4) a -20°C hasta su uso. 

 

2.11.5 Inmunohistoquímica 

Protocolo general 

Los cortes de tejido se colocaron en pocillos de una placa de 24 pocillos y se 

lavaron 3 veces con PBS durante 15 min. Luego, los cortes se calentaron a 85°C en 

buffer citrato (0,01M, pH 6) en un baño térmico para desenmascarar el antígeno, se 

lavaron 2 veces con PBS durante 5 min y se bloquearon con suero de cabra 1% en 

PBS- Tritón X-100 0,1% durante 20 min a 37°C en agitación. Los anticuerpos 

primarios fueron disueltos en suero de cabra 1% en PBS-Tritón X-100 0,1% (CatD 

1:150, GFAP 1:400, NeuN 1:250) e incubados ON a 4°C en libre flotación y agitación. 

Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces (5 min) con PBS y se incubaron 

durante 1 h a TA con los anticuerpos secundarios correspondientes, disueltos en 

suero de cabra 1% en PBS-Tritón X-100 0,1%. Se realizaron 3 lavados con PBS 

(5min), los cortes se colocaron en portaobjetos gelatinizados, se montaron y se 

observaron al microscopio. En todos los casos se realizaron controles empleando el 

protocolo descripto, pero sin anticuerpo primario, para descartar la unión 

inespecífica del anticuerpo secundario. 
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Inmunofluorescencia 

Los cortes se montaron en Fluoromount G (Birmingham, AL, USA) y fueron 

analizados en un microscopio confocal Nikon Eclipse E800 C1 (Alexa 488: ʄex: 

488nm, ʄem: 515- 530nm; Alexa 555: ʄex: 544nm, ʄem: LP- 570nm) o en un 

microscopio Olympus IX71 (Alexa 488: ʄex: 460- 495nm, ʄem: 510- 550nm; Alexa 

555: ʄex: 510- 530nm, ʄem: LP 590nm), según el caso. 

 

Revelado con DAB 

Se siguió el protocolo general de inmunohistoquímica descripto, con leves 

modificaciones. Previo al desenmascaramiento del antígeno, se inhibieron las 

peroxidasas endógenas incubando los cortes con 1% H2O2 en una solución 1:1 de 

metanol en PBS (10 min, TA) y se lavaron dos veces con PBS (5 min). 

Luego de la incubación con el anticuerpo secundario biotinilado, se realizaron 3 

lavados con PBS y se incubaron con una dilución 1:100 del reactivo ABC (Avidina 

DH + Peroxidasa de rábano Biotinilada; Vector Laboratories) en PBS durante 30 min 

a TA y se realizaron dos lavados con PBS (5 min). Las secciones se incubaron con 

una solución del cromógeno DAB 2 mM y H2O2 0,5 mM en buffer Tris- HCl 0,1 M 

durante 3- 5 min a TA y luego se realizaron dos lavados rápidos en PBS. Las muestras 

se colocaron en portaobjetos gelatinizados, se dejaron secar ON a TA y se 

deshidrataron empleando un gradiente creciente de etanol (96%: 2 veces durante 1 

min; 100%: 2 veces durante 2 min) y luego xilol (2 veces durante 3 min). Por último, 

las secciones fueron montadas con Bálsamo de Canadá y analizadas en un 

microscopio óptico Nikon Eclipse E200. 

Las imágenes obtenidas se aleatorizaron empleando el macro Shuffler 1.0 para 

ImageJ. La cuantificación del área inmunoreactiva y de la intensidad media de la 

marca se llevó a cabo por medio del programa ImageTool. Las imágenes 

aleatorizadas se transformaron a escala de grises, se seleccionó el área 

inmunoreactiva (la substantia nigra o las células en el striatum) y se establecieron 

los umbrales que condujeron a la selección del área considerada positiva y a la 

cuantificación de los datos de interés. 



Materiales y Métodos 

 

91 

2.12 Análisis estadístico 

Los experimentos se realizaron por triplicado, salvo que se mencione lo 

contrario. Los resultados se expresan como medias ± error estándar (SEM). Las 

comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante la prueba t de Student, 

ANOVA de un factor con contrastes a posteriori de Newman- Keuls o bien ANOVA de 

dos factores con contrastes a posteriori de Bonferroni. Para el los análisis 

estadísticos se empleó el programa GraphPad Prism 4 (San Diego, CA, USA). 
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Capítulo 1 
 

Efecto del Mn sobre el sistema de vesículas 

ácidas 
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1.1 Generalidades 

 

Durante mucho tiempo, los lisosomas han sido considerados como meros 

procesadores de deshechos de la célula, ejecutando la degradación y el reciclaje de 

los residuos celulares. Sin embargo, en la actualidad, existe evidencia concluyente 

que indica que los lisosomas llevan a cabo un amplio espectro de funciones y están 

involucrados en procesos celulares fundamentales como la secreción, la reparación 

de la membrana plasmática, la señalización y el metabolismo energético. Además, el 

rol esencial de los lisosomas en las vías apoptóticas y autofágicas ubica a estas 

organelas como actores centrales en varios eventos celulares de significativa 

implicancia en la salud y la enfermedad (Settembre et al., 2013). 

En nuestro laboratorio, hemos encontrado evidencias que demuestran que el Mn 

dispara la muerte celular apoptótica a través de mecanismos mediados por ROS y 

que los antioxidantes ácido acetilsalicílico (ASA), melatonina (MLT), glutatión (GSH) 

y N- acetilcisteína (NAC) son capaces de prevenir dicha muerte (Alaimo et al., 2011). 

Está ampliamente aceptado que la mitocondria, y la cadena de transporte de 

electrones en particular, constituyen el sitio primario de generación de ROS y, a la 

vez, el blanco principal del daño oxidativo. Sin embargo, la generación de especies 

reactivas no se encuentra restringida a la mitocondria. En efecto, los lisosomas 

representan un compartimiento ácido rico en Fe redox activo y equivalentes de 

reducción (provistos p. ej. por la oxidación de la cisteína). Este ambiente resulta 

favorable para la ocurrencia de reacciones de tipo Fenton que conducen a la 

generación de OH•, un radical altamente reactivo. Además, las membranas 

lisosomales poseen un alto contenido de ácidos grasos poli-insaturados que 

constituyen un blanco del ataque de las ROS favoreciendo la peroxidación lipídica y 

la PML ( Zdolsek y Svensson, 1993; Terman et al., 2006).  

El sitio que ocupan los lisosomas en las vías de señalización de muerte no ha sido 

completamente elucidado. Sin embargo, la mayor parte de los reportes coincide, a 

grandes rasgos, con los modelos propuestos por Guicciardi et al. (2000) y por Zhao 

et al. (2003), en los cuales los lisosomas ocupan una posición apical, río arriba de la 

mitocondria y dependen de esta última para la ejecución de la muerte (Fig. 18A). 
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Por otra parte, Baumgartner et al. (2007) reportaron que las vías mitocondrial y 

lisosomal podrían funcionar en paralelo y activar caspasas diferentes (Fig. 18B).   

 

 

Figura 18. Rol de los lisosomas y la mitocondria en la apoptosis. A. Esquema simplificado 
de los modelos propuestos por Guicciardi et al. (2000) y Zhao et al. (2003). Para Guicciardi, la 
señalización mediada por el receptor de TNF-Ƚ lleva a la activación de bajos niveles de 
caspasa-8, que resultan insuficientes para desencadenar la apoptosis pero logran inducir un 
mecanismo de amplificación empleando primero los lisosomas y luego la mitocondria [similar 
a lo descripto por Scaffidi et al. (1999) para las células tipo II]. Estos niveles de caspasa-8 
activada promueven la translocación de la CatB al citosol, la cual por medio del clivaje de 
sustratos citosólicos aún no identificados (probablemente Bid), induce la liberación de 
citocromo c de la mitocondria llevando a la activación de la caspasa-9 y luego a la de las 
caspasas efectoras -3/-6/-7. Estas últimas generan un feedback positivo conduciendo a una 
activación mayor de la caspasa-8.  Zhao et al. (2003), agregan a estos antecedentes, que las 
CatB y D liberadas de los lisosomas son capaces de inducir directamente la generación de ROS 
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por parte de la mitocondria, generando un daño oxidativo que produce la translocación de 
citocromo c al citosol. Además, estos últimos autores describen evidencia que apoya el hecho 
de que los receptores de muerte (Fas o TNF) y la caspasa-8 serían responsables de la liberación 
de catepsinas, las cuales clivarían a Bid llevando al daño mitocondrial. B. Modelo propuesto 
por Baumgartner et al. (2007), según el cual la activación de las vías mitocondrial y lisosomal 
ocurre en forma paralela y llevan al clivaje de las caspasas-9 y -8, respectivamente. La 
activación de la caspasa-9 inhibe parcialmente a la caspasa-8 y río abajo de la caspasas 
iniciadoras ocurriría la activación de la caspasa-3 y la apoptosis.  

 

Además del daño directo a los lisosomas, las ROS pueden afectar proteínas y otras 

organelas y llevar a la activación de la autofagia como un mecanismo de 

supervivencia celular (Kiffin et al., 2006).  

Teniendo en cuenta estos antecedentes nos resultó relevante evaluar si el Mn 

inducía daño a los lisosomas y, de ser así, si dicho evento desempeñaba un rol 

activo en la muerte de las células C6 de glioma de rata. Por lo tanto, el enfoque 

estuvo dirigido al estudio de la posible participación de la vía lisosomal en la 

apoptosis inducida por Mn y al rol potencial de la autofagia en este contexto 

celular.  

 

1.2 Estudios de citotoxicidad 

 

Las células C6 de glioma fueron establecidas a partir de un tumor de rata inducido 

mediante inyecciones de N-nitrosometilurea (Benda et al., 1968). Tiffany-Castiglioni 

et al. (1988) evaluaron y compararon el efecto de la exposición a plomo (Pb) en 

células gliales en cultivo primario y en células C6. Sus resultados indicaron que, en 

ciertos aspectos, esta última línea celular se comporta de modo semejante a la 

astroglia y oligodendroglia en cultivo, constituyendo un modelo adecuado para el 

estudio de ciertos eventos de toxicidad por metales. En nuestro laboratorio hemos 

demostrado que el Mn genera muerte celular apoptótica mediada por ROS, con 

activación de las caspasas-3/7, clivaje de PARP-1, condensación y fragmentación de 

la cromatina, aumento en los niveles de Bax, fragmentación de la red mitocondrial, 

pérdida del Δφm y liberación de citocromo c de la mitocondria tanto en células C6 

(Alaimo et al., 2011) como en astrocitos de corteza cerebral de rata en cultivo 

primario (Gonzalez et al., 2008). Estos resultados sugieren que las células C6 
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responden al daño inducido por Mn de modo similar a los astrocitos en cultivo, 

avalando la propuesta de Tiffany-Castiglioni et al. (1988). Por lo tanto, decidimos 

continuar trabajando con esta línea celular para realizar el presente trabajo de tesis. 

Evidencias obtenidas por Alaimo et al. (2011), demostraron que la incubación de 

células C6 con MnCl2 750 µM durante 24 hs en medio libre de suero (MLS) genera 

un ~50% de muerte celular. La captación de Mn por parte de las células en las 

condiciones empleadas fue determinada mediante espectrometría de absorción 

atómica (Cortina et al., resultados no publicados) y los niveles intracelulares 

detectados se encontraban dentro del rango fisiológico reportado para células 

gliales de corteza cerebral de embrión de pollo (Tholey et al., 1988). Por otra parte,  

por exposición a Mn durante 24 hs en medio suplementado con 10% SFB (MSFB) no 

se observó muerte celular medida por reducción de MTT y retención de RN (Alaimo 

et al., 2011). Esto podría deberse, entre otros factores, a que la unión del metal a 

proteínas del plasma tales como albúmina, Tf y Ƚʹ-macroglobulina disminuya su 

concentración efectiva (Rabin et al., 1993). La Fig. 19 muestra imágenes de células 

C6 luego de 24 hs de exposición a Mn en MSFB o MLS donde pueden apreciarse los 

efectos descriptos. 

  

 

Figura 19. Toxicidad del Mn en células C6. Las células se incubaron con MnCl2 750 µM en 
MSFB o MLS durante 24 hs y se observaron en campo claro en un microscopio invertido de 
contraste de fases Nikon Eclipse TS100. Se observa la presencia de células apoptóticas con 
el característico burbujeo de la membrana plasmática para la exposición a Mn en MLS. Barra 
de escala: 50 ʅm.  

 

 

Para evaluar el daño citotóxico inducido por Mn en función del tiempo de 

exposición se emplearon dos ensayos de viabilidad: el de reducción de MTT y el de 
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retención de RN. Dado que el Mn afecta una amplia gama de funciones celulares, el 

uso de diferentes ensayos de citotoxicidad permite tomar como medida de 

viabilidad parámetros fisiológicos distintos. Mientras que el MTT determina la 

citotoxicidad de acuerdo al metabolismo celular, el RN lo hace en función de la 

integridad de la membrana lisosomal (Materiales y Métodos 2.2 y 2.3). Como se 

mencionó, la incubación con Mn durante 24 hs en MSFB no genera muerte celular; 

por lo tanto, los ensayos de citotoxicidad en función del tiempo se realizaron en MLS 

(Fig. 20).  

 

Figura 20. Efecto citotóxico del Mn. Las células se incubaron con MnCl2 750 µM en MLS 
durante 6, 12 o 24 hs y la viabilidad celular se midió mediante las técnicas de reducción de 
MTT (A) o retención de RN (B). Se consideró el control de cada tiempo como 100% y los 
datos se expresaron como porcentaje de dicho control (media ± SEM). ***p<0,001 con 
respecto al control de cada ensayo. Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de 
Newman- Keuls. 

 

Los resultados obtenidos mediante ambos ensayos mostraron una disminución 

significativa en la viabilidad celular a partir de las 12 hs de incubación con Mn (12 

hs: MTT: 20 ± 1 %, NR: 13 ± 2 %; 24 hs: MTT: 41 ± 1 %, NR: 42 ± 4 %; p<0,001). 

Sorprendentemente, la incubación durante 6 hs generó un aumento en la retención 

de RN (45 ± 4 %; p<0,001). Esto resultó interesante teniendo en cuenta el hecho de 

que luego de dicha exposición, no se observan diferencias en los ensayos de 

microscopía (resultados no mostrados) ni en la viabilidad medida por MTT.  
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Para obtener mayor información acerca del efecto producido por el Mn sobre la 

retención de RN, las células se incubaron con distintas concentraciones del metal y 

se midió la retención del colorante (Fig. 21). 

 

 

Figura 21. Retención de RN en función de la concentración de Mn. Las 
células se incubaron con distintas concentraciones de MnCl2 durante 6 hs en 
MLS y se midió la retención de RN. **p<0,01, ***p<0,001 vs. control. 
Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de Newman-Keuls. 

 

El Mn indujo un aumento en la retención del colorante entre 350- ͳʹͷͲ ɊM ȋ͵ͷͲ 
µM: 15 ± 4%, p<0,01; 500 µM: 65 ± 7%, 750 µM: 56 ± 7%, 1000 µM: 73 ± 7%, 1250 

µM; 38 ± 4, p<0,001). Para las concentraciones de Mn en el rango de 500- 1000 µM 

la retención del colorante fue mayor y no se observaron diferencias significativas 

entre los valores correspondientes. Estos resultados sugieren que el metal genera 

alteraciones celulares que llevan a un aumento en la retención del colorante 

en los lisosomas.  

 

1.3 Integridad de las vesículas ácidas 

1.3.1 Marcación con Lysotracker Red DND-99 

 

Con el fin de estudiar si el Mn induce alteraciones morfológicas en las vesículas 

ácidas (VAs), se empleó el colorante fluorescente Lysotracker Red DND-99. Este es 

un fluoróforo unido a una base débil que a pH neutro se encuentra parcialmente 
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protonada y es capaz de atravesar las membranas libremente. A pH ácido, la base se 

protona y queda retenida en la vesícula. Se evaluó la morfología de las VAs por 

microscopía de fluorescencia luego de 6 o 24 hs de exposición a Mn, tanto en MSFB 

como en MLS. La incubación con el metal indujo la formación de vesículas de mayor 

tamaño para todas las condiciones ensayadas, raramente observadas en las células 

control (Fig. 22A, flechas blancas).  

Como ya se mencionó, el contexto celular, así como las necesidades de 

degradación y el tipo de material a eliminar afectan el número y tamaño de los 

lisosomas. Si bien existe una gran variabilidad según el tipo celular, el tamaño suele 

estar entre 0,1– 1,2 µm y se han observado lisosomas de hasta varias micras en 

células con alta capacidad degradativa (como por ejemplo, macrófagos). Además, el 

número y/o tamaño pueden aumentar dramáticamente en distintas condiciones 

patológicas, entre ellas en un modelo de enfermedad de Hungtinton y en la 

enfermedad de Alzheimer (Kühnel, 2003; Saftig, 2006; Nixon et al., 2008; Heng et al., 

2010). Para obtener mayor información acerca del tamaño de las VAs en las células 

C6 y el efecto que tiene el Mn sobre el mismo, se tomaron fotografías y se calculó el 

diámetro utilizando el programa Image Tool (Fig. 22B). Se encontró que tanto en 

MSFB como en MLS el Mn genera vesículas de tamaño entre ~ 2-4 veces mayor que 

la media salvo para la condición 6hs en MSFB, en coincidencia con lo observado en 

la Fig. 22A. Para medir la relevancia de dicho evento en la población celular, se 

cuantificó el número de células que presentaban VAs hinchadas luego de la 

incubación con Mn (Fig. 22C).  
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Figura 22. Tamaño de las VAs. Las células se incubaron durante 6 o 24 hs con Mn en 
MSFB o MLS, se tiñeron con Lysotracker Red DND-99 (50nM, 30 min) y se visualizaron 
por microscopía de fluorescencia. A. Se muestran imágenes representativas de cada uno 
de los tratamientos. Las flechas blancas señalan VAs de tamaño aumentado. Barra de 
escala: 50 µm. B. Cuantificación del diámetro de las VAs en células control o expuestas 
a Mn empleando el programa Image Tool (n=52). C. Cuantificación del número de 
células presentando VAs hinchadas (n=1000). Las imágenes fueron adquiridas en un 
microscopio Nikon Eclipse E͸ͲͲ ȋɉex: 528- ͷͷ͵nm; ɉem: 600- 660nm). Estadístico: 
ANOVA de dos factores con contraste a posteriori de Bonferroni. **p<0,01, ***p<0,001 
con respecto a su control, #p<0,05 respecto a la incubación con Mn durante 6 hs.  

 

El Mn generó un aumento significativo en el número de células presentando VAs 

hinchadas en MLS luego de 6 y 24 hs (11 ± 3% y 16 ± 1%, respectivamente; p<0,001), 

con un efecto mayor para 24 hs de incubación (p<0,05). En el caso de la exposición 
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en MSFB (24 hs), se encontró un aumento en el diámetro de las VAs (Fig. 22B) pero 

no en la cantidad de células afectadas (Fig. 22C). Esto podría deberse a la diferencia 

de criterios asignados para la medición, en cada ensayo en particular.  

La incógnita que inmediatamente subyace al resultado anterior se refiere a si las 

VAs de mayor tamaño son el resultado de un aumento en el volumen o de una fusión 

de las mismas. Si bien no resulta concluyente, en numerosas ocasiones pudo 

observarse una aglomeración de VAs convergiendo hacia las de mayor tamaño, lo 

que lleva a suponer que, al menos en parte de los casos, podrían estar ocurriendo 

procesos de fusión de vesículas (Fig. 23).  

 

Figura 23. Distribución de VAs. Las células se incubaron durante 6 o 24 hs con Mn en 
MLS, se tiñeron con Lysotracker Red DND-99 (50nM, 30 min) y se visualizaron por 
microscopía de fluorescencia. Si bien en la mayoría de los casos las VAs de mayor tamaño 
se marcaron homogéneamente, frecuentemente se pudo observar una aglomeración de 
vesículas convergiendo en un área pequeña. Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio Nikon Eclipse E͸ͲͲ ȋɉex: 528- ͷͷ͵nm; ɉem: 600- 660nm). Los recuadros en la 
imagen delimitan el área ampliada. Ampliación: 2X.  Barra de escala: 25 µm.  
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1.3.2 Tinción con naranja de acridina 
 

La naranja de acridina es un colorante vital que tiñe el citoplasma y el núcleo de 

color verde y se acumula en las VAs confiriéndoles una coloración rojo brillante. La 

intensidad de fluorescencia roja es proporcional a la acidez y/ o al volumen total de 

las vesículas ácidas en cada célula (Canonico y Bird, 1969; Paglin et al., 2001). Jiang 

et al. (2009) han descripto un protocolo por el cual es posible monitorear la 

generación de VAs marcadas con naranja de acridina mediante citometría de flujo. 

Si bien los autores realizaron su trabajo en el contexto de la activación de la 

autofagia y la formación de autolisosomas (las vesículas ácidas que se ven 

incrementadas al activarse la vía), en nuestro modelo esto podría reflejar tanto la 

ocurrencia de autofagia como de posibles alteraciones lisosomales. Por lo tanto, 

empleamos esta técnica para extender los resultados obtenidos en la Fig. 22 y medir 

no sólo el aumento en el tamaño de las vesículas, sino también el incremento total 

en el volumen de VAs en la célula (incluyendo la generación de vesículas normales). 

Las células fueron expuestas a Mn durante 6 o 24 hs en MSFB o MLS, se tiñeron con 

naranja de acridina e inmediatamente se observaron por microscopía de 

fluorescencia (Fig. 24A) o se analizaron por citometría de flujo (Fig. 24B). En la Fig. 

24A se observa que la incubación con Mn en todas las condiciones ensayadas (MSFB 

y MLS, 6 y 24 hs) generó un aumento en la cantidad de vesículas marcadas y/o en la 

intensidad de coloración de las mismas. Además, la exposición durante 24 hs en MLS 

condujo a una marcación difusa de las VAs, lo que estaría relacionado con el daño a 

la membrana lisosomal y la liberación del colorante. Se observó también la 

formación de vacuolas de mayor tamaño (Flechas blancas, Fig. 24A) en 

correspondencia con lo observado mediante tinción con Lysotracker Red DND-99 

(Flechas blancas, Fig. 22A). Por otra parte, la privación de suero por si misma 

aumentó tanto la coloración de las vesículas como su número. 

Los datos obtenidos en los experimentos de citometría de flujo (Fig. 24B) 

muestran que el Mn (24 h de incubación) genera un incremento en la intensidad de 

fluorescencia media (IFM) de las células en el canal FL3-A, lo que indica mayor 

coloración roja de las células marcadas y un aumento en el volumen total de VAs. 

Este efecto puede observarse tanto en la incubación con Mn en MSFB (33 ± 10%, 
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p<0,05) como en MLS (15 ± 6%, p<0,05). La privación de suero por si misma generó 

un aumento en la IFM respecto al control con suero (111 ± 16%, p<0,001) 

sugiriendo que, en estas condiciones, las células podrían estar desencadenando 

procesos autofágicos, tal como ha sido reportado en otros trabajos (Mitchener et al., 

1976; Punnonen et al., 1992).  
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Figura 24. Tinción de VAs con naranja de acridina. Las células se incubaron durante 
6 o 24 hs con Mn en MSFB o MLS y luego se tiñeron con naranja de acridina (1µg/ml). 
A. Las VAs se observaron por microscopía de fluorescencia empleando un microscopio Nikon Eclipse E͸ͲͲ ȋɉex: 465- Ͷͻͷnm, ɉem: LP 515nm). Las flechas señalan vesículas de 
tamaño aumentado. Barra de escala: 50 Ɋm. B. Las células se analizaron por citometría 
de flujo ȋɉex: Ͷͺ  ͅnm, ɉem: >650 nm, canal FL3-A). Se cuantificaron 10.000 eventos (n=2). 
*p<0,05 con respecto al control. Estadístico: Prueba t de Student.  

 

En la Tabla 1 se resumen los resultados obtenidos en cuanto a las alteraciones 

detectadas en las VAs empleando diferentes metodologías. Si bien existen 

diferencias en las condiciones de incubación para las cuales cada colorante fue capaz 

de registrar cambios, los resultados indican que el Mn genera alteraciones 

celulares que conducen a un aumento en el tamaño y en el volumen de las VAs.  

 

 
 

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos. Se muestran los ensayos para los cuales el 
Mn generó un incremento en la medición del parámetro evaluado (✓) y para los que no se 
encontraron diferencias (X). La retención de RN luego de la exposición a Mn durante 24 hs 
en MSFB fue reportada por Alaimo et al. (2011).  

 

En general, la evidencia acumulada indica que los cambios detectados en las VAs 

pueden ser el producto de la activación de la autofagia normal así como de la 

ocurrencia de enfermedades que conducen a la disfunción lisosomal generando 

impedimentos en la degradación.  

La autofagia conduce a un estado de mayor actividad degradativa en la célula, 

para lo que se requiere la formación de autolisosomas y, como consecuencia, un 

aumento en el volumen total de organelas ácidas (Paglin et al., 2001; Jiang et al., 

2009). Estas VAs suelen tener tamaños de entre 0,5– 1,5 µm aunque en ciertos tipos 

celulares pueden alcanzar tamaños mayores (Mizushima et al., 2002). Por otra 
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parte, la presencia de vacuolas de gran tamaño es una característica típica de una 

variedad de desórdenes que se encuentran relacionados a la acumulación de 

productos de deshecho (Nixon et al., 2008).  

Se ha reportado que el aumento en el tamaño lisosomal incrementa la tensión y 

la susceptibilidad de su membrana y representa un riesgo para la estabilidad de 

estas vesículas (Ono et al., 2003). Teniendo en cuenta que el daño a los lisosomas 

conduce a la muerte celular, resultó relevante evaluar los procesos que podrían 

estar involucrados en la generación de VAs de mayor tamaño. 

 

1.4 Efecto de las ROS sobre el tamaño de las VAs 

 

El estrés oxidativo y el daño inducido por ROS juegan un rol destacado en la 

disfunción lisosomal dado que se encuentran relacionados con la PML, la inhibición 

de enzimas lisosomales y la generación de alteraciones en la vía autofágica. En 

particular, la desestabilización de la membrana lisosomal como consecuencia de una 

generación aumentada de ROS ocurre a través de una peroxidación masiva de los 

lípidos de membrana (Pivtoraiko et al., 2009). Se ha propuesto que la toxicidad del 

Mn esta mediada por ROS (Erikson et al., 2004; Zhang et al., 2004; Tamm et al., 2008; 

Yang et al., 2009; Xu et al., 2013; Fernsebner et al., 2014), y como ya se mencionó, 

esto ocurre también en nuestro modelo experimental (Alaimo et al., 2011).  

Evaluamos entonces si las alteraciones morfológicas inducidas por Mn en las VAs 

estaban mediadas por ROS, empleando los antioxidantes MLT y GSH. Las 

concentraciones se seleccionaron de acuerdo a trabajos previos de nuestro 

laboratorio que demostraron que dichos antioxidantes previenen la muerte celular 

inducida por la exposición a Mn durante 24 hs en MLS (Alaimo et al., 2011). Por lo 

tanto, las células se pre- incubaron 1 h con MLT 0,5 mM o GSH 1 mM, se expusieron 

a Mn (6 hs, MLS) y se tiñeron con Lysotracker Red DND-99 (Fig. 25).  
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Figura 25. Efecto de antioxidantes sobre la formación de VAs de tamaño 
aumentado. A. Las células se pre- incubaron durante 1 h con MLT 0,5 mM o GSH 1 mM, 
se expusieron a Mn durante 6 h en MLS, se tiñeron con Lysotracker Red DND-99 (50nM, 
30 min) y se visualizaron por microscopía de fluorescencia. Se muestran imágenes 
representativas de cada uno de los tratamientos adquiridas con un microscopio Olympus )X͹ͳ ȋɉex: 510- ͷ͵Ͳnm, ɉem: LP 590nm). Barra de escala: 25 µm. B.  Cuantificación del 
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porcentaje de células con VAs normales o hinchadas (250 células por tratamiento, n=2). 
Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de Newman- Keuls. **p<0,01, ***p<0,001 
con respecto a su control, ###p<0,001 respecto a la incubación con Mn durante 6 hs.  

 

La preincubación con antioxidantes logró prevenir totalmente el efecto del Mn 

sobre el aumento de tamaño de las VAs. Estos resultados demuestran que las 

alteraciones morfológicas, y muy probablemente funcionales, inducidas por el 

Mn sobre las VAs se encuentran mediadas por la generación de ROS. 

El aumento en el número y tamaño de las VAs generado por el Mn y el rol 

desempeñado por las ROS en las alteraciones morfológicas, podrían reflejar un daño 

al compartimento lisosomal. Por lo tanto, evaluamos si existía daño en los lisosomas 

luego de la exposición a Mn durante 24h en MLS.  

 

1.5 Daño a los lisosomas 

1.5.1 Permeabilización de la membrana lisosomal (PML) 

 

Niveles de expresión de CatD y su liberación al citosol 

El daño a la membrana de los lisosomas produce la liberación de catepsinas y 

otras hidrolasas desde el lumen lisosomal al citosol. La presencia ectópica de estas 

proteasas causa la digestión de proteínas vitales y la activación de caspasas, 

llevando a la muerte celular. Las principales catepsinas que han sido involucradas 

en este proceso son las aspartil- proteasa CatD y las cisteína- proteasas CatB y L 

(Boya y Kroemer, 2008; Aits y Jäättelä, 2013). 

En los resultados hasta aquí descriptos, se han observado alteraciones en las VAs 

que comienzan a tiempos cortos de exposición a Mn (6hs). Sin embargo, la muerte 

celular se detecta recién luego de 12 hs de exposición al metal en MLS (Fig. 20) o de 

48hs en MSFB (datos no mostrados). Por lo tanto, el daño a los lisosomas podría 

contribuir a la muerte celular en ambas condiciones.  

Cabe destacar que parte de las vesículas de tamaño aumentado generadas por el 

Mn son capaces de retener los colorantes empleados (RN, Lysotracker Red DND-99, 

naranja de acridina), lo que indica que aún mantienen el gradiente de pH con el 
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citosol. Incluso en estas condiciones, es probable que ocurra la liberación de 

catepsinas como han demostrado Bidère et al. (2003). De acuerdo a este trabajo, la 

translocación de los distintos dominios de catepsinas desde los lisosomas al citosol 

sería selectiva por tamaño, liberándose en mayor medida moléculas de 10 kDa, en 

menor extensión las de 40 kDa y quedando retenidas las correspondientes a pesos 

moleculares mayores a 70 kDa.  

Tomando en cuenta este conjunto de evidencias, decidimos evaluar la posible 

translocación de CatD de los lisosomas al citosol como un indicador de PML, 

considerando que otras catepsinas podrían estar sujetas al mismo proceso. 

Las células se expusieron a Mn durante 24 hs en MSFB o MLS, se marcaron con 

Lysotracker Red DND-99 y se realizó una inmunomarcación de CatD (Fig. 26). En 

las células control, tanto en MSFB como MLS, la inmunotinción de CatD exhibió una 

distribución puntillada consistente con su localización en vacuolas ácidas. En 

contraste, en las células expuestas a Mn, el patrón de marcación presentó una 

distribución mixta puntillada/difusa indicando que parte de la CatD fue translocada 

al citosol. Este evento fue más acentuado en MLS. Con respecto a la tinción con 

Lysotracker Red DND-99, el teñido granular es consistente con la presencia de un 

gradiente de pH citoplasma-lisosoma normal mientras parte del colorante puede ser 

observado también en el citoplasma en las células expuestas a Mn, principalmente 

en MLS.  
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Figura 26. Inmunocitoquímica de CatD. Las células fueron expuestas a Mn durante 24 hs 
en MSFB o MLS, marcadas con Lysotracker Red DND-99 y fijadas con PFA 4%. Luego se 
realizó una inmunocitoquímica para detectar CatD. Las imágenes fueron obtenidas en un 
microscopio confocal Olympus FV300 ȋCyʹ: ɉex: 488nm, ɉem: 510- 530nm; Lysotracker Red 
DND-ͻͻ: ɉex: ͷͶ͵ nm, ɉem: 585- 605nm). Barra de escala: 25 µm.  

 
 

La CatD se sintetiza en el RE rugoso como una pre-pro-CatD (Laurent-Matha et 

al., 2006).  Luego de la remoción del péptido señal, la pro- enzima inmadura de 52 
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kDa es enviada a vesículas como lisosomas y endosomas. Esta forma de la proteína 

se mantiene asociada a la membrana y es clivada por autoproteólisis de modo 

dependiente de la función degradativa en la región N-terminal para dar origen a un 

intermediario activo de 48 kDa, también asociado a membranas. Luego, un nuevo 

clivaje proteolítico probablemente mediado por las cisteína proteasas CatB y L, da 

como resultado la proteasa madura soluble que se compone de una cadena pesada 

de 34 kDa y una liviana de 14 kDa unidas por interacciones no- covalentes (Fig. 27) 

(Diment et al., 1988; Heinrich et al., 1999; Liaudet-Coopman et al., 2006; Benes et 

al., 2008). En el presente trabajo se empleó un anticuerpo que detecta la histidina 

75, la cual se encuentra en la porción de la proteína de 14 kDa, y por lo tanto, sería 

capaz de marcar la pro- enzima inmadura, el intermediario activo y una de las 

formas maduras.  

 

 

 
Figura 27. Maduración de CatD. La proteína se sintetiza como una pro- enzima inmadura 
de 52 kDa. La autoproteólisis en el extremo N- terminal da como resultado una proteína de 
cadena única, activa, de 48 kDa. Este intermediario es nuevamente clivado generando 
cadenas de 34 y 14 kDa que forman un heterodímero mediante interacciones no- 
covalentes. Se señalan los Aspartatos (Asp) críticos, presentes en el sitio activo (Liaudet-
Coopman et al., 2006; Benes et al., 2008). 

 

 

Para confirmar los resultados obtenidos mediante inmunocitoquímica, se 

estudiaron los niveles de expresión de CatD (Fig. 28A) y se evaluó su liberación 

desde los lisosomas al citosol mediante western blot (Fig. 28B). La pro- enzima 

inmadura (52 kDa) y el intermediario activo (48 kDa), pero no la forma madura (14 

kDa) lograron ser detectadas en el inmunoblot.  
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La exposición a Mn ocasionó un aumento en los niveles de expresión de la pro- 

enzima inmadura en MSFB y en MLS con un efecto más pronunciado en MLS (60 ± 

10 % y 210 ± 24 %, respectivamente)(p<0,001). Además, se midió un incremento en 

la expresión del intermediario activo en MLS (58 ± 2%) (Fig. 28A).  

La reducción observada en los niveles de expresión de ambas formas de la 

proteína en condiciones de privación de suero no resultó significativa (52 kDa: 30 ± 

14%; 48 kDa: 17 ± 18%).  

 

 

Figura 28. Niveles de expresión y localización subcelular de la CatD. Las células se 
incubaron con Mn durante 24 hs en MSFB o MLS. A. Niveles de expresión en la fracción 
total. B. Niveles de expresión en las fracciones enriquecidas en lisosomas (L) y citosol 
(C). Las proteínas fueron resueltas por medio de un gel 10% y transferidas a una 
membrana de nitrocelulosa. Se midieron los niveles de CatD y de Ⱦ- Actina como control 
de carga. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. el respectivo control, ###p<0,001 con 
respecto al Mn en MSFB. Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de Newman- 
Keuls. 

 
 

Mediante fraccionamiento subcelular, se demostró que la exposición a Mn en MLS 

indujo un aumento de la forma de 52 kDa de la CatD en el citosol (Fig. 28B), avalando 

la observación realizada por inmunocitoquímica, que sugiere que la CatD se libera 
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de los lisosomas (Fig. 26). En cambio, no se observaron diferencias debidas a la 

exposición al metal en MSFB. Este resultado no permite descartar que las formas de 

menor peso molecular (34 y 14 kDa) puedan translocar al citosol por la exposición 

a Mn en MSFB. 

La liberación de CatD al citosol indica que el Mn induce PML en los 

lisosomas y sugiere que la funcionalidad de esta organela se halla 

comprometida.  

Como ya se mencionó, los niveles de la CatD dependen tanto de la síntesis de novo 

como de su procesamiento en organelas degradativas funcionales. Los lisosomas 

generan y mantienen el pH ácido mediante la actividad de la v- ATPasa (Mindell, 

2012), la cual puede ser inhibida por el antibiótico macrólido Bafilomicina A1 

(BafA1) conduciendo a la pérdida de función de esta organela (Bowman et al., 1988; 

Yoshimori et al., 1991). Con el fin de clarificar si el aumento en la expresión 

observado en las proformas de la CatD se encuentra relacionado con un bloqueo en 

su procesamiento, se realizaron experimentos empleando BafA1. Si los lisosomas no 

son funcionales, la pérdida en el gradiente de pH no tiene un efecto adicional sobre 

los niveles de la proteína inmadura. En cambio, si la CatD estaba siendo procesada, 

la inhibición en dicho evento genera una acumulación de las proformas. En la Fig. 

29A se muestra un esquema a modo de ejemplo.  
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Figura 29. Procesamiento de la CatD. A. Se esquematiza un inmunoblot donde se emplea BafA1 
para inhibir la degradación lisosomal. Si el compuesto evaluado genera un aumento en los niveles 
de expresión de la proteína (calle 2) y este efecto es debido a un impedimento en la degradación 
lisosomal, la incubación con BafA1 no tiene efecto adicional (calle 4). B. Las células se incubaron 
con BafA1 100 nM durante 2 hs en MLS, se tiñeron con Lysotracker Red DND-99 y se observaron 
en un microscopio Olympus IX71 ȋɉex: 510- ͷ͵Ͳnm, ɉem: LP 590nm). Barra de escala: ͷͲ ɊM. C. Las 
células se incubaron con Mn durante 24 hs en MLS y 2 hs antes de la finalización del tratamiento 
se agregó BafA1 100 nM. Las proteínas fueron resueltas por medio de un gel 12% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Se midieron los niveles de CatD y de Ⱦ- Actina como control de 
carga.  *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 con respecto al control, #p<0,05 con respecto al Mn. 
Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de Newman- Keuls. 

 

 

Para evaluar si la incubación durante 2 hs con BafA1 100 nM es suficiente para 

inhibir la acidificación lisosomal, las células se tiñeron con Lysotracker Red DND-99 

y se observaron por microscopía de fluorescencia (Fig. 29B). Mediante el protocolo 

empleado se previno la marcación de las VAs con el colorante, lo que indica un 

aumento en el pH de las mismas. Por lo tanto, en los ensayos subsiguientes se 

empleó BafA1 100 nM durante 2 hs. 

La incubación con BafA1 de las células expuestas a Mn condujo a un aumento en 

los niveles de expresión de las formas de 52 y 48 kDa con respecto a las células 

incubadas sólo con Mn (Fig. 29C). Este resultado indica que los lisosomas 

mantienen la capacidad de procesar proteínas y concuerda con los datos obtenidos 
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por inmunocitoquímica (Fig. 26), donde se observó que parte de las vacuolas 

mantienen el pH ácido y contienen CatD. Por lo tanto, el aumento en los niveles de 

expresión de esta proteasa medidos en la Figs. 28 y 29 serían consecuencia de la 

síntesis de novo de la proteína. De todos modos, mediante este ensayo no puede 

descartarse que el procesamiento de la misma se encuentre afectado de manera 

parcial. 

 

Localización nuclear de CatD 

 

Además de la localización lisosomal de la CatD y su liberación como consecuencia 

de la exposición a Mn, en la Fig. 26 se observó una aparente localización nuclear de 

la proteína. En este punto, es importante mencionar que durante el desarrollo de 

esta Tesis hemos encontrado varios trabajos que documentan mediante 

microscopía la localización nuclear de la CatD. Sin embargo, en esos casos los 

autores no hacen referencia a esta observación. Por esta causa decidimos evaluar 

dicha localización empleando una técnica alternativa. Para ello, se realizó una 

inmunomarcación de la CatD en conjunto con una tinción del ADN con ioduro de 

propidio para comprobar si efectivamente esta proteasa se encontraba en el núcleo 

(Fig. 30).  

 

 
Figura 30. Localización nuclear de la CatD. Las células fueron incubadas con Mn 
durante 24 hs en MSFB o MLS y fijadas con PFA 4%. Se realizó una inmunocitoquímica 
para detectar CatD. Para obtener tinción específica del ADN, el ARN se degradó 
incubando las células con RNasaA y las células se marcaron con ioduro de propidio (1,5 
µM, 30 min). Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio confocal Olympus 
FV300 ȋCyʹ: ɉex: Ͷͺͺnm, ɉem: 510- ͷ͵Ͳnm; )oduro de propidio: ɉex: ͷͶ͵ nm, ɉem: 585- 
605nm). Barra de escala: 25 µm.  
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El análisis de las imágenes obtenidas por microscopía confocal reveló que la CatD 

co- localiza con el ADN nuclear y en particular con el nucleolar. Para cuantificar la 

co- localización se calculó el índice de superposición de Manders (R) que mide en 

una escala de 0 a 1 la superposición de píxeles entre los dos canales (rojo y verde). 

De este modo, un coeficiente de correlación igual a 1 representa 100% de co- 

localización, mientras que uno cercano a 0 implica baja correlación (Manders et al., 

1993). La localización nuclear de la CatD aumentó un 26 ± 16% por exposición a Mn 

en MLS, mientras que no se observaron cambios con respecto al control en MSFB. 

Por otra parte, la privación de suero disminuyó la co- localización un 40 ± 12%. Estos 

resultados señalan la necesidad de realizar experimentos adicionales tendientes a 

confirmar la localización nuclear de esta catepsina y el significado funcional de la 

misma. 
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Capítulo 2 
 

Rol de los lisosomas en la muerte celular 
 

 

 



Resultados 

 
119 

2.1 Rol de las catepsinas en la toxicidad del Mn 

 

Se ha demostrado que la CatD (Deiss et al., 1996; Kågedal et al., 2001; Roberg, 

2001; Bidère et al., 2003; Conus et al., 2008; Appelqvist et al., 2012) y la CatB 

(Guicciardi et al., 2000; Fehrenbacher et al., 2004; Nagaraj et al., 2006; Garnett et al., 

2007; Bhoopathi et al., 2010) actúan como factores inductores de muerte en 

distintos modelos de apoptosis.  

Para determinar, en nuestro modelo, si estas catepsinas se encuentran 

involucradas en la muerte celular, las células se pre- incubaron con los inhibidores 

de CatD (pepstatina A, 1 o 10 ʅM) (Fig. 31A) y de CatB (Ca-074 Me, 0,5 o 1ʅM) (Fig. 

31B) y se expusieron a Mn durante 24 hs. La viabilidad se midió por el ensayo de 

reducción de MTT.  

 
Figura 31. Rol de las CatD y B en la muerte celular inducida por Mn. Las células fueron 
pre-incubadas durante 1h con Pepstatina A (PepA) 1 o 10 ɊM (A) o Ca-Ͳ͹Ͷ Me Ͳ,ͷ o ͳ ɊM (B) 
y luego expuestas a Mn en MLS durante 24 hs. La viabilidad se midió por medio del ensayo de 
reducción de MTT. **p<0,01, ***p<0,001 con respecto al control. ###p<0,001 con respecto al 
tratamiento con Mn.  Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de Newman-Keuls.   

 

La inhibición de las CatD y B empleando Pepstatina A (PepA) 10 ɊM y Ca-074 Me 

1 ɊM previno totalmente la muerte celular inducida por Mn. Estos resultados indican 

que el daño lisosomal en general, y la actividad de estas proteasas en 
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particular, representan eventos fundamentales en el proceso de muerte 

celular. 

El hallazgo de que la inhibición de la vía de muerte lisosomal previene 

completamente la citotoxicidad inducida por Mn nos permite descartar el modelo 

propuesto por Baumgartner et al. (2007), donde la mitocondria genera una señal 

apoptótica en paralelo a los lisosomas (Fig. 18B). En ese caso, la inhibición de la vía 

lisosomal no hubiera tenido efecto sobre la activación de la vía mitocondrial, y por 

lo tanto se hubiera observado una prevención parcial de la muerte celular.    

Existen evidencias que demuestran que las catepsinas, una vez liberadas al 

citosol, actúan como mediadores de la vía de muerte lisosomal. Sin embargo, estas 

podrían además jugar un rol en el inicio de la PML. Aits y Jäättelä (2013) han 

propuesto que, ante un estímulo de estrés, la CatB puede actuar en la degradación 

intralisosomal de las proteínas de la cara interna de la membrana altamente 

glicosiladas que forman el glicocalix protector.  

Para evaluar si las catepsinas están involucradas en el daño a los lisosomas, se 

midió el efecto de su inhibición sobre la retención de RN. Las células se pre- 

incubaron con PepA o Ca-074 Me, se expusieron a Mn durante 6hs y se realizó un 

ensayo de retención de RN (Fig. 32).  

 

Figura 32. Efecto de la inhibición de las CatD y B sobre el aumento en la 
retención de RN. Las células fueron pre-incubadas durante 1h con PepA 10 ɊM o Ca-Ͳ͹Ͷ Me ͳ ɊM, luego se expusieron a Mn durante 6 hs y se midió la 
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retención de RN. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 respecto al control. 
Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de Newman-Keuls. 

 

El ensayo realizado demostró que la inhibición de las CatD y B induce un aumento 

en la retención del RN. Los resultados concuerdan con los observados por tinción 

con Lysotracker Red DND-99, donde se encontró un aumento generalizado en el 

tamaño de las VAs (resultados no mostrados). Este efecto puede estar relacionado 

con las deficiencias en la proteólisis, producto de la inhibición de la actividad de las 

proteasas, evento que conduciría a una acumulación de material en las vacuolas. Por 

otra parte, la inhibición de las catepsinas no presentó efecto sobre el aumento en la 

retención de RN inducido por Mn. Sin embargo, es importante notar que en la Fig. 

21, no se observaron variaciones en la retención de RN al aumentar la concentración 

de Mn en el rango 500-1000 µM. Esto sugiere que posiblemente el sistema llegue a 

un punto de saturación a partir del cual no posee la capacidad de retener niveles 

adicionales de colorante. 

 

2.2 Efecto de la BafA1 sobre la toxicidad del Mn 

 

Se ha reportado que la BafA1 posee efectos diferenciales, dependientes de su 

concentración. Mientras que en altas concentraciones este compuesto inhibe la v-

ATPasa, promueve la acumulación de vacuolas autofágicas y dispara la apoptosis en 

distintos tipos celulares (Nishihara et al., 1995; Kinoshita et al., 1996; Ohta et al., 

1998; Nakashima et al., 2003; Xu et al., 2003), a concentraciones menores a las 

reportadas para inhibir a la v-ATPasa es neuroprotectora frente a estímulos que 

perturban la función autofágica- lisosomal (Shacka et al., 2006a, b; Pivtoraiko et al., 

2010).  

Por estos motivos y dado que en nuestros estudios se requería del empleo de 

BafA1 para determinadas estrategias experimentales, se decidió evaluar el efecto de 

BafA1 sobre la muerte inducida por Mn así como la posible toxicidad generada por 

incubación con este inhibidor durante 25 hs. 
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Las células se pre- incubaron con BafA1 0,01 nM– 100 nM durante 1 h y luego se 

agregó Mn durante 24 hs. La viabilidad celular se midió mediante el ensayo de 

reducción de MTT (Fig. 33A).  

 

 
Figura 33. Efecto de la BafA1. A. Las células se pre- incubaron con distintas 
concentraciones de BafA1 durante 1 h en MLS, se expusieron a Mn durante 24 hs y se midió 
la reducción de MTT. B. Las células se pre- incubaron durante 1 h con BafA1 0,1 nM en MLS, 
se agregó Mn durante 6 hs y se midió la retención de RN. C. Las células se incubaron 
durante 2 o 6 hs con BafA1 100 nM en MLS y se midió la retención de RN.  ***p<0,001 vs. 
Control; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 vs. Mn. Estadístico: ANOVA de un factor con 
contrastes de Newman-Keuls.  

 

En ausencia de Mn, la incubación durante 25 hs con concentraciones de BafA1 

mayores a 10 nM induce muerte, tal como ha sido reportado en diversos tipos 

celulares (Xu et al., 2003; Shacka et al., 2006b; Pivtoraiko et al., 2010). 
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Por otra parte, la BafA1 a concentraciones en el rango 0,01- 0,5 nM logró prevenir 

parcialmente la muerte celular inducida por Mn (0,01 nM: 13 ± 3%, p<0,01; 0,1 nM: 

19 ± 4%, p<0,001; 0,5 nM: 15 ± 5%, p<0,01). Las mismas son 4 y 3 órdenes de 

magnitud menores que las habitualmente empleadas para inhibir la v-ATPasa (100 

nM). Sorprendentemente, la muerte celular inducida por BafA1 para 

concentraciones entre 10- 100 nM resultó menor en presencia de Mn. En este 

sentido, es posible que las alteraciones en la vía autofágica- lisosomal generadas por 

el metal interfieran de alguna manera con la acción de la BafA1. 

A continuación, se evaluó si además de su rol protector frente a la citotoxicidad 

del Mn, la incubación con una concentración baja de BafA1 (0,1 nM) tenía efecto 

sobre el aumento en la retención de RN inducido por 6 hs de exposición a Mn (Fig. 

33B). Efectivamente, la incubación con BafA1 previno el incremento en la retención 

del colorante, lo que sugiere que el inhibidor actúa a nivel de mecanismos que 

conducen al aumento en el volumen total de VAs, como podría ser la autofagia.  

Por otra parte, teniendo en cuenta que el RN es una base débil que se acumula en 

las VAs por un mecanismo dependiente del pH ácido, el hecho de que la BafA1 0,1 

nM por sí misma no genere cambios en la retención del colorante con respecto al 

control, sugiere que los efectos del inhibidor sobre la muerte celular inducida por 

exposición a Mn (Fig. 33A) no se deberían a la alcalinización de los lisosomas.  

 Se realizó entonces un ensayo empleando BafA1 100 nM durante 2 o 6 hs para 

corroborar que la retención de RN se ve afectada por la alcalinización de los 

lisosomas. Se observó una gran disminución en la retención del colorante (2 hs: 77 

± 2%; 6 hs: 67 ± 3%; p<0,001) (Fig. 33C). En estas condiciones, no se detectó muerte 

celular por reducción de MTT (resultados no mostrados). 

En conclusión, la BafA1 0,1 nM estaría previniendo la citotoxicidad inducida 

por Mn y el aumento en la retención de RN inducida por el metal sin generar 

cambios en el pH de las VAs. Por lo tanto, este inhibidor podría tener una función 

protectora frente a la toxicidad del Mn como la reportada por Shacka et al. (2006a, 

2006b) y Pivtoraiko et al. (2010) en respuesta a estímulos que perturban la función 

autofágica- lisosomal. En base a estos resultados se decidió incluir el estudio del 
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efecto de BafA1 0,1 nM sobre las vías de muerte celular apoptótica que tienen lugar 

rio abajo de los lisosomas. 

 

2.3 PML en la apoptosis 

 

Como se esquematizó en la Fig. 18, existen modelos de señalización donde se ha 

descripto que la PML activa la muerte celular señalizando río arriba (Fig. 18A) o 

bien en paralelo (Fig. 18B) a la mitocondria. Como ya se discutió, los resultados 

obtenidos en la Fig. 31, permitieron descartar el segundo modelo. En consecuencia, 

llevamos a cabo estudios tendientes a dilucidar la participación de los lisosomas en 

los mecanismos moleculares de muerte celular que tienen lugar rio abajo de estas 

organelas. 

Alaimo et al. (2011) han descripto que la exposición a Mn en MLS durante 24 hs 

induce muerte celular apoptótica mediada por ROS activando tanto las vías 

extrínseca como intrínseca. En particular, se ha demostrado que la muerte es 

completamente dependiente de caspasas. En este modelo, el Mn conduce a un 

aumento en la activación de la caspasa-8, niveles de FasL y clivaje de Bid (vía 

extrínseca), así como a la translocación de Bax a la mitocondria, clivaje de Bcl-2, 

pérdida del Δφm, translocación del citocromo c al citosol y activación de la caspasa 

-9 (vía intrínseca). Además, se encuentran activadas las caspasas -3/-7, se genera el 

clivaje de PARP-1 y se condensa y fragmenta la cromatina (ejecución de la muerte).  

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y considerando que la exposición a Mn 

durante 24 hs en MSFB no induce muerte celular, los experimentos relacionados a 

la señalización apoptótica fueron realizados en MLS. 

 

 

 

 

2.3.1 Rol de los lisosomas sobre la activación de la vía extrínseca 
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Caspasa-8 

La caspasa-8 se sintetiza como un zimógeno inactivo de 55/53 kDa que, ante un 

estímulo apoptótico, es procesado para dar lugar a dos fragmentos intermedios de 

43/41 kDa y 12 kDa. El fragmento pequeño es rápidamente clivado originando una 

forma potencialmente activa de 10 kDa. A su vez, los fragmentos p43/p41 sufren un 

clivaje adicional generando un fragmento p18. El heterodímero activo está formado 

por dos subunidades p10 y dos p18 (Lavrik et al., 2003). 

El análisis del efecto del inhibidor de CatD y BafA1 sobre los niveles de expresión 

de la caspasa-8 mostró que tanto BafA1 como PepA1 lograron prevenir 

parcialmente el clivaje de la forma de 53 kDa (Pep: 34 ± 21%, p<0,01; Baf: 38 ± 3%, 

p<0,001), y no tuvieron efecto sobre la correspondiente a 55 kDa. Asimismo, los 

inhibidores previnieron la aparición de los clivados intermedios p43/p41 (En forma 

parcial: Pep: p43: 43 ± 5%, p<0,001; p41: 31± 11%, p<0,01; en forma total: Baf)(Fig. 

34). 
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Figura 34. Activación de la caspasa-8. Las células fueron pre- incubadas durante 1 h con PepA ͳͲ ɊM o BafAͳ Ͳ,ͳ nM y luego expuestas a Mn durante ʹͶ hs. Se detectaron 
las formas de caspasa-8 p55/p53 y p43/p41. Las membranas se reprobaron con un 
anticuerpo anti- Ⱦ-Actina como control de carga. **p<0,01, ***p<0,001 vs. control. 
##p<0,01, ###p<0,001 con respecto al Mn. Estadístico: ANOVA de un factor con 
contrastes de Neuman-Keuls. 

 

Los resultados obtenidos indican que la activación de la vía lisosomal, juega 

un rol en el clivaje de la caspasa-8. El hecho de que los inhibidores no ejerzan 

ningún efecto sobre el procesamiento de la isoforma de 55 kDa y que la prevención 

en el clivaje de la forma de 53 kDa así como la disminución en la aparición de las 

formas clivadas, no sea total, es coherente con la activación de la caspasa-8 en el 

DISC y subsecuente amplificación de la señal iniciada en el receptor por parte de la 

PML.  

Es interesante mencionar que en nuestro laboratorio se ha encontrado que 

fracciones enriquecidas en mitocondrias poseerían sólo la proforma de 53 kDa de la 

caspasa-8 y la exposición a Mn genera su clivaje y la aparición de un fragmento 

intermedio p43/p41 en esta fracción (Alaimo, 2012). Por lo tanto, es posible que de 

existir un paso de amplificación en el clivaje de caspasa-8 mediado por la PML, éste 

involucre a la mitocondria.   

 

Participación de FasL 

En nuestro laboratorio hemos demostrado que la activación de la vía de 

señalización mediada por el receptor Fas es esencial para la apoptosis inducida por 

Mn en células C6 (Alaimo, 2012). En este sentido, la inhibición de esta vía por parte 

de una proteína quimera que secuestra al ligando FasL, previno completamente la 

citotoxicidad del metal. Además, se ha demostrado que el Mn aumenta los niveles de 

expresión de FasL (Alaimo et al., 2011). El incremento en la expresión de esta 

proteína, llevaría a la activación del receptor de Fas, formación del complejo DISC y 

activación en el mismo, de la caspasa-8.  

Nos propusimos entonces analizar el efecto de la pre- incubación con BafA1, PepA 

y Ca-074 Me sobre los niveles de FasL (Fig. 35).  



Resultados 

 
127 

 

Figura 35. Niveles de expresión de FasL. Las células fueron pre-incubadas con PepA 10 ɊM, BafAͳ Ͳ,ͳ nM (A), o Ca-Ͳ͹Ͷ Me ͳ ɊM (B) durante 1 h y luego expuestas a Mn durante 
24 hs. El inmunoblot fue revelado con un anticuerpo anti- FasL y la membrana fue 
reprobada con anticuerpos anti- Ⱦ-Actina como control de carga. *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 vs. control. #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 con respecto al Mn. Estadístico: 
ANOVA de un factor con contrastes de Neuman-Keuls. 

 

El aumento en los niveles de expresión de FasL generado por la incubación con 

Mn pudo ser completamente prevenido por BafA1 y Ca-074 Me, mientras que PepA 

indujo una prevención parcial (50 ± 20%, p<0,01). 

Estos resultados sugieren que posiblemente la vía lisosomal se encuentra 

río arriba de un aumento en la transcripción de FasL, el cual generaría un 

feedback positivo que conduce a una mayor activación del receptor Fas.   

 

2.3.2 Rol de los lisosomas sobre la activación de la vía intrínseca 

 

Pérdida del Δφm y liberación de citrocromo c 

Dependiendo de cuál sea el estímulo de muerte, de la magnitud de la PML y de la 

cantidad y tipo de catepsinas liberadas al citosol, el daño a la membrana lisosomal 



Resultados 

 
128 

puede conducir a la activación de caspasas y calpaínas y/o a la inducción de la vía 

apoptótica mitocondrial. En el último caso, es probable que al menos las 

mitocondrias ubicadas en el espacio perinuclear, próximas a los lisosomas, se vean 

comprometidas y ocurra la disipación del Δφm (Boya y Kroemer, 2008). 

El citocromo c es una proteína que se encuentra normalmente unida a 

cardiolipina en la membrana interna de la mitocondria y participa en la cadena de 

transporte de electrones. Sin embargo, un gran número de estímulos apoptóticos, 

entre ellos el estrés oxidativo, inducen su liberación de la cardiolipina y  también la 

MOMP. De esta manera, se promueve su translocación al citosol donde media la 

activación alostérica de APAF-1, que es requerido para la maduración proteolítica y 

activación de la caspasa -9 (Liu et al., 1996; Garrido et al., 2006).  

Para evaluar si en nuestro modelo, la PML es responsable de la pérdida del Δφm 
y de la liberación de citocromo c que se induce por exposición a Mn durante 24 hs 

(Alaimo et al., 2011), las células se pre- incubaron durante 1 h con PepA, Ca-074 Me 

o BafA1 y se expusieron a Mn. Las mitocondrias se marcaron con el colorante 

fluorescente Mitotracker Red CMXRos (una sonda que difunde a través de la 

membrana plasmática y se acumula en las mitocondrias que mantienen el ΔφmȌ y 
se realizó una inmunomarcación de citocromo c (Fig. 36). 

Las células expuestas a Mn mostraron una retracción de las redes mitocondriales 

hacia el espacio perinuclear con fragmentación de las mismas y, en ciertos casos, un 

patrón de tinción con Mitotracker Red CMXRos correspondiente a la disipación de Δφm. Además, en estas condiciones, las células presentaron mayor marcación de 

citocromo c en el citosol con respecto al control. Los inhibidores empleados 

previnieron notablemente la pérdida del Δφm, la fragmentación de las redes 

mitocondriales y la liberación de citocromo c (Fig. 36A). 

Para calcular el grado en que los inhibidores de la vía lisosomal previnieron el 

daño mitocondrial, se realizó una cuantificación del número de células exhibiendo 

pérdida del Δφm con respecto a las normales, para cada tratamiento. El Mn generó  

una pérdida del Δφm en un 67 ± 14% (p<0,001) de las células. Este daño 
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mitocondrial fue prevenido parcialmente empleando los inhibidores PepA (30 ± 

4%), Ca-074 Me (19 ± 7%) y BafA1 (43 ± 3%)(Fig. 36B). 

Además, con la finalidad de obtener un dato cuantitativo de la co- localización del 

citocromo c con la mitocondria marcada con Mitotracker Red CMXRos se empleó el 

coeficiente de Manders (R). El Mn indujo una disminución en R del 20 ± 6% 

(p<0,001) con respecto al control, indicando un aumento en la liberación del 

citocromo c en estas condiciones. Ca-074 Me previno completamente la disminución 

en la co- localización, mientras que empleando PepA y BafA1 se logró una protección 

de 8 ± 4% (p<0,05) y 13 ± 5% (p<0,01), respectivamente (Fig. 36C).  

Estos resultados indican que la PML y la consecuente liberación de 

catepsinas representan un evento temprano en la toxicidad del Mn y juegan 

un rol en el daño a la mitocondria, la pérdida del Δφm y la liberación de 

citocromo c.   
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Figura 36. Disipación del Δφm y liberación de citocromo c de la mitocondria. Las 
células fueron pre-incubadas durante ͳ h con PepA ͳͲ ɊM, Ca-Ͳ͹Ͷ Me ͳ ɊM o BafAͳ Ͳ,ͳ 
nM, expuestas a Mn durante 24 hs y teñidas con Mitotracker Red CMXRos (75 nM, 30 
min). Luego, se fijaron con PFA 4% y se realizó una inmunomarcación para detectar 
citocromo c (verde). A. Se muestran imágenes representativas de cada tratamiento, 
adquiridas empleando un microscopio confocal Olympus FV300 (Cy2: ʄex: 488nm, ʄem: 
510- 530nm; Mitotracker Red CMXRos: ʄex: 543 nm, ʄem: 585- 605nm). B. Se cuantificó 
el porcentaje de células que mantuvieron el Δφm normal o que presentaron pérdida del 
mismo. Se contaron 250 células por tratamiento (n=3). C. El gráfico muestra el 
coeficiente de superposición R de Manders. Se cuantificaron 25 células por tratamiento 
(n=2). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. control. #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 vs. Mn. 
Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de Newman- Keuls.  

 

 

Clivaje de Bid 

Bid es una proteína pro- apoptótica normalmente presente en el citosol en estado 

inactivo. Sin embargo, ante un estímulo apoptótico, puede ser clivada por la caspasa-
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8 activada en los receptores de muerte o en la mitocondria, generando un fragmento 

truncado (tBid) que contribuye a la liberación del citocromo c de la mitocondria. De 

este modo, Bid funciona como un nexo entre las vías de muerte extrínseca e 

intrínseca (Luo et al., 1998; Schug et al., 2011). Esta proteína es además capaz de 

interactuar e inhibir a los miembros anti- apoptóticos más importantes de la familia 

Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-w, Mcl-1, Bfl-1 y Bcl-XL) (Certo et al., 2006) así como de colaborar 

con la activación de los pro- apoptóticos Bak y Bax (siendo el primero el de mayor 

preferencia) (Sarosiek et al., 2013). Se ha encontrado que Bid puede ser también 

clivada por extractos lisosomales (Stoka et al., 2001), y entre otras, por las CatB y D 

(Blomgran et al., 2007; Boya y Kroemer, 2008; Appelqvist et al., 2012). En nuestro 

modelo ocurre el clivaje de Bid (Alaimo et al., 2011) y los inhibidores de catepsinas 

así como BafA1 previenen en parte la pérdida del Δφm (Fig. 36). Por esta causa 

decidimos evaluar si las CatB y D, así como los procesos inhibibles por BafA1, son 

responsables del clivaje de Bid. Las células se pre- incubaron durante 1 h con PepA, 

Ca-074 Me o BafA1, se expusieron a Mn durante 24 hs y se evaluó la generación del 

fragmento tBid (Fig. 37). 

 

Figura 37. Clivaje de Bid. Las células fueron pre- incubadas durante 1 h con PepA 10 ɊM, Ca-Ͳ͹Ͷ Me ͳ ɊM o BafAͳ Ͳ,ͳ nM y luego expuestas a Mn durante ʹͶ hs. Se 
detectaron los niveles de Bid (21kDa) y tBid (15kDa) empleando un anticuerpo 
específico. Las membranas se reprobaron con un anticuerpo anti- Ⱦ-actina como 
control de carga.  

 

Los inhibidores empleados lograron prevenir totalmente el clivaje de Bid 

inducido por Mn, sugiriendo que la CatD y la CatB son enzimas indispensables 

para el procesamiento de Bid.   
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Activación de la caspasa -9 

Por último, se estudió el efecto de los inhibidores de la vía lisosomal sobre la 

activación de la caspasa-9. Esta proteína se sintetiza como una pro- enzima de 47 

kDa y es clivada para generar el heterodímero p35/ p12. El fragmento pequeño 

puede ser reconocido y clivado por la caspasa-3 dando lugar a una forma p10, que 

no es reconocida por el inhibidor de caspasas XIAP (Zou et al., 2003). Con el objeto 

de analizar el rol de las catepsinas en este paso de la vía apoptótica, las células se 

pre- incubaron durante 1 h con PepA 10 ɊM, Ca-074 Me 1 ɊM o BafA1 0,1 nM, se 

expusieron a Mn durante 24 hs y se realizó un inmunoblot para medir los niveles de 

expresión de la caspasa-9 (Fig. 38). 

  

 

Figura 38. Activación de la caspasa-9. Las células fueron pre- incubadas durante 1 h con PepA ͳͲ ɊM, Ca-Ͳ͹Ͷ Me ͳ ɊM o BafAͳ Ͳ,ͳ nM y luego expuestas a Mn durante ʹͶ 
hs. El fragmento de 10 kDa se detectó empleando un anticuerpo específico. Las 
membranas se reprobaron con un anticuerpo anti- Ⱦ-actina como control de carga.  

 

El Mn generó un incremento en los niveles de expresión de los fragmentos 

p12/p10. La formación de dichos productos de clivaje fue prevenida parcialmente 

por los inhibidores PepA y BafA1. Por otra parte, Ca-074 Me disminuyó los niveles 

de la subunidad p12 con respecto al tratamiento con Mn, pero generó por sí misma 

un aumento en la forma p10. Estos resultados avalan los obtenidos en los 

experimentos de la Fig. 36. Es decir, PepA y BafA1 previenen parcialmente los 

eventos involucrados en la vía apoptótica mitocondrial. 
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2.3.3 Rol de los lisosomas sobre la activación de las caspasas efectoras 

 

Las caspasas efectoras (entre ellas la -3 y la -7) son típicamente procesadas y 

activadas por caspasas iniciadoras relacionadas tanto a la vía extrínseca como a la 

intrínseca y juegan un rol en la ejecución de los pasos finales de la apoptosis por 

medio del clivaje de una amplia variedad de sustratos celulares (Riedl y Shi, 2004).   

La caspasa-3 se sintetiza como una pro-enzima inmadura y, ante un estímulo 

apoptótico, sufre un procesamiento proteolítico para generar dos heterodímeros 

p12/p17 que se asocian para formar un tetrámero catalíticamente activo (Rotonda 

et al., 1996).  

Para evaluar si el efecto de los inhibidores de la vía lisosomal sobre la activación 

de las vías extrínseca e intrínseca de muerte, se refleja en una menor actividad de 

las caspasas efectoras, se evaluaron los niveles del fragmento clivado largo de 

caspasa-3 que se observa como p19/p17 en la Fig. 39A.  
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Figura 39. Activación de la caspasa-3. A. Las células fueron pre- incubadas durante ͳ h con PepA ͳͲ ɊM, Ca-Ͳ͹Ͷ Me ͳ ɊM o BafAͳ Ͳ,ͳ nM y luego expuestas a Mn durante 
24 hs. Se detectaron los niveles del fragmento largo de caspasa-3 activa (17/ 19kDa) 
empleando un anticuerpo específico. Las membranas se reprobaron con un anticuerpo 
anti- Ⱦ-actina como control de carga. B. Las células fueron pre- incubadas durante 1 h con PepA ͳͲ ɊM o BafAͳ Ͳ,ͳ nM y luego expuestas a Mn durante ʹͶ hs. La actividad de 
las caspasas -3/-7 se evaluó por medio del clivaje del sustrato Ac-DEVD-pNA (100 µM). 
Las mediciones de absorbancia a 405 nm que detectan la generación de pNA se 
realizaron luego de 2, 3 y 4 hs de incubación en un lector de microplacas. Los resultados 
mostrados corresponden a las mediciones de 4 hs. *p<0,05 vs. control. Estadístico: 
ANOVA de un factor con contrastes de Newman- Keuls.  
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El Mn generó un aumento en las formas clivadas p19/ p17 de 2,8 ± 0,4 y 3,6 ± 0,6 

veces con respecto al control, que fue completamente prevenido por PepA. Por su 

parte, Ca-074 Me previno en un 44 ± 22% y 50 ± 15% la generación de los productos 

clivados p19/p17 con respecto a Mn, mientras que la BafA1 disminuyó nos niveles 

de expresión 67 ± 13% y 81 ± 20%, respectivamente.  

Para confirmar los resultados obtenidos en el inmunoblot, se realizó un ensayo 

de actividad enzimática empleando el sustrato de las caspasas-3/-7 Ac-DEVD-pNA. 

El clivaje en la secuencia de reconocimiento DEVD permite la liberación de pNA que 

puede ser medida espectrofotométricamente (Fig. 39B). Tanto PepA como BafA1 

lograron prevenir totalmente el aumento en la actividad de las caspasas-3/-7 

inducido por Mn.  

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos hasta el momento en lo que 

respecta al efecto de los inhibidores PepA, Ca-074 Me y BafA1 sobre los distintos 

parámetros apoptóticos. 

 

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos empleando los inhibidores PepA, Ca-
074 Me y BafA1 de la vía lisosomal de muerte sobre las vías apoptóticas.  

 

Hasta aquí hemos demostrado que la que la disrupción de la integridad 

lisosomal como producto de la exposición a Mn afecta la viabilidad celular y 

conduce a la activación de mecanismos apoptóticos. Los eventos moleculares 

relacionados, en principio, con la vía extrínseca (activación de la caspasa-8 y 

niveles de FasL) fueron prevenidos por los compuestos analizados. Además, 
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resulta evidente que las CatD y B son responsables del clivaje de Bid, lo cual 

conduciría a la pérdida del ∆φm, liberación de citocromo c y activación de las 

caspasas -9 y -3/-7. El hecho de que el clivaje de Bid sea totalmente prevenido 

por los inhibidores de catepsinas, y los procesos relacionados con la vía 

intrínseca resulten parcialmente inhibidos, pone de manifiesto que otros 

actores de esta cascada, además de los miembros de la familia BcL-2 están 

interviniendo en su ejecución. Por último, los resultados se ajustan a un 

modelo donde la PML ese ubica en un nivel apical a la activación de la vía de 

muerte mitocondrial. 

Por otra parte, la PML podría también afectar la degradación lisosomal- 

autofágica, un proceso que normalmente mantiene la supervivencia celular 

(Eskelinen y Saftig, 2009; Galluzzi et al., 2012). Sin embargo, se ha  demostrado que 

en ciertos modelos la autofagia puede colaborar con la apoptosis o bien 

desencadenar la muerte por mecanismos independientes (Eisenberg-Lerner et al., 

2009). 

Teniendo en cuenta que los lisosomas y las mitocondrias dañadas se eliminan por 

autofagia (Ashrafi y Schwarz, 2013; Hung et al., 2013; Maejima et al., 2013) y que la 

degradación autofágica en condiciones de estrés oxidativo puede conducir al daño 

de las membranas lisosomales (Pivtoraiko et al., 2009), el siguiente objetivo 

consistió en estudiar la posible activación de la autofagia en nuestro modelo y su 

relevancia en la muerte celular inducida por Mn. 
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Capítulo 3 
 

Rol de la autofagia en la citotoxicidad inducida 

por Mn 
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3.1 Generalidades 

 

La vía autofágica- lisosomal requiere un flujo continuo de formación, fusión y 

eliminación de vesículas. Por lo tanto, una alteración en alguno de los pasos de esta 

vía conduce a cambios en su funcionamiento tanto río arriba como río abajo de la 

misma. En el capítulo 1, hemos demostrado que los lisosomas se encuentran 

afectados como consecuencia de la exposición a Mn, pero aún no conocemos si este 

evento incide o no en la degradación autofágica.  Por lo tanto, esta parte final de la 

Tesis estuvo dedicada a tratar de elucidar este interrogante. 

 

3.2 Formación de vesículas autofágicas 

3.2.1 Tinción con monodansilcadaverina  

 

La posible generación de vacuolas autofágicas se evaluó mediante la tinción con 

monodansilcadaverina (MDC), un colorante fluorescente que se acumula en 

autofagosomas y autolisosomas (Munafó y Colombo, 2001). Las células se 

expusieron a Mn durante 24 hs en MSFB o MLS, se marcaron con MDC (0,05mM, 10 

min) e inmediatamente se observaron por microscopía de fluorescencia (Fig. 40).  
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Figura 40. Formación de vacuolas autofágicas. Las células se incubaron durante 6 o 
24 hs con Mn en MSFB o MLS, se tiñeron con MDC durante 10 min a 37°C e 
inmediatamente se visualizaron en un microscopio Nikon Eclipse E600 (ɉex: 330–380 
nm; ɉem: 435–485 nm). Barra de escala: 50 ʅm. 

 

El Mn generó la aparición de vacuolas autofágicas a partir de las 6 hs de 

incubación en MLS y más tardíamente en MSFB (24 hs). También en este ensayo, la 

privación de suero por si misma indujo la formación de pequeñas vesículas. Estos 

hallazgos podrían estar relacionados con la activación de la autofagia. Por otra parte, 

no fue posible observar la morfología de las células incubadas con Mn durante 24 hs 

en MLS dado que estas se contrajeron y redondearon rápidamente al ser analizadas 

por microscopía. Este efecto podría deberse al daño fototóxico causado por la 

generación de oxígeno singulete como consecuencia de la excitación del colorante 

fluorescente (Lichtman y Conchello, 2005). Dado que la exposición a Mn durante 24 

hs en MLS induce ~50% de muerte, estrés oxidativo y apoptosis, es probable que 

este cultivo sea más susceptible a este estrés fototóxico adicional. 

La activación de la autofagia conduce inicialmente a un aumento en la formación 

de autofagosomas y, consecuentemente, a un incremento en el número de  

autolisosomas. Por otra parte, un estímulo que impide la degradación lisosomal (ya 

sea causando daño a la organela o afectando la fusión vesicular) puede conducir a 

una acumulación de autofagosomas. Por este motivo, la medición de un aumento en 

la cantidad de autofagosomas no implica necesariamente que la vía autofágica se 

encuentre activada (Fig. 41) y por lo tanto se requiere de la determinación de 

parámetros adicionales para asegurar que este proceso esté ocurriendo. 
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Figura 41. Vesículas intervinientes en la inducción o inhibición de la autofagia. Un 
estímulo puede inducir la vía autofágica mediante mecanismos de señalización que 
aumenten el secuestro de material para degradar, llevando a la generación de fagóforos, 
autofagosomas y autolisosomas. Por otra parte, si el estímulo causara daño lisosomal, 
llevaría a una acumulación de autofagosomas. La imagen de las vacuolas pertenece a 
Abcam Inc. (Cambridge, MA, USA)  

 

 

3.2.2 Niveles de LC3-II 

 

La cadena liviana 3 de la proteína asociada a microtúbulos (MAP- LC3 o 

simplemente LC3) es el marcador por excelencia de la activación de la autofagia. 

Esta se sintetiza y sufre rápidamente un procesamiento post- traduccional para 

generar la variante citosólica, LC3-I. Ante un estímulo autofágico, LC3-I se conjuga 

covalentemente a fosfatidil-etanolamina para formar LC3-II, que se ancla en el 

fagóforo y se mantiene asociada a las vacuolas durante los siguientes estadíos de la 

autofagia. Por lo tanto, los niveles de LC3-II mantienen una estrecha relación con la 

cantidad de autofagosomas. Dado que los niveles de esta proteína están sujetos a 

síntesis y degradación, es necesario separar estos procesos empleando inhibidores 

que impidan la degradación lisosomal. Uno de los más empleados es la BafA1, que al 

inhibir irreversiblemente a la v-ATPasa, detiene la acidificación lisosomal y con ello, 

la degradación en dicha organela. De este modo, la incubación de las células con este 

inhibidor permite poner en juego una variable a la vez y diferenciar los cambios 

debidos a la activación de la autofagia de los generados por una disminución en la 

degradación de los autofagosomas (Fig. 42) (Bowman et al., 1988; Kabeya et al., 

2000; Mizushima and Yoshimori, 2007; Rubinsztein et al., 2009). 
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Figura 42. Empleo de BafA1 para disociar la síntesis de LC3-II de la degradación. 
Se esquematiza el efecto de la BafA1 sobre el flujo autofágico. La inhibición de la v-
ATPasa impide la acidificación de las VAs y la degradación por la vía autofágica- 
lisosomal.  

 

Para estudiar en el tiempo una posible activación del proceso autofágico en 

respuesta al insulto generado por el Mn, las células se incubaron con el metal 

durante tiempos crecientes (1- 6hs) en MSFB o MLS, se realizó un inmunoblot y se 
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midió la expresión de la proteína LC3 (Fig 43A). Se encontró un aumento en los 

niveles de LC3-II a partir de 1 h de incubación con Mn tanto en MSFB como en MLS.  

Para evaluar si el aumento en los niveles de LC3-II se sostiene en el tiempo, y 

teniendo en cuenta que luego de 24 hs de exposición al metal en MLS se genera la 

PML (Figs. 26 y 28) y se desencadena un proceso apoptótico (Figs. 34- 39), las 

células se incubaron con Mn durante 24 hs y previo a la finalización del tratamiento 

se agregó BafA1 (2 hs, 100 nM) (Fig. 43B). En presencia del metal, se midió un 

aumento en los niveles de LC3-II tanto en MSFB como en MLS (calles 1 vs. 2 y 5 vs. 

6, respectivamente). Además, la incubación de las células expuestas a Mn en ambos 

tipos de medio con BafA1 aumentó aún más los niveles de LC3-II, lo que sugiere que 

las células poseen capacidad degradativa (calles 2 vs. 4 y 6 vs. 8). En consecuencia, 

los niveles aumentados de LC3-II en las células expuestas a Mn indican la 

activación de procesos autofágicos. 

 

Figura 43. Niveles de LC3. (A-B). Las células se incubaron con Mn durante 1- 6 hs (A) 
o 24 hs (B) en MSFB o MLS. Previo a la finalización de la incubación con Mn durante 24 
hs, las células fueron incubadas durante 2 hs con BafA1 (100nM) para impedir la 
degradación lisosomal. Las proteínas fueron resueltas por medio de un gel 15% y 
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se revelaron con un 
anticuerpo anti-LC3 y se reprobaron con un anticuerpo anti- Ⱦ-Actina como control de 
carga. 
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Teniendo en cuenta que el Mn activa el proceso autofágico y también afecta la 

estabilidad lisosomal, es posible que el aumento en los niveles de LC3-II sea una 

contribución de ambos procesos. Para estudiar la formación de autofagosomas y 

evaluar si el daño lisosomal inducido por Mn afecta la formación de autolisosomas, 

se realizó una inmunomarcación de LC3 en conjunto con una tinción con 

Lysotracker Red DND-99 (Fig. 44). Mediante esta técnica se distinguen los 

autolisosomas por poseer doble marcación. 
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Figura 44. Formación de autofagosomas y autolisosomas. A. Las células se 
expusieron a Mn durante 6 o 24hs en MSFB o MLS, se tiñeron con Lysotracker Red DND-
99 (200nM) y se marcaron con anticuerpos específicos anti-LC3 (verde). Las flechas 
blancas señalan autolisosomas en las células expuestas a Mn. Las imágenes se 
obtuvieron en un microscopio confocal Olympus FV300 (Alexa 488: ʄex: 488nm, ʄem: 
510- 530nm; Lysotracker Red DND-99: ʄex: 543 nm, ʄem: 585- 605nm).  Barra de escala: 
50 µm. B. Se calculó el coeficiente de Manders de co- localización en el canal verde. Se 
cuantificaron 25 células por tratamiento (n=2). *p<0,05, **p<0,01. Estadístico: ANOVA 
de un factor con contrastes de Newman- Keuls. 

 

La incubación con Mn en todas las condiciones ensayadas, generó cambios en la 

distribución de los autolisosomas y/o la formación de autolisosomas con doble 

marcación (LC3 y Lysotracker Red DND-99; flechas blancas). 

Para estudiar si la fusión vesicular se ve afectada, se evaluó el grado de co- 

localización entre LC3 y las VAs (marcadas con Lysotracker Red DND-99) (Fig. 44B). 

La exposición a Mn durante 6 hs no indujo cambios en los niveles de co- localización, 

indicando que la fusión vesicular no se encuentra afectada en estas condiciones.  

La incubación con Mn durante 24 hs en MSFB indujo un aumento en la formación 

de autolisosomas (p<0,01). En cambio, en MLS la exposición al metal llevó a una 

disminución en la formación de este tipo de vesículas.  

Los resultados obtenidos indican que la autofagia se activa en respuesta a 

la toxicidad del Mn. Sin embargo, una vez que los lisosomas se encuentran 

comprometidos y se desencadena la apoptosis, la compleción de la autofagia 

se encontraría afectada. 
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3.3 Autofagia en la muerte celular 

 

Para estudiar el posible rol de la autofagia en la toxicidad del Mn, se emplearon 

los inhibidores 3- metiladenina (3-MA) y wortmanina (WM). Los mismos actúan 

inhibiendo la formación de autofagosomas mediada por PI3KC3. Sin embargo, la 

mayoría de los inhibidores de la autofagia no son enteramente específicos y por esto 

es importante considerar sus efectos en función de la concentración y del tiempo de 

incubación. En este sentido, la 3-MA y la WM pueden inhibir también a la PI3K clase 

1 (PI3KC1) y dar como resultado la activación de la autofagia y/o la inhibición de la 

vía de supervivencia dependiente de Akt (Klionsky et al., 2012). Por este motivo, se 

ensayaron diferentes protocolos de incubación para ajustar el sistema de modo que 

los inhibidores por si mismos no resulten citotóxicos y además sean capaces de 

prevenir los cambios en los niveles de expresión de LC3-II inducidos por Mn.  

Para el caso de la 3-MA se ensayaron dos protocolos: I) Las células se pre- 

incubaron con una concentración baja de 3-MA (1 mM) durante 1 h y luego se agregó 

Mn durante 24 hs (Fig. 45AI) o II) las células se pre- incubaron con 3-MA 10mM 1h, 

se removió el medio y luego se realizó la exposición al metal durante 24 hs (Fig. 

45AII).  Empleando el protocolo I, se midió un aumento en los niveles de LC3-II en 

presencia de Mn como consecuencia de la incubación con el inhibidor (Fig. 45BI), lo 

cual sugiere una activación de la vía autofágica. Utilizando el protocolo II, se logró 

prevenir la generación de LC3-II inducida por Mn, por lo que en dichas condiciones, 

la 3-MA estaría funcionando de modo tal de inhibir la autofagia (Fig. 45BII). 

Teniendo en cuenta que en el protocolo I la 3-MA estaría activando la autofagia, y en 

el II inhibiéndola, se midió la viabilidad celular por reducción de MTT con el fin de 

establecer si la autofagia está implicada en la muerte celular.  
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Figura 45. Inhibición de PI3KC3 empleando 3-MA. A. Las células se pre- incubaron 
con 3-MA 1 mM durante 1 h en MLS y luego se agregó Mn por 24 hs (I), o bien se pre- 
incubaron con 3-MA 10 mM, se realizó un lavado con MLS y luego se incubaron con Mn 
durante 24 hs en MLS (II). B. Las proteínas fueron resueltas por medio de un gel 15% y 
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Se reveló con un anticuerpo anti- LC3 y 
luego la membrana se reprobó con un anticuerpo anti- Ⱦ-Actina como control de carga. 
Para cada uno de los protocolos se realizó un ensayo de reducción de MTT (Mn 24 hs 
en MLS) (C) y de retención de RN (D) (Mn 6 hs en MLS). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
con respecto al control; #p<0,05, ###p<0,001, con respecto al Mn. Estadístico: ANOVA de 
un factor con contrastes de Newman-Keuls. 

 

La exposición a Mn en presencia de 3-MA 10mM (protocolo II) incrementó la 

citotoxicidad inducida por Mn en un 17 ± 5% (p<0,05) (Fig. 45CII). Estos resultados 

indicarían que la autofagia juega un rol importante en la supervivencia celular frente 
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al estrés generado por el metal. Por otra parte, en el caso del protocolo I, no se 

observó efecto de la 3-MA sobre el daño inducido por Mn (Fig. 45CI).  

Para evaluar si los cambios a nivel de la retención de RN están relacionados con 

el desencadenamiento del proceso autofágico, se realizó este ensayo acorde a los 

protocolos descriptos, pero exponiendo las células a Mn durante 6 hs. Empleando el 

protocolo I, la 3-MA no tuvo efecto sobre el aumento en la retención del colorante 

inducido por Mn (Fig. 45CI). Por otra parte, empleando el segundo protocolo, la 3-

MA disminuyó la retención de RN tanto respecto al Mn como al control (p<0,001) 

(Fig. 45CII).  

Como se mencionó previamente, la WM es otro inhibidor de la PI3KC3. Para 

ensayar el efecto de este inhibidor, se realizó en primer lugar una curva de 

concentración para evaluar su rol en la muerte celular inducida por Mn (Fig. 46A). 

Se observó que ninguna de las concentraciones analizadas tuvo efecto sobre la 

toxicidad del metal. Por otra parte, la WM 500 nM disminuyó la viabilidad celular, lo 

que sugiere que, en estas condiciones, podría afectar la supervivencia por la vía de 

Akt.  

Teniendo en cuenta que la concentración de WM 100 nM ha sido empleada para 

inhibir la autofagia en células C6 y otras líneas de glioma (Harhaji-Trajkovic et al., 

2009; Suswam et al., 2013), así como en astrocitos en cultivo primario (Melzer et al., 

2008), evaluamos si a esta concentración la WM era capaz de inhibir la formación 

de autofagosomas. Para ello, las células se pre- incubaron 1 h con WM 100 nM, se 

expusieron a Mn durante 6 o 24 hs, y se midieron los niveles de LC3-II. La WM logró 

prevenir el aumento en los niveles de LC3-II inducidos por la exposición a Mn 

durante 6 hs, pero no tuvo efecto para 24 hs (Fig. 46B). 

Dado que la WM inhibe la autofagia inducida por 6 hs de exposición a Mn, se 

evaluó su efecto sobre la retención de RN (Fig. 46C). Se observó que la WM previene 

el aumento de la retención del colorante. 
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Figura 46. Inhibición de PI3KC3 empleando WM. A. Las células se pre- incubaron 
con distintas concentraciones de WM, se expusieron a Mn durante 24 hs y se midió la 
reducción de MTT. B. Las células se pre- incubaron 1 h con WM 100 nM, se expusieron 
a Mn durante 6 o 24 hs en MLS y se midieron los niveles de LC3. Las proteínas fueron 
resueltas por medio de un gel 15% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Se 
reveló con un anticuerpo anti- LC3 y las membranas se reprobaron con un anticuerpo 
anti- Ⱦ- Actina como control de carga. C. Las células se pre- incubaron con WM 100 nM, 
se expusieron a Mn durante 6 hs y se realizó un ensayo de retención de RN. ***p<0,001 
vs. Control; ###p<0,001 vs. Mn. Estadístico: ANOVA de un factor con contrastes de 
Newman-Keuls.  

 

En conjunto, los resultados de las Figs. 45DII y 46C sugieren que el aumento 

en la retención lisosomal de RN se encuentra mediado por procesos 

autofágicos inducidos por el Mn. Además, la vía autofágica favorecería la 

supervivencia celular, dado que su inhibición empleando 3-MA incrementa la 

toxicidad del Mn (Fig. 45CII). 

  



Resultados 

 
151 

3.4. Vías de señales implicadas en la autofagia 

3.4.1 Beclina 1 

Beclina 1 es una proteína que actúa como plataforma para el ensamblaje de un 

complejo que contribuye a la activación de la PI3KC3/Vps34 y es necesario para la 

formación de autofagosomas. La fosforilación de Beclina 1 permite su disociación de 

proteínas inhibitorias y favorece la actividad de la PI3KC3 (Kang et al., 2011).  

Para evaluar su participación en nuestro modelo, se analizaron los niveles de 

expresión de Beclina 1 luego de 6 o 24 hs de exposición a Mn en MSFB o MLS (Fig. 

47). Se detectó la presencia de dos bandas de peso molecular muy cercano, que 

posiblemente representen las formas fosforilada y no fosforilada de la proteína. La 

exposición a Mn indujo un aumento en los niveles de ambas bandas luego de 6 hs de 

exposición en MLS. La incubación con el metal durante 24 hs generó mayor 

expresión de la banda de mayor peso molecular en ambas condiciones de cultivo.  

 

Figura 47. Niveles de expresión de Beclina 1. Las células fueron incubadas con Mn 
durante 6 o 24 hs tanto en MSFB como en MLS. Las proteínas fueron resueltas por 
medio de un gel 10% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Se reveló con un 
anticuerpo anti- Beclina 1 y la membrana se reprobó con un anticuerpo anti- Ⱦ-Actina 
como control de carga.  

 

Los cambios registrados en los niveles de expresión de Beclina 1 sugieren que 

esta proteína podría estar involucrada en la activación de la autofagia por la vía de 

PI3KC3. 
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3.4.2 Quinasas 

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) están compuestas por 

3 familias: la quinasa regulada por señales extracelulares (ERK), la quinasa N-

terminal de c-Jun (JNK) y p38.  

Las proteínas JNK han sido involucradas en la regulación de la proliferación 

celular, la diferenciación y la apoptosis. Más recientemente se les han adjudicado 

roles en la autofagia y la muerte celular autofágica (Dhanasekaran y Reddy, 2008; 

Wei et al., 2008; Shimizu et al., 2010). Por su parte ERK es capaz de inhibir la 

apoptosis o promover la autofagia en respuesta a un amplio rango de estímulos(Lu 

y Xu, 2006; Wang et al., 2009; Cagnol y Chambard, 2010; Martinez-Lopez et al., 

2013). No obstante, está ampliamente aceptado que la función que estas quinasas 

cumplan va a depender del estímulo y del tipo celular. 

Por otra parte, Akt juega un rol importante en la inhibición de la apoptosis 

(Franke et al., 2003) y ha sido involucrada también en la inhibición de la autofagia 

(Huang y Manning, 2009; Wang et al., 2012). 

Con el fin de conocer las vías de señales que conducen a la muerte celular 

inducida por Mn, ya sea modulando la autofagia o favoreciendo la apoptosis, se 

estudió la señalización mediada por MAPKs y Akt. 

Como un indicador de su activación, se midieron los niveles de fosforilación de 

las quinasas mencionadas. El Mn generó un aumento en los niveles de fosforilación 

de ERK y JNK en todas las condiciones de exposición (6 y 24 hs en MSFB y MLS). A 

la vez, se observó una disminución en los niveles de Akt luego de 6 hs de incubación 

en MSFB y MLS así como luego de 24 hs en MLS (Fig. 48). 
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Figura 48. Niveles de fosforilación de quinasas. Las células fueron incubadas con 
Mn durante 6 o 24 hs tanto en MSFB como en MLS. Las proteínas fueron resueltas por 
medio de un gel 10% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Se reveló con 
anticuerpos anti- pERK, pJNK, pAkt y la membrana se reprobó con anticuerpos anti- ERKʹ, Akt, JNKͳ y Ⱦ-Actina como control de carga.  

 

Resultó sorpresivo un incremento en los niveles de expresión de la proteína JNK1 

luego de la incubación con Mn en todas las condiciones de cultivo. No obstante, 

Zhang et al. (2008) obtuvieron resultados similares en un modelo de apoptosis 

inducida por Fas en células HeLa, en el cual la autofagia se activa para prevenir la 

apoptosis. Si bien los autores no cuentan con evidencia que explique este evento, la 

señalización de JNK se encuentra relacionada con la activación del proceso 

autofágico. 

La privación de suero por si misma aumentó los niveles de fosforilación de ERK, 

pudiendo esto estar relacionado con la posible activación de la autofagia en dicha 

vía. 

Para conocer en detalle si las vías de señales estudiadas son relevantes para los 

efectos generados por el Mn a nivel de las VAs y de la muerte celular, se emplearon 

los inhibidores de las vías de ERK y JNK y se evaluó su efecto a nivel de la inducción 

en la retención de RN y de la citotoxicidad inducida por Mn. 

MEK es la MAPK kinasa (MAPKK) que fosforila a ERK. En primera instancia, se 

realizó un control para comprobar que el inhibidor de MEK (PD98059 25µM) es 
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capaz de disminuir el aumento en los niveles de fosforilación de ERK inducido por 

Mn (Fig. 49A). Efectivamente, PD98059 logró prevenir dicho evento y, por lo tanto, 

la actividad de la MAPKK. Luego se investigó si la inhibición de las vías de MEK y JNK 

afecta la muerte celular inducida por Mn. Para ello, las células se pre- incubaron con 

PD98059 25µM y SP600125 20µM (inhibidor de la actividad de JNK), se expusieron 

a Mn durante 24 hs y la viabilidad celular se midió por el ensayo de reducción de 

MTT (Fig. 49B). Ninguno de los inhibidores tuvo efecto sobre la muerte celular 

inducida por Mn. 

 

 

Figura 49. Inhibición de MEK y JNK empleando PD98059 y SP600125. A. Las 
células se pre- incubaron durante 1 h con PD98059 25µM y luego se expusieron a Mn 
durante 24 hs en MLS. Las proteínas fueron resueltas por medio de un gel 10% y 
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Se midieron los niveles de pERK 1/2 
empleando un anticuerpo específico. La membrana se reprobó con un anticuerpo anti- 
ERK2 como control de carga. B. Las células se pre- incubaron durante 1 h con 
PD98059 25µM o SP600125 20µM y luego se expusieron a Mn durante 24 hs. La 
viabilidad celular se midió por reducción de MTT. C. Las células se pre- incubaron 
durante 1 h con PD98059 25µM o SP600125 20µM, se expusieron a Mn durante 6 hs 
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y se midió la retención de RN. ***p<0,001 vs. Control; ##p<0,01 vs. Mn. Estadístico: 
ANOVA de un factor con contrastes de Newman-Keuls.  

 

Por último, se estudió si dichos inhibidores eran capaces de prevenir el aumento 

en la retención de RN (Fig. 49C). La inhibición de la vía de MEK logró prevenir el 

aumento en la retención del colorante, mientras que no hubo diferencias al anular 

la vía de JNK. Estos resultados sugieren que, en estas condiciones, ERK tendría un 

rol en la activación de la autofagia. 

Los resultados obtenidos indican que las vías de señalización de Beclina 1, 

ERK y JNK se activan en respuesta al daño inducido por Mn, mientras que se 

genera una inhibición en la vía de supervivencia de Akt. El patrón de 

señalización obtenido podría estar relacionado con la activación de un 

proceso autofágico. Esta propuesta es avalada por el efecto de la inhibición de la 

vía de PI3KC3 y de ERK sobre la retención de RN. La modulación farmacológica de 

las PI3K y de las MAPK luego de distintos tiempos de exposición al metal, permitirá 

clarificar su relación con la autofagia y la muerte celular. 

 

3.5 Mitofagia 

 

La mitofagia es un mecanismo autofágico de defensa celular que se desencadena 

en presencia de mitocondrias dañadas. Este proceso implica el secuestro selectivo y 

la degradación de las mitocondrias disfuncionales como una manera de prevenir 

que el daño mitocondrial conduzca a la activación de la muerte celular. Por lo tanto, 

la mitofagia funciona como una respuesta temprana en la supervivencia. Por el 

contrario, el estrés oxidativo y las proteasas apoptóticas pueden inactivar la 

mitofagia y permitir la ejecución de la muerte (Kubli y Gustafsson, 2012). 

La exposición a Mn durante 24 hs induce estrés oxidativo, daño mitocondrial (Fig. 

36) y desencadena la autofagia como un mecanismo de supervivencia (Fig. 45DII). 

Por lo tanto, nos resultó interesante evaluar si la activación de dicha vía luego de 6 

hs de exposición, se encuentra relacionada con la remoción de mitocondrias 

dañadas. Para ello, las células expuestas a Mn durante 6 hs en MSFB o MLS fueron 
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marcadas con anticuerpos anti- LC3 y anti TOM-20 (una proteína de la membrana 

externa mitocondrial) y analizadas por microscopía confocal (Fig. 50A).  

 

 

Figura 50. Mitofagia. Las células fueron expuestas a Mn durante 6 hs en MSFB o MLS y fijadas 
con PFA 4%. A. Se realizó una co- inmunomarcación con LC3 (verde) y TOM-20 (rojo). 
Empleando el complemento de ImageJ RGB profiler, se trazó una línea y se cuantificó la 
fluorescencia en cada uno de los canales. Se muestra en un gráfico la intensidad de cada canal a 
lo largo de la linea. Las flechas marcan los picos de fluorescencia, que corresponden a vesículas 
marcadas con LC3 o con TOM-20. Las flechas negras indican co-localización entre las proteínas 
LC3 y TOM-20 y las flechas verdes señalan las vesículas formadas como consecuencia de la 
exposición a Mn, que no contienen TOM-20. B. Se calculó el coeficiente de superposición de 
Manders (R) en 30 células por tratamiento. No se observaron diferencias significativas entre los 
controles y los tratados. Las imágenes fueron analizadas en un microscopio confocal Olympus 
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FV300 (Alexa 488: ʄex: 488nm, ʄem: 510- 530nm; Alexa 532: ʄex: 543 nm, ʄem: 585- 605nm). Barra de escala: ʹͷ Ɋm.  
 

Nuestros resultados mostraron que las vesículas marcadas con LC3, formadas 

como consecuencia de la exposición a Mn en MSFB así como en MLS, no contienen 

mitocondrias. Si bien existe co- localización entre la proteína LC3 y TOM-20 (Fig 

3.35B), los niveles no se vieron afectados como consecuencia de la exposición a Mn. 

Estos resultados sugieren que la degradación autofágica de mitocondrias no sería 

un proceso relevante luego de 6 hs de exposición al metal. De todos modos, este 

proceso podría estar involucrado en un estadío posterior, donde la mitocondria se 

encuentre más comprometida. 
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Capítulo 4 
 

Estudios in vivo 
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4.1 Modelo de toxicidad aguda 

 

En una siguiente etapa se decidió investigar el posible daño a los astrocitos y el 

compromiso de los lisosomas en un modelo in vivo de intoxicación por Mn. Con este 

objetivo, se empleó un modelo de toxicidad aguda en ratas siguiendo el protocolo 

puesto a punto por nuestro grupo (Alaimo et al., 2014). 

Para ello, se procedió a la inyección de 1 Ɋmol de MnCl2 ȋͳɊl en solución 

fisiológica estéril) en el estriado del hemisferio izquierdo de 4 ratas Sprague Dawley 

macho. En las mismas coordenadas en el hemisferio derecho, se inyectó 1 Ɋl de 
vehículo como control (Fig. 51A). Se empleó un marco estereotáxico como el 

mostrado en la Fig. 51B. 

 

Figura 51. Inyección intra- estriatal. A. Se muestra un esquema del estriado 0,20 mm 
anterior al bregma y se señala el sitio de inyección. El esquema corresponde al Atlas del 
cerebro en coordenadas estereotáxicas, de Paxinos y Watson (2006). B. La rata 
anestesiada es ubicada en el marco estereotáxico y se coloca verticalmente una jeringa 
Hamilton. En el círculo superior se muestra un esquema de la vista de la cánula en 
posición para la inyección en el hemisferio derecho, ligeramente anterior al bregma, tal 
como ha sido realizado en este caso. La imagen fue adaptada de Rosenblad y Lundberg 
(2003). 

 

A los 7 días post- inyección, las ratas fueron sacrificadas y los cerebros removidos 

y seccionados empleando un vibrátomo. Los animales no presentaban alteraciones 

motoras y se encontraban en buen estado general. 
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Como se explicó en la Introducción, sección 2.2., la exposición crónica a Mn se 

caracteriza por una atrofia de los ganglios basales, y en particular, el daño se localiza 

en el striatum, en el globus pallidus y, en algunos casos, en la substantia nigra y/o en 

la corteza cerebral. 

Teniendo en cuenta que nuestros resultados in vitro demuestran que la 

exposición a Mn resulta tóxica en células gliales, evaluamos el efecto del tratamiento 

agudo con Mn en el striatum, analizando por inmunohistoquímica los niveles de 

expresión de la proteína fibrilar glial ácida (GFAP), un característico marcador de 

astrocitos (Fig. 52). 

 

Figura 52. Inmunohistoquímica de astrocitos en el striatum. En el esquema 
superior, se muestra la zona del striatum a la que corresponde la imagen obtenida. Los 
tejidos fueron marcados con anticuerpos específicos anti- GFAP y observados en un 
microscopio Olympus IX71 (ʄex: 510- 530nm, ʄem: LP 590nm). Barra de escala: 100 µm. 

 

Se observó una marcada disminución en la señal de GFAP en el striatum del 

hemisferio cerebral expuesto a Mn. Evidencias obtenidas por nuestro grupo han 

demostrado una disminución en la masa celular en el striatum de ratas sometidas a 
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este mismo esquema de tratamiento agudo con Mn (Alaimo et al., 2014). En conjunto 

los resultados sugieren que la reducción en la marca de GFAP se encontraría 

relacionada con la muerte celular de los atrocitos. 

En el presente trabajo, hemos demostrado que el daño lisosomal juega un rol 

relevante en la toxicidad del Mn en las células C6 de glioma de rata. Las alteraciones 

en los lisosomas se caracterizan por un aumento en la cantidad y tamaño (Figs. 22 

y 24), permeabilización, aumento en los niveles de expresión de CatD (Fig. 28) y 

translocación de esta proteína al citosol (Fig. 26). Tomando como base esta 

evidencia, evaluamos los niveles de expresión de la CatD mediante 

inmunohistoquímica en distintas áreas del cerebro relacionadas con la toxicidad del 

metal.  

En el striatum, las células marcadas se distribuyeron a lo largo de todo el tejido. 

Si bien la expresión de CatD es ubicua, la marca de esta proteína se localizó 

predominantemente en escasa cantidad de células con apariencia neuronal (Fig. 

53A). Este hecho sugiere que la expresión de la CatD es mayor en ciertos tipos 

celulares. En dichas células, la señal de la proteína fue mayor en los cuerpos 

celulares, particularmente en vesículas de localización perinuclear, consistentes con 

compartimientos lisosomales (flechas blancas, Fig. 53A). Para estudiar si el Mn 

generaba cambios en la cantidad de células marcadas, se cuantificó el número de 

células positivas en 30 campos distribuidos a lo largo del striatum. Se obtuvieron 

resultados similares en el hemisferio control y en el tratado. No obstante, se observó 

un mayor número/ tamaño de vesículas por célula con un incremento en la 

intensidad de la señal con respecto al control. Por lo tanto, se cuantificaron distintos 

parámetros de las células marcadas tales como la intensidad media, el área de mayor 

inmunoreactividad (que generalmente corresponde con vesículas perinucleares) y 

el área total de cada célula (25 células por tratamiento, n=3) (Fig. 53B). Los 

resultados obtenidos mostraron una tendencia hacia una mayor intensidad de 

marca de CatD en las células del hemisferio tratado y un aumento en la relación entre 

el área de mayor inmunoreactividad y el área total, aunque no se obtuvieron 

diferencias significativas. Para obtener evidencias concluyentes en este sentido, se 
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repetirán estas mediciones empleando un número mayor de animales y 

aumentando el número de células analizadas. 
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Figura 53. Inmunomarcación de CatD en el striatum. A. Se estudió mediante 
inmunohistoquímica la expresión de CatD en cortes de striatum. La detección se realizó 
empleando anticuerpos específicos y el kit ABC (Avidina DH- peroxidasa biotinilada) y 
se reveló usando el cromógeno DAB (n=3). Los cortes fueron observados en un 
microscopio Nikon Eclipse E200. Las flechas señalan el área de mayor 
inmunoreactividad de CatD, que corresponde con la zona perinuclear en la mayoría de 
los casos. Barra de escala: 100 µm (En las células ampliadas: 10 µm). B. La intensidad 
media y el área de mayor inmunoreactividad/ área total de 25 células por tratamiento 
(n=3) se cuantificó empleando el programa Image Tool. Se muestran resultados 
representativos correspondientes a un animal.  

 

En la substantia nigra, la marca de CatD se localizó principalmente en la pars 

compacta y disminuyó notablemente en el hemisferio tratado (Fig. 54A). De hecho, 

la cuantificación del área inmunoreactiva mostró tendencia hacia la reducción por 

exposición a Mn (77 ± 41%) (Fig. 54B). Estos ensayos serán repetidos con el fin de 

aumentar el n y evaluar la ocurrencia de eventos estadísticamente significativos. 

El globus pallidus presentó mayor marcación de la proteína que el striatum. 

Además, se observaron células con mayor inmuno- reactividad en el control, que no 

se encontraron luego de la exposición a Mn. 

En la corteza cerebral no se observaron diferencias. 
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Figura 54. Inmunomarcación de CatD en la substantia nigra. A. Se estudió por 
inmunohistoquímica la expresión de CatD en cortes de substantia nigra. La detección se 
realizó empleando anticuerpos específicos y el kit ABC (Avidina DH- peroxidasa 
biotinilada) y se reveló usando el cromógeno DAB (n=2). Los cortes fueron analizados 
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en un microscopio Nikon Eclipse E200. Barra de escala: 100 µm. B. Se cuantificó el área 
inmunoreactiva en la pars compacta empleando el programa Image Tool. 
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Figura 55. Inmunomarcación de CatD en el globus pallidus y la corteza cerebral. 

Se estudió por inmunohistoquímica la expresión de CatD en cortes de globus pallidus y 
corteza cerebral. La detección se realizó empleando anticuerpos específicos y el kit ABC 
(Avidina DH- peroxidasa biotinilada) y se reveló usando el cromógeno DAB. Los cortes 
fueron analizados en un microscopio Nikon Eclipse E200. Barra de escala: 100 µm. 

 

Dado que hemos detectado una marcada pérdida de astrocitos en el striatum (Fig. 

52), resultó de interés evaluar si los cambios inducidos por Mn en los niveles de 

expresión de CatD ocurren en este tipo celular. Para ello, realizamos una co-

inmunomarcación con GFAP y visualizamos los tejidos por microscopía confocal 

(Fig. 56). 

 

 

Figura 56. Co- inmunomarcación de GFAP y CatD. Los cortes de striatum fueron marcados 
con anticuerpos específicos anti- GFAP (rojo) y CatD (verde). Las imágenes fueron analizadas 
en un microscopio confocal Nikon Eclipse E800 C1 (Alexa 488: ʄex: 488nm, ʄem: 515- 530nm; 
Alexa 555: ʄex: 544nm, ʄem: LP- 570nm). Barra de escala: 25 µm 

 

La marca de CatD no co-localizó con la de GFAP, lo que indica que las células 

marcadas no son astrocitos. Este resultado es consistente con nuestra idea original 

que proponía que las células marcadas con CatD en la Figs. 53- 55 podrían ser 

neuronas. Para para corroborar si la CatD co- localiza con este tipo celular, se realizó 
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una inmunohistoquímica empleando anticuerpos anti- NeuN (un marcador 

neuronal) y anti- CatD (Fig. 57). 

 

 

Figura 57. Co- inmunomarcación de NeuN y CatD. Los cortes de striatum fueron 
marcados con anticuerpos específicos anti- NeuN (rojo) y CatD (verde) para determinar 
si las células inmunoreactivas para CatD eran neuronas. Las imágenes fueron 
analizadas en un microscopio Olympus IX71 (Alexa 488: ʄex: 460- 495nm, ʄem: 510- 
550nm; Alexa 555: ʄex: 510- 530nm, ʄem: LP 590nm). Barra de escala: 25 Ɋm.  

 

Efectivamente, la marca de CatD se encontró en células positivas para NeuN en el 

striatum y la substantia nigra. Este resultado demuestra que los cambios observados 

en las Figs. 53 y 54 ocurren en células neuronales.  

Los estudios in vivo demostraron que las neuronas poseen mayores niveles de 

CatD que otros tipos celulares, lo que condujo a que los parámetros analizados se 

llevaran a cabo en este tipo celular. El Mn generó cambios en los niveles de expresión 

de la proteína en las distintas áreas cerebrales, siendo destacable un aumento en la 

marca intracelular en el striatum y una importante disminución en la 

inmunoreactividad en la substantia nigra. 

Además, el Mn condujo a una importante disminución en la marca de GFAP en el 

striatum, lo que sugiere que la viabilidad de los astrocitos en esta área se encuentra 

sustancialmente afectada por el metal. 
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Los resultados obtenidos señalan a los astrocitos como un blanco de la toxicidad 

del Mn y sugieren la ocurrencia de alteraciones en la vía lisosomal en neuronas del 

striatum, del globus pallidus y de la substantia nigra. 
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Capítulo 1 

Efecto del Mn sobre el sistema de vesículas ácidas 

 

Los astrocitos son células clave en el funcionamiento del cerebro, 

fundamentalmente debido a su estrecha interacción con las neuronas (Sofroniew y 

Vinters, 2010; Sidoryk-Wegrzynowicz y Aschner, 2013). Existen evidencias que los 

señalan como un blanco temprano en la neurotoxicidad del Mn (Normandin y Hazell, 

2002; Zwingmann et al., 2003; Rao y Norenberg, 2004). En trabajos llevados a cabo 

en nuestro laboratorio, hemos demostrado que este metal induce la muerte celular 

apoptótica tanto en astrocitos de corteza cerebral de rata en cultivo (Gonzalez et al., 

2008) como en líneas celulares C6 de glioma de rata (Alaimo et al., 2011) y Gli36 de 

astrocitoma humano (Alaimo et al., 2013). En estos modelos, la apoptosis ocurre en 

un contexto de estrés oxidativo y la vía mitocondrial de muerte cumple un rol 

relevante en la toxicidad del metal. Recientemente, hemos presentado evidencias 

que indican que además, el Mn induce desequilibrio en la dinámica mitocondrial 

conduciendo a la fragmentación de las redes, un evento que favorece la muerte 

celular apoptótica (Alaimo et al., 2014). 

La sobreexposición a Mn ha sido vinculada con la apoptosis en cultivos primarios 

de astrocitos de rata y ratón (Yin et al., 2008; Fan et al., 2010), células de 

glioblastoma humano U87 y T98G (Puli et al., 2006; Park y Park, 2010), cultivos 

primarios de neuronas de rata (Malecki, 2001), células madre neurales de rata 

(Tamm et al., 2008), células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Li et al., 2010), 

células dopaminérgicas inmortalizadas MES 23.5 (Prabhakaran et al., 2009), células 

de feocromocitoma de ratón PC-12 (Hirata et al., 1998; Hirata, 2002; Ferrara et al., 

2013; Jiang et al., 2014), cultivos de fibroblastos de ratón NIH/3T3 (Oubrahim et al., 

2002), cultivos de miocitos ventriculares de rata (Yang et al., 2007), células B 

humanas (Schrantz et al., 1999; El Mchichi et al., 2007) y células de epitelio 

bronquial humano 16HBE (L. Zhang et al., 2013). La vía apoptótica mitocondrial ha 

sido señalada como responsable de la toxicidad del Mn en varios de los modelos 

mencionados (Malecki, 2001; Rao y Norenberg, 2004; Tamm et al., 2008; Yin et al., 

2008; Prabhakaran et al., 2009; Zhang et al., 2013; Jiang et al., 2014). 
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Si bien la generación de un estado de estrés oxidativo por exposición a Mn en el 

tejido nervioso ha sido bien demostrada (Erikson et al., 2004; Xu et al., 2009; 

Fernsebner et al., 2014), el posible daño a los lisosomas y su contribución a las vías 

apoptóticas no ha sido aún abordado.  

En el presente trabajo, la citotoxicidad inducida por Mn en MLS fue evaluada 

mediante los ensayos de reducción de MTT y retención de RN (Fig. 20). Ambas 

técnicas mostraron una disminución en la viabilidad celular a partir de las 12 hs de 

incubación con el metal. Sin embargo, la exposición a Mn durante 6 hs condujo a un 

incremento en la retención de RN (Figs. 20- 21).  

El ensayo de retención de RN depende de la capacidad celular de mantener 

gradientes de pH por medio de la producción de ATP. A pH fisiológico, el colorante 

posee una carga neta cercana a cero, lo que le permite atravesar las membranas 

celulares. Una vez en los lisosomas, el RN se protona y es retenido. Los agentes que  

inducen efectos adversos en estas organelas alteran la captación de RN, por lo que 

puede ser empleado para la detección de compuestos que afecten selectivamente a 

los lisosomas (Borenfreund y Puerner, 1985; Repetto et al., 2008).  

El ensayo de MTT ha sido descripto como una técnica para determinar la 

viabilidad celular, basada en la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales 

(Mosmann, 1983). Estudios posteriores llevados a cabo por Gonzalez y Tarloff 

(2001), demostraron que el MTT también es reducido por enzimas citosólicas y 

microsomales. En particular, Berridge y Tan (1993) atribuyen la reducción a la 

acción de NAD(P)H óxido-reductasas intracelulares. 

Teniendo en cuenta que los ensayos de citotoxicidad se basan en la medición de 

diferentes parámetros celulares, los mismos pueden arrojar resultados disímiles 

(Borenfreund et al., 1988; Weyermann et al., 2005). Por este motivo, y para evitar 

una sobre- o sub- estimación de la muerte, es recomendable emplear más de un 

ensayo de citotoxicidad y evaluar el efecto de distintas concentraciones y tiempos 

de incubación del agente testeado (Fotakis y Timbrell, 2006).  
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En nuestro caso, el aumento en la retención de RN se da en un contexto en el que 

la monocapa celular no se ve afectada ni se detectan cambios a nivel de la viabilidad 

celular medida por MTT (Fig. 20)  

Estudios realizados por Repetto y Sanz (1993) contribuyen a clarificar el modo 

en que la retención de RN es afectada por las alteraciones en las membranas 

lisosomales. En su trabajo, estos autores evalúan el efecto de la exposición de células 

de neuroblastoma Neuro-2a a 24 metales diferentes y estudian los efectos tóxicos 

específicos sobre los lisosomas. Ellos encuentran que ciertos metales generan un 

aumento en la retención de RN, aunque no detectan alteraciones en el caso del 

MnCl2. Este hecho puede ser atribuido a que las mediciones fueron realizadas solo 

luego de 24 hs de exposición y a que las células neuronales podrían responder a la 

injuria del Mn de manera diferente a las gliales. 

Complementando los resultados obtenidos por retención de RN, la tinción con 

Lysotracker Red DND-99 reveló la formación de VAs de tamaño aumentado como 

consecuencia de la exposición a Mn durante 6 hs en MLS (Fig. 22). Además, la 

marcación con el colorante fluorescente develó la presencia de este tipo de vesículas 

como resultado de la exposición al metal durante 24 hs en ambas condiciones de 

cultivo (Fig. 22A y B).  

Por tinción con naranja de acridina (Fig. 24A), hemos observado la formación de 

VAs de tamaño aumentado en las mismas condiciones que por marcación con 

Lysotracker Red DND-99 (Fig. 24A y B). Asimismo, empleando citometría de flujo 

se detectó un incremento en el volumen total de vesículas ácidas luego de 24 hs de 

exposición en ambas condiciones de cultivo (Fig. 24B). Estos resultados sugieren 

que la exposición a Mn podría inducir inicialmente un aumento en el tamaño de las 

VAs, conduciendo más tardíamente a un incremento en el volumen total de las 

mismas por célula.  

En las células existen distintos tipos de VAs. Entre ellas, se encuentran los 

lisosomas, los autolisosomas, los endosomas tardíos, los anfisomas y las organelas 

relacionadas a lisosomas, específicas de ciertos tipos celulares (Strømhaug y Seglen, 

1993; Saftig, 2006).  
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Los lisosomas constituyen un grupo heterogéneo de vacuolas de diferente 

tamaño, forma y densidad y las características propias de cada vesícula (tamaño, 

contenido) determinan su susceptibilidad ante un estímulo de estrés. Suzuki et al. 

(1983) reportaron que la intoxicación aguda con Mn en ratones genera acumulación 

del metal principalmente en los lisosomas. Además, demostraron que el Mn 

aumenta la formación de lisosomas primarios y secundarios, observados como 

cuerpos grandes y densos mediante microscopía electrónica de cortes del striatum 

y del mesencéfalo. Por este motivo, sugieren que los lisosomas juegan un rol 

importante en el metabolismo del metal y en el desarrollo de la neurotoxicidad 

inducida por Mn. 

El incremento en el tamaño lisosomal ha sido relacionado también con otras 

patologías neurodegenerativas. Los desórdenes de almacenamiento lisosomal 

comprenden un grupo de alrededor de 50 enfermedades caracterizadas por la 

acumulación de productos de deshecho en los lisosomas, lo que resulta en la 

formación de grandes vacuolas intracelulares (Greiner-Tollersrud y Berg, 2006). La 

presencia VAs de tamaño aumentado ha sido reportada también en trastornos 

neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (Nixon et al., 2008a) y en 

modelos de demencia frontotemporal (Lee et al., 2007) y de la enfermedad de 

Hungtinton (Heng et al., 2010). Por otra parte se ha demostrado que la cloroquina, 

un compuesto que inhibe directamente la función lisosomal, induce la dilatación de 

los lisosomas en células de la retina (Yoon et al., 2010). Es decir, que las causas que 

llevan a la formación de grandes VAs se relacionan generalmente con un daño 

específico sobre los lisosomas. 

Ono et al. (2003) han propuesto que el aumento en el tamaño de los lisosomas 

altera la tensión de la membrana e incrementa su susceptibilidad a la ruptura. Ante 

un estímulo de daño, la reparación de los lisosomas de mayor tamaño sería más 

dificultosa y, en caso de ocurrir la PML, los mismos liberarían mayor cantidad de 

contenido. Por lo tanto, el tamaño de los lisosomas consituye un factor de riesgo para 

su estabilidad. 

Los lisosomas son capaces de fusionarse homotípicamente o heterotípicamente. 

La fusión homotípica permite la redistribución del contenido lisosomal, mientras 
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que la heterotípica conduce a la degradación de material que proviene de las vías 

autofágica o endosomal (Ward et al., 2005). En estado estacionario, el tamaño 

promedio de los lisosomas es constante, lo que indica que su volumen está regulado 

por mecanismos de fusión y fisión. La desregulación de los procesos de fusión y 

fisión conduce a alteraciones en el tamaño lisosomal. El síndrome de Chediak 

Higashi es una enfermedad de almacenamiento lisosomal debida a la mutación del 

gen Chs1/ Lyst, que conduce a una disminución en la tasa de fisión lisosomal, y a la 

formación de lisosomas de gran tamaño (Durchfort et al., 2012). En nuestro modelo, 

no podemos descartar que el balance fusión/ fisión se encuentre alterado. Sin 

embargo, los estudios describiendo este proceso lisosomal son escasos y por lo 

tanto, se desconoce su relevancia en el desarrollo de patologías que no se deban a 

mutaciones genéticas específicas. 

Estudios previos de nuestro laboratorio indicaron que la exposición a Mn genera 

ROS y que el empleo de antioxidantes previene la muerte celular luego de 24 hs de 

exposición a Mn en MLS (Alaimo et al., 2011). En el presente trabajo, se demostró 

que los antioxidantes MLT y GSH previenen las alteraciones tempranas en el tamaño 

lisosomal observadas luego de 6 hs de exposición a Mn en MLS (Fig. 25). Por lo tanto, 

es posible que la muerte celular inducida por las ROS se encuentre, al menos en 

parte, mediada por el daño a los lisosomas. Se han descripto diferentes mecanismos 

mediante los cuales las ROS podrían afectar la integridad lisosomal. En primer lugar, 

el lumen lisosomal se caracteriza por poseer pH bajo, equivalentes de reducción y 

altos niveles de Fe2+. En estas condiciones, y en presencia de H2O2, se ven favorecidas 

las reacciones de Fenton, que conducen a la generación de OH•, a la peroxidación 

lipídica y a la permeabilización de la membrana lisosomal (Pivtoraiko et al., 2009; 

Lin et al., 2010). Además, se ha demostrado que la oxidación de los grupos tioles 

conduce al crosslinking de las proteínas de la membrana lisosomal afectando su 

conformación y distribución y aumentando la rigidez de la membrana. Estas 

perturbaciones incrementan la permeabilidad de la membrana a H+, K+ y H2O, 

labilizando a los lisosomas frente al estrés osmótico (Wan et al., 2001, 2002). 

La exposición a Mn durante 24 hs indujo la liberación parcial de la CatD y del 

colorante Lysotracker Red DND-99 al citosol tanto en MSFB como en MLS (Fig. 26). 



Discusión 

 
175 

Asimismo, mediante fraccionamiento subcelular, se detectó la liberación de la pro- 

CatD en el citosol, en MLS (Fig. 28B). 

El consenso general es que al ocurrir la PML, el contenido lisosomal se libera a 

través de poros no- selectivos. En este sentido, Bidère et al., (2003) reportaron que 

la translocación de proteínas al citosol se encuentra regulada por el peso molecular 

de las mismas. De esta manera, aquellas proteínas de peso molecular menor o igual 

a 40 kDa translocan al citosol con mayor facilidad. De todos modos, los mecanismos 

que gobiernan a la PML serían  dependientes tanto del estímulo de muerte como del 

tipo celular (Johansson et al., 2010). Teniendo en cuenta este antecedente y el hecho 

de que el anticuerpo empleado reconoce la forma madura de 14 kDa de CatD (Fig. 

27), es posible que las diferencias observadas entre ambos experimentos 

(inmunofluorescencia vs. western blot de las fracciones subcelulares) se deban a 

que, en el caso de la inmunofluorescencia, se esté detectando la liberación de la 

forma madura de 14 kDa de la CatD, la cual no pudo ser medida en el ensayo de 

western blot. 

En el último año, han surgido trabajos que demostraron la existencia un 

mecanismo autofágico de eliminación de lisosomas dañados (lisofagia), por el cual 

el daño a la membrana lisosomal conduce a la generación de autofagosomas y a una 

activación de la vía autofágica  que evita la muerte celular inducida por la PML (Hung 

et al., 2013; Maejima et al., 2013). En este sentido, es posible que en MSFB, donde 

ocurre la liberación de CatD (Fig. 26) y el proceso autofágico se encuentra activado 

(Figs. 40 y 43- 45), pero no se detecta muerte celular (datos no mostrados), la 

lisofagia juegue un rol protector.  

Los ensayos de inmunocitoquímica mostraron que parte del pool de CatD se 

localiza en el núcleo, tanto en las células control como en las expuestas a Mn (Fig. 

30). No obstante, es necesario realizar experimentos adicionales para abordar este 

estudio en mayor profundidad y confirmar esta localización así como su significado 

funcional. Hasta donde sabemos, la localización nuclear de la CatD ha sido reportada 

solo por de Duve et al. (1955), quienes encontraron actividad de esta enzima en una 

fracción nuclear obtenida por centrifugación diferencial de hígado de ratas sin 

tratar. Existen otros trabajos donde se observa marca aparentemente nuclear tanto 
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en cardiomiocitos en cultivo primario (Roberg, 2001) como en la línea celular de 

macrófagos J774 (Fratti et al., 2003), aunque el análisis de este parámetro no se 

consideró en estas publicaciones. Contrariamente, la localización nuclear de otras 

catepsinas como la B, la V  y la L  ha sido descripta (Tedelind et al., 2010; Goulet et 

al., 2007) y se ha sugerido que se encontrarían involucradas en la regulación de los 

niveles de ciertos factores de transcripción. En la apoptosis, se ha demostrado que 

la CatB es capaz de translocar al núcleo en células SH-SY5Y y en hepatocitos de rata 

y ratón. 

Las alteraciones inducidas por exposición a Mn no se relacionaron sólo con 

cambios en la localización celular de la CatD, sino también en su expresión. El Mn 

indujo un aumento en los niveles de la pro- enzima inmadura (52 kDa) tanto en 

MSFB como en MLS y del intermediario activo (48 kDa) en MLS (Fig 28A). 

Este efecto podría asociarse a perturbaciones en la vía autofágica- lisosomal 

descriptas en varias enfermedades neurodegenerativas (Nixon et al., 2008). En 

particular, se han detectado niveles de expresión aumentados de CatD en cerebros 

de pacientes que padecían la enfermedad de Alzheimer (Cataldo et al., 1995) y se ha 

demostrado que esta proteína se encuentra sobreexpresada en un modelo de 

parkinsonismo en primates (Yelamanchili et al., 2011). Estas alteraciones en la 

expresión de la proteasa estarían relacionadas con la activación anormal y la 

inestabilidad del sistema autofágico- lisosomal y probablemente tengan un rol en la 

disfunción celular. 

Por otra parte, se ha reportado que el daño a los lisosomas inducido por 

cloroquina impide el procesamiento de la CatD a sus formas maduras, conduciendo 

a una acumulación de la pro- enzima inmadura (Pivtoraiko et al., 2010). Si un 

proceso como el mencionado ocurre en nuestro modelo, es de esperar que la 

inhibición de la función lisosomal empleando BafA1 no tenga ningún efecto 

adicional sobre los niveles de expresión de las pro- enzimas luego de la exposición 

a Mn. La inhibición de la v- ATPasa generó un incremento mayor en las proformas 

de la enzima (Fig. 29C), lo que sugiere que los cambios observados se encuentran 

relacionados a mayores niveles de síntesis. De todos modos, estos resultados serán 

respaldados mediante ensayos de RT- PCR.  
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Recientemente, se ha demostrado la existencia de un regulador maestro de la 

función autofágica- lisosomal, el factor de transcripción EB (TFEB). El mismo 

reconoce secuencias regulatorias comunes en el promotor de los genes relacionados 

con la biogénesis y la función lisosomal. Entre ellos, se encuentran los que codifican 

a las catepsinas y a subunidades de la la v-ATPasa, así como a otras hidrolasas, 

transportadores y proteínas accesorias. La sobreexpresión de TFEB incrementa el 

número de lisosomas y mejora las capacidades degradativas de la célula. Además, 

este factor de transcripción modula el proceso autofágico, indicando que existe una 

regulación común que controla en conjunto a los mecanismos degradativos 

dependientes de la vía lisosomal (Sardiello y Ballabio, 2009; Sardiello et al., 2009). 

Dado que nuestros resultados muestran que el Mn genera un aumento en el volumen 

total de VAs (Fig. 24), así como en los niveles de CatD (Fig. 28) y la vía autofágica 

está activada (Figs 40, 43-45) es posible que un mecanismo mediado por TFEB sea 

funcional en nuestro modelo, induciendo un incremento en la masa lisosomal y 

favoreciendo la degradación autofágica.  En este sentido, los resultados obtenidos 

abren nuevas perspectivas para el estudio de este factor de transcripción así como 

de los efectos de su modulación en la toxicidad por Mn. Hasta la fecha, se conoce que 

la sobreexpresión de TFEB previene la acumulación de glucógeno en la enfermedad 

de Pompe (Spampanato et al., 2013), mejora el plegamiento y la actividad de la 

glucocerebrosidasa en la enfermedad de Gaucher, mientras que reduce la actividad de la Ⱦ- hexosaminidasa mutante asociada a la enfermedad de Tay Sachs (Song et al., 

2013), todas ellas enfermedades de almacenamiento lisosomal. Los cambios en los 

niveles de expresión de TFEB se han relacionado además con enfermedades 

neurodegenerativas más comunes. Así, este factor de transcripción está involucrado 

en la eliminación de los agregados de Ⱦ- sinucleina en PD (Decressac et al., 2013), la 

reducción de la agregación de la hungtintina en Hungtinton (La Spada, 2012; 

Tsunemi et al., 2012) y el aumento en la degradación de la proteína precursora de 

amiloide (APP) en Alzheimer (Parr et al., 2012). 
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Capítulo 2 

Rol de los lisosomas en la muerte celular 

 

En el presente trabajo se demostró que el Mn induce la PML cuando las células se 

exponen a este metal durante 24 hs en MSFB o MLS (Fig. 26) y que, en condiciones 

de privación de suero, la consecuente liberación de catepsinas al citosol se 

encuentra implicada en el clivaje de la caspasa-8 (Fig. 34) y Bid (Fig. 37), la pérdida 

del ∆φm y la translocación de citocromo c al citosol (Fig. 36) y la activación de las 

caspasas -9 (Fig. 38) y -3/7 (Fig. 39). Además, la PML conduce a un aumento en los 

niveles de expresión de FasL (Fig. 35) que podría contribuir a la amplificación de la 

señal de muerte a través del receptor Fas (Suhara et al., 2002). A la vez, no se 

descarta la ocurrencia de un feedback positivo por el cual la caspasa-3 activa 

conduzca a un aumento en el clivaje de las caspasas-8 y -9 (Zou et al., 2003; Yang et 

al., 2006).  

Los eventos mencionados, se encuentran involucrados en las vías de señalización 

apoptóticas y pueden ser inhibidos por PepA y Ca-074 Me. En efecto, la pre- 

incubación con estos inhibidores previno completamente la disminución en la 

viabilidad de células expuestas a Mn durante 24 hs en MLS. Además, la activación de 

las caspasas-3/-7, enzimas efectoras encargadas del desmantelamiento celular en la 

apoptosis, resultó totalmente inhibida por la PepA. Estos resultados ponen de 

manifiesto el rol central que juegan las catepsinas en la vía de muerte que tiene lugar 

río abajo de los lisosomas. En este sentido, se planea confirmar los resultados 

obtenidos mediante experimentos de silenciamiento de las CatD y B empleando 

siRNAs específicos y evaluando su efecto sobre la viabilidad celular y la activación 

de caspasas.  

Las CatD, B y L han sido relacionadas con los mecanismos de señalización 

apoptótica y su contribución a la muerte se encuentra generalmente mediada por la 

activación de la vía mitocondrial (Guicciardi et al., 2000; Roberg, 2001; Zhao et al., 

2003; Nagaraj et al., 2006; Conus et al., 2008; Marino et al., 2013). Nosotros 

demostramos que los inhibidores de catepsinas empleados previnieron 

parcialmente el desmantelamiento de las redes mitocondriales, la pérdida del Δφm 
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y la liberación del citocromo c (Fig. 36). En concordancia, la activación de la caspasa-

9, enzima iniciadora de la vía mitocondrial, también resultó parcialmente inhibida 

por PepA y Ca-074 Me (Fig. 38). Estos resultados demuestran que, como se 

mencionó anteriormente, la mitocondria es una organela blanco del daño mediado 

por las catepsinas.  

La integridad de la membrana mitocondrial está regulada a través de un fino 

balance entre los miembros pro- y anti- apoptóticos de la familia Bcl-2. Luego de la 

PML, las CatD y B son capaces de clivar a Bid, conduciendo a la activación de Bax y a 

la formación de poros en la mitocondria. En el presente trabajo hemos demostrado 

que los inhibidores de catepsinas previenen totalmente el clivaje de Bid (Fig. 37). 

Por lo tanto, es posible que además de Bid, otras proteínas pro- apoptóticas de la 

familia Bcl-2 sean responsables de la pérdida del Δφm que aún tiene lugar en 

presencia de PepA y Ca-074 Me. En cuanto a la prevención parcial de la liberación 

de citocromo c por parte de los inhibidores de catepsinas, es importante tener en 

cuenta que dicha liberación también puede ocurrir a través del poro de 

permeabilidad transitoria mitocondrial (Korsmeyer et al., 2000). 

Dado que además Bid es clivado por la caspasa-8 generando el fragmento tBid 

que es un mediador típico entre las vías de muerte extrínseca e intrínseca (Li et al., 

1998; Heinrich et al., 1999; Cirman et al., 2004; Caruso et al., 2006; Nagaraj et al., 

2006; Yacoub et al., 2008),  se requieren ensayos adicionales para esclarecer si las 

catepsinas procesan a Bid en forma directa o mediada por la caspasa-8. 

La activación de la caspasa-8 en los receptores de muerte puede conducir a la 

PML ya sea directamente (Guicciardi et al., 2000; Zhao et al., 2003) o por 

mecanismos mediados por ceramidas (Heinrich et al., 2004). En nuestro caso, la 

inhibición de la CatD previno parcialmente el clivaje de la caspasa-8, por lo cual, esta 

catepsina podría tener un rol en la activación de esta caspasa. En este sentido, se ha 

reportado que un pool de pro- caspasa-8 y de tBid residen en la membrana 

mitocondrial externa. La activación de la caspasa-8 en el DISC conduce a la 

activación del pool mitocondrial y al consecuente clivaje de Bid, lo que resulta 

esencial para la liberación de citocromo c (Schug et al., 2011). En nuestro 

laboratorio, hemos demostrado la presencia de la isoforma de 53 kDa de la caspasa-
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8 en fracciones enriquecidas en mitocondrias (Alaimo, 2012). La pre-incubación con 

PepA tuvo un efecto exclusivo sobre el clivaje de esta isoforma, por lo cual, las 

catepsinas podrían mediar la señal entre la caspasa-8 activada en el DISC y la 

mitocondrial. Para aclarar si un mecanismo como este es funcional en nuestro 

modelo, se planea evaluar en principio, mediante western blot, el efecto de los 

inhibidores de la vía lisosomal sobre la activación de la caspasa-8 en la fracción 

mitocondrial.  

El receptor Fas es un miembro de la familia de receptores de muerte y la 

expresión de su ligando (FasL) ha sido descripta principalmente en células del 

sistema inmune. Sin embargo, la expresión de FasL se ha reportado también en 

diferentes tipos celulares del sistema nervioso, entre ellos, los astrocitos. Se postula 

que los niveles incrementados de Fas y FasL encontrados en condiciones de 

inflamación podrían favorecer la neurodegeneración. En particular, se ha descripto 

que la señalización mediada por este sistema contribuiría a la muerte neuronal en 

las enfermedades de Alzheimer y Esclerosis Múltiple (Choi et al., 1999; Ethell y 

Buhler, 2003; Choi y Benveniste, 2004).  

Existen evidencias que sugieren que los procesos de muerte inducidos por 

distintas señales de estrés mediados por la proteína p53, conducen a la activación 

del sistema Fas- FasL. En los mismos, se ha demostrado que el incremento en los 

niveles de expresión de Fas es dependiente de p53 (Müller et al., 1998; Embree-Ku 

et al., 2002). Además, este factor de transcripción puede movilizar un pool de Fas 

presente en el Golgi hacia la membrana plasmática y favorecer la activación de la vía 

de muerte del receptor (Bennett et al., 1998). En nuestro modelo, la pre-incubación 

con PepA, Ca-074 Me y BafA1 lograron prevenir el aumento en los niveles de FasL 

(Fig. 35). A la vez, PepA previno el aumento en los niveles de p53 inducido por Mn 

(resultados no mostrados), lo que podría contribuir con una menor activación de la 

vía de Fas- FasL y disminuir parcialmente el clivaje de la caspasa-8. Teniendo en 

cuenta que la inhibición de la vía de Fas en nuestro modelo previene completamente 

la muerte celular (Alaimo, 2012), esta constituiría un mecanismo apical en la 

señalización apoptótica. Por lo tanto, es posible que los niveles de FasL que se 

expresan constitutivamente en astrocitos (Choi et al., 1999) conduzcan a la 



Discusión 

 
181 

activación del receptor, y que los niveles de expresión observados luego de 24 hs se 

deban a una mayor transcripción del gen relacionada con un proceso de 

amplificación que retroalimenta la cascada. 

Uno de los temas más discutidos en cuanto al rol pro- apoptótico de las 

catepsinas, se refiere a su actividad a pH citosólico. Se ha demostrado que la CatB 

puede catalizar el clivaje de uniones peptídicas por medio de su actividad 

endopeptidasa o bien por medio de la exopeptidasa (peptidil- dipeptidasa y 

carboxipeptidasa). Estos mecanismos funcionan óptimamente a pH diferentes, lo 

que sugiere que no tienen lugar en el mismo momento y contexto celular. A pH ácido, 

la catepsina B tiene actividad predominantemente peptidil dipeptidasa y 

carboxipeptidasa. Por otra parte, la actividad endopeptidasa tiene un pH óptimo 

~7,4 (Linebaugh et al., 1999).   

No se ha reportado precisamente el mecanismo por el cual la CatD exhibe 

actividad a pH neutro. Si bien esta enzima tiene actividad máxima a pH 3- 4 (Benes 

et al., 2008), Heinrich et al. (2004) demostraron mediante estudios in vitro que la 

CatD es capaz de clivar a Bid a pH 6,2. En el mismo trabajo, se describe un 

mecanismo que favorece dicho clivaje: los autores demuestran que la activación de la apoptosis por TNFȽ en células HeLa, conduce a la co- localización de la CatD y Bid 

en endosomas, donde Bid se ubica sobre la superficie y CatD en el lumen. Estos 

hallazgos, en un contexto apoptótico donde el citosol se acidifica, contribuirían al 

clivaje de Bid y a la activación de los mecanismos que tienen lugar río abajo. Sin 

embargo, aún restan por conocer otras proteínas blanco de la CatD y los mecanismos 

involucrados en su procesamiento a pH neutro.  

Si bien la CatB actúa como un factor de muerte, su actividad fuera de los lisosomas 

puede ser inhibida por inhibidores citosólicos de cistína proteasas, las estefinas. Sin 

embargo, no han sido reportados este tipo de inhibidores para la CatD, lo que 

probablemente se encuentre relacionado con su rol predominante en los 

mecanismos de muerte mediados por los lisosomas (Bidère et al., 2003).  

La inhibición de las catepsinas condujo a un aumento en la retención de RN (Fig. 

32). En este sentido, se ha demostrado que en ciertas variantes de la enfermedad de 
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almacenamiento lisosomal lipofuscinosis neuronal ceroidea (NCL) en la que la CatD se 

encuentra mutada (Goebel y Wisniewski, 2004), así como en ratones CatD (-/-) 

(Koike et al., 2005), existe una progresiva acumulación de autofagosomas y 

autolisosomas. Asimismo, se encontraron alteraciones similares por medio de la 

inhibición farmacológica de las cisteína proteasas in vivo (Ivy et al., 1984) y por el 

doble knock out de las CatB y L en ratones (Felbor et al., 2002). 

 

Los efectos protectores de la BafA1 sobre la activación de las vías extrínseca e 

intrínseca fueron observados a una concentración de 0,1 nM, a la cual el inhibidor 

no tiene efecto sobre el pH lisosomal (Fig. 33B) ni es capaz de inhibir a la v-ATPasa 

en un sistema libre de células (Bowman et al., 1988). El empleo de concentraciones 

bajas de BafA1 ha sido efectivo en prevenir la apoptosis en modelos donde la señal 

de estrés tiene como blanco la función lisosomal. En este sentido, Shacka et al. 

(2006) comprobaron que dosis ≤ ͳ nM de BafAͳ inhiben la apoptosis en cultivos de 

neuronas granulares de cerebelo expuestos a cloroquina. Años más tarde, el mismo 

grupo aportó nuevos hallazgos respecto al rol de la BafA1 demostrando que este 

compuesto es capaz de atenuar la muerte en células de neuroblastoma humano SH-

SY5Y expuestas a cloroquina, hidroxicloroquina, amodiaquina y estaurosporina con 

un efecto máximo a concentraciones ≤ ͳ nM. Además, la BafAͳ fue capaz de inhibir 

la activación de la caspasa-3, mantener el correcto procesamiento de la CatD, y 

preservar el flujo autofágico en células cuales expuestas a cloroquina (Pivtoraiko et 

al., 2010). En base a estos trabajos los autores concluyen que la acción protectora de 

la BafA1 se encuentra río arriba de la activación de la vía de muerte mitocondrial 

dependiente de Bax. BafA1 podría afectar la interacción de miembros de la familia 

Bcl-2 con los lisosomas o bien con la mitocondria, preservando la integridad de la 

membrana de dichas organelas y consecuentemente la vía autofágica- lisosomal 

(Pivtoraiko et al., 2010; Shacka et al., 2006a, 2006b). En el presente trabajo nosotros 

hemos demostrado efectos protectores de la BafA1 a nivel de la injuria mitocondrial 

pero también de otros componentes de la cascada apoptótica. 

Cabe destacar que en el presente trabajo, la BafA1 0,1 nM previno el aumento en 

la retención de RN inducido por 6 hs de exposición a Mn (Fig. 33B), lo que sugiere 

que, además de sus acciones anti- apoptóticas, tiene un efecto a nivel del aumento 
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en las VAs. Por lo tanto, si bien se desconoce el blanco directo de la acción de este 

inhibidor, nuestros resultados avalan su empleo como posible agente protector 

frente a estímulos que afectan negativamente a la función lisosomal. 

Por otra parte, a concentraciones en las que inhibe a la v-ATPasa, se ha reportado 

que la BafA1 promueve la apoptosis en neuronas granulares de cerebelo (Shacka et 

al., 2006b), en células de neuroblastoma SH-SY5Y (Pivtoraiko et al., 2010), en la línea 

celular de macrófagos RAW (Xu et al., 2003), en la línea tumoral de páncreas Capan-

1 (Ohta et al., 1998), en la línea tumoral gástrica MKN-1 (Nakashima, 2003) y en al 

menos otras 11 líneas celulares (Nishihara et al., 1995). 

Nuestros resultados indicaron que la exposición durante 25 hs a concentraciones 

de BafA1 mayores o iguales a 10 nM fueron tóxicas en las células C6 (Fig. 33A). De 

todos modos, cabe destacar que la incubación durante un período corto (2hs) con 

BafA1 100nM, que fue empleada en las Figs. 30 y 43, no induce muerte celular en 

este tipo celular. 

 

Capítulo 3 

Rol de la autofagia en la citotoxicidad inducida por Mn 

 

Teniendo en cuenta que el Mn induce estrés oxidativo que conduce a la disfunción 

mitocondrial y lisosomal y que las organelas dañadas son eliminadas por procesos 

autofágicos, resultó de interés investigar el rol de la autofagia en la citotoxicidad 

inducida por Mn. 

Nuestros resultados mostraron que la exposición a Mn conduce a la formación de 

autofagosomas y autolisosomas detectados mediante marcación con MDC (Fig. 40) 

y LC3 (Fig. 44) (6hs en MLS, 24 hs en MSFB). En concordancia con estas evidencias, 

el análisis western blot reveló un aumento en los niveles de expresión de LC3-II (Fig. 

43) para 24 hs de exposición en MSFB y MLS y de Beclina -1 (Fig. 47) (6 hs en MLS 

y 24 hs en ambas condiciones). La inhibición de la autofagia empleando 3-MA 

incrementó la muerte celular inducida por 24 hs de exposición en MLS (Fig. 45).  

Estas evidencias indican que en respuesta al insulto generado por el Mn, las células 

activarían la autofagia como un mecanismo de rescate. 



Discusión 

 
184 

La autofagia ha sido inicialmente relacionada con la supervivencia frente a 

condiciones de estrés celular, y típicamente, a la privación de nutrientes. Con el 

tiempo, se ha demostrado que este es un proceso activo en todos los tipos celulares 

y que distintos estímulos pueden conducir a la activación de este mecanismo. Hoy 

se sabe que la autofagia juega un rol en varios procesos patológicos incluyendo 

cáncer, neurodegeneración, envejecimiento, autoinmunidad, cardiopatías e 

infección (Eisenberg-Lerner et al., 2009; Gump y Thorburn, 2011).  

Dependiendo del contexto, la autofagia puede desempeñar funciones que 

favorezcan la supervivencia o la muerte celular (Gump y Thorburn, 2011). La 

presencia de vacuolas autofágicas en las células en proceso de muerte ha conducido 

frecuentemente a la adjudicación de un rol de la autofagia en la muerte celular. Por 

esta causa, es bastante frecuente el empleo del término “muerte celular autofágica” 

en diversos artículos relacionados con esta área de investigación. Sin embargo, tanto 

el uso de este término como el rol preciso de la autofagia  en la muerte celular es un 

tema aún en debate (Galluzzi et al., 2012; Shen et al., 2012).  

Eisenberg-Lerner et al. (2009) proponen tres mecanismos de interacción entre la 

autofagia y la apoptosis que dependen del estímulo y del tipo y contexto celular. En 

primer lugar, la apoptosis y la autofagia pueden co- participar en la inducción de la 

muerte de manera coordinada o cooperativa. En segundo lugar, la autofagia puede 

antagonizar a la apoptosis, promoviendo la supervivencia celular por medio del 

reciclado de nutrientes, la eliminación de organelas dañadas y la remoción de 

agregados. En tercera instancia, la autofagia puede facilitar indirectamente la 

apoptosis, generando ATP que va a permitir la inducción de procesos dependientes 

de energía como la exposición de la fosfatidil serina y el burbujeo de la membrana 

plasmática. El hecho de que en nuestro modelo de muerte celular inducida por Mn, 

la inhibición de la autofagia resulte en un aumento en la toxicidad del Mn, sugiere 

que este proceso antagoniza la apoptosis, probablemente a través de la eliminación 

de proteínas y organelas dañadas. 

La eliminación de mitocondrias disfuncionales por medio de la autofagia es un 

evento que colabora con el control de calidad mitocondrial y protege a la célula de 

los efectos deletéreos de las mitocondrias disfuncionales. En particular, la mitofagia 
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retrasa la apoptosis intrínseca limitando la liberación de factores pro- apoptóticos 

desde la mitocondria dañada al citosol (Mariño et al., 2014). En base a estos 

antecedentes, realizamos ensayos tendientes a dilucidar si la mitofagia tenía lugar 

como un mecanismo de supervivencia en nuestro modelo. Para ello, se estudió si 

dicho evento era activado luego de una exposición corta a Mn (6 hs), para la cual no 

se detecta pérdida del Δφm, un evento que marca el punto de no- retorno para la 

muerte celular (Kroemer et al., 2007).  

Los resultados indicaron que la eliminación autofágica de mitocondrias no se 

activa en estas condiciones experimentales (Fig. 50) y tampoco se observan 

alteraciones en la dinámica mitocondrial. Esto último se remarca dado que  la fisión 

de las mitocondrias es un evento directamente relacionado a su eliminación por 

mitofagia (Chen y Chan, 2009; Mao y Klionsky, 2013). Considerando que para 24 hs 

de exposición a Mn en MLS hemos demostrado que ocurre considerable fisión 

mitocondrial (Alaimo et al., 2014), es posible que a tiempos mayores de incubación, 

el proceso de mitofagia tenga lugar. Por este motivo, se planea realizar estudios 

empleando tiempos mayores de exposición a Mn (12- 18 hs) con el fin de evaluar si 

este mecanismo es relevante para la protección celular a tiempos más tardíos.  

Las PI3Ks C1 y C3 se encuentran involucradas en la regulación de la autofagia. 

Mientras el producto de la enzima C1, PI(3,4,5)P3 inhibe la señalización autofágica, 

el PI3P generado por la enzima C3 activa dicho proceso. El efecto neto de los 

inhibidores de PI3Ks (3-MA y WM) es típicamente el bloqueo en la autofagia, dado 

que la enzima PI3KC3 tienen un efecto río abajo de la regulación negativa llevada a 

cabo por la C1 (Klionsky et al., 2012). Además, la 3-MA inhibe mediante patrones 

temporales diferentes según la PI3K sobre la cual actúa. De esta forma causaría una 

inhibición a largo plazo de la PI3KC1, pero solo una inhibición transiente de la 

enzima C3. De hecho, la exposición prolongada a 3-MA en células control, y en 

particular a concentraciones sub- óptimas, puede promover la autofagia por medio 

de la inhibición de la PI3KC1 (Wu et al., 2010). En nuestro modelo, la 3-MA inhibió 

la autofagia inducida por 6 y 24 hs de exposición a Mn (Resultados no mostrados y 

Fig. 45BII), mientras que la WM tuvo efecto sobre este proceso solo luego de 6 hs 

de exposición al metal (Fig. 46B).  
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 Los dos inhibidores empleados lograron prevenir la autofagia por exposición a 

Mn durante 6 hs (resultados no mostrados y Fig. 46). Asimismo, tanto 3-MA como 

WM previnieron completamente el aumento en la retención de RN inducida por Mn, 

lo que sugiere que dicho proceso se encuentra relacionado a la activación de la 

autofagia.  

Vías de señales involucradas en la autofagia y la apoptosis 

  

Los mecanismos de señalización involucrados en la apoptosis y la autofagia se 

encuentran estrechamente conectados, no solo por su capacidad de ser activados 

por los mismos estímulos, sino que además comparten proteínas críticas para su 

ejecución. Dada la complejidad y diversidad de estas interconexiones, hasta el 

momento, se encuentra poco comprendido el modo en que la apoptosis y la 

autofagia dialogan. 

En la Tabla 3 se muestran las proteínas que participan de ambos procesos. Entre 

ellas, las que han sido más estudiadas son p62 y Beclina-1.  
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Tabla 3. Proteínas relacionadas a la regulación de la apoptosis y de 

la autofagia. Adaptado de Gump y Thorburn (2011) con modificaciones. 
Se señalan con flechas las proteínas estudiadas en el presente trabajo. 

 

Beclina 1 es una proteína BH3- only que forma complejos con la PI3KC3, los cuales 

favorecen la nucleación de autofagosomas y contribuyen con la autofagia. Esta 

proteína interactúa a través de su dominio BH3 con los miembros anti- apoptóticos 

de la familia Bcl-2. Por lo tanto, la disponibilidad de Beclina 1 para unir a la PI3KC3 

y activar la autofagia, se encuentran regulada por los niveles de proteínas 

involucradas en el proceso apoptótico (Kang et al., 2011). En este sentido, la 

fosforilación de Bcl-2 por parte de JNK1, impide su unión a Beclina 1 y favorece la 

activación de la PI3KC3 y la autofagia (Wei et al., 2008). Además, la fosforilación de 

Beclina 1 por parte de la proteína quinasa asociada a la muerte (DAPK), relacionada 

al proceso apoptótico, la disocia de Bcl-XL y favorece su unión a la PI3KC3 (Zalckvar 

et al., 2009).  

La exposición a Mn durante 6 hs en MLS o 24 hs en ambos medios de cultivo, 

condujo a un aumento en los niveles de expresión de Beclina 1 (Fig. 47). La 

expresión de esta proteína pueden aumentar durante el proceso autofágico y se 

encuentra bajo la regulación de los factores de transcripción NFɈB y EʹF y de 
miRNAs (Kang et al., 2011). Curiosamente, la detección de Beclina 1 mostró la 

presencia de 2 bandas de peso molecular muy cercano, con una tendencia a un 

aumento mayor en la expresión de la banda pesada. Estos resultados podrían estar 

indicando el aumento de la forma fosforilada por DAPK luego de la exposición a Mn. 

En paralelo con estos hallazgos, en el laboratorio se ha demostrado que los niveles 

de expresión de Bcl-2 disminuyen por exposición a Mn en un contexto apoptótico 

(24 hs, MLS) (Alaimo et al., 2011), con lo cual, el balance entre Beclina 1 y Bcl-2 

aumenta, favoreciendo la activación de la PI3KC3 y la autofagia.   

La proteína p62 posee en su estructura diversos dominios de interacción 

proteína- proteína, entre los cuales se destacan los dominios de unión a LC3, de 

unión a ubiquitina y de oligomerización (Moscat y Diaz-Meco, 2009). En la autofagia, 

p62 reconoce a proteínas poliubiquitinadas y forma complejos que, por medio de la 

unión a LC3, se degradan en los autolisosomas (Bjørkøy et al., 2005; Klionsky et al., 
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2012). Por otra parte, el rol de p62 en la apoptosis se encuentra menos estudiado. 

Jin et al. (2009) han demostrado que p62 puede colaborar con la activación de la 

caspasa-8 en un contexto apoptótico. Estos autores han demostrado que la 

activación de los receptores de muerte DR4/ DR5, conduce a la ubiquitinación de la 

caspasa-8 en el DISC, el reconocimiento por p62 y la translocación de la caspasa a 

foci citosólicos, donde la agregación facilita su activación por autoproteólisis. 

Asimismo, la caspasa-8 puede activarse de modo dependiente de p62 por señales de 

estrés que impactan en el RE (Tomar et al., 2013). Cabe destacar que la activación 

dicha caspasa en este modelo ocurre en la membrana de autolisosomas de tamaño 

mayor al habitual (>2 µm). En nuestro sistema, parte de las VAs de tamaño 

aumentado co- localizaron con LC3 (Fig. 44A), lo que indica que se trata de 

autolisosomas. Por lo tanto, es interesante evaluar si estas vesículas poseen un rol 

directo en la activación de la caspasa-8. Para ello, en primera instancia, se 

investigará la posible co- localización entre la caspasa-8 activa con p62 y con las VAs 

de tamaño aumentado mediante inmunofluorescencia y/inmunoprecipitación. En 

caso de observarse interacción con este compartimiento, se estudiará el efecto de la 

inhibición de la autofagia sobre la activación de la caspasa-8 empleando una 

aproximación farmacológica (3-MA) y una genética (knockdown de Atg7).  

En nuestro modelo, la inhibición de la autofagia por 3-MA aumenta la toxicidad 

del Mn. No obstante, aún si la autofagia fuera necesaria para la apoptosis (como en 

los modelos descriptos en el párrafo anterior), la inhibición de este proceso de 

muerte puede modificar la respuesta celular al estrés e inducir muerte por necrosis 

(Golstein y Kroemer, 2007).  

En contraposición a los mecanismos de interacción operantes entre la autofagia 

y la apoptosis descriptos anteriormente, la autofagia puede favorecer la 

supervivencia degradando a la caspasa-8 y previniendo la apoptosis (Hou et al., 

2010). El posible rol de la autofagia activando o inhibiendo la apoptosis mediada por 

caspasa-8, podrá aclararse mediante los experimentos de inhibición farmacológica 

y genética propuestos y la determinación de parámetros apoptóticos y autofágicos. 

Es bien conocido que las MAPK cumplen un papel relevante en la señalización de 

la muerte celular apoptótica (Wada y Penninger, 2004). En la autofagia, el rol preciso 
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de las estas quinasas se encuentra poco caracterizado y cumplen una función 

modulando a proteínas específicas relacionadas con dicha vía (Sridharan et al., 

2011). No obstante, los mecanismos de acción de cada una de las quinasas dependen 

de la naturaleza del estímulo, así como de la intensidad y duración de la señal de las 

MAPKs activadas (Lu y Xu, 2006; Webber, 2010). 

La exposición a Mn condujo a alteraciones en los niveles de fosforilación de JNK, 

ERK y Akt. En particular, los niveles de pJNK y pERK aumentaron a partir de las 6 hs 

de exposición al metal en ambas condiciones de cultivo y los de pAkt disminuyeron 

luego de 6 hs de exposición en MSFB y MLS y luego de 24 hs en MLS (Fig. 48). 

Curiosamente, se observó un aumento en los niveles de JNK 1 en todas las 

condiciones de exposición, un hecho poco común pero que ha sido relacionado con 

la activación de la autofagia mediada por el receptor Fas (Zhang et al., 2008). Si bien 

este receptor se encuentra directamente relacionado con la apoptosis en nuestro 

modelo, no se descarta que pueda además, activar la autofagia. Por otra parte, se ha 

descripto que la isoforma 1 de JNK es capaz de fosforilar a Bcl-2, generando su 

disociación de Beclina 1 y activando la vía (Wei et al., 2008). Adicionalmente se ha 

reportado que la activación de JNK río abajo de la inducción de la autofagia es un 

evento crucial para la ocurrencia de la muerte celular autofágica (Shimizu et al., 

2010).  

En relación a la apoptosis, la quinasa JNK tiene un papel modulando la 

transcripción de genes pro- apoptóticos o regulando la actividad de las proteínas 

mitocondriales pro- y anti- apoptóticas por fosforilación (Dhanasekaran y Reddy, 

2008).  

 Por su parte, ERK puede activar la autofagia desensamblando los complejos 

mTORC1 y mTORC2 (Wang et al., 2009). La exposición a factores de crecimiento 

aumenta la interacción de la cascada de ERK con las proteínas Atg tanto en el citosol 

como en el núcleo, donde las Atg funcionan como scaffolds en la regulación de la 

fosforilación de la MAPK (Martinez-Lopez et al., 2013). En este último caso, ERK se 

activa una vez que la autofagia se encuentra activada. En relación a la apoptosis, la 

activación de la vía de ERK resulta en efectos inhibitorios de este proceso en 
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respuesta a un amplio rango de estímulos, río arriba, río abajo o 

independientemente de la vía apoptótica intrínseca. Esta quinasa es capaz de inhibir 

proteínas pro- apoptóticas como Bad y Bim, así como activar anti- apoptóticas como 

Bcl-2, Bcl-XL, IAP y Mcl-1. Contrariamente, la activación sostenida de ERK puede 

promover las vías intrínseca o extrínseca de muerte induciendo la translocación de 

citocromo c, la activación de la caspasa-8 o la disminución en los niveles de LAMP-1 

y -2, favoreciendo la vía de muerte lisosomal (Lu y Xu, 2006; Cagnol y Chambard, 

2010).  

En el presente trabajo, la pre-incubación con el inhibidor de la vía de ERK 

(PD98059), previno el aumento en la retención de RN luego de 6 hs de exposición a 

Mn, lo que sugiere que esta quinasa se encuentra relacionada con las alteraciones 

observadas en las VAs y probablemente con la autofagia (Fig. 49). Por otra parte, no 

se observaron en este ensayo efectos mediados por la inhibición de la vía de JNK 

(SP600125). El rol de estas quinasas en la autofagia será complementado con el 

estudio de los niveles de formación de LC3-II en presencia de los inhibidores de 

estas vías. 

La inhibición de las vías de ERK y JNK no tuvo efecto neto sobre la muerte celular. 

La MAPK p38 ha sido relacionada principalmente con la activación de la 

apoptosis y la inhibición de la autofagia. Se ha reportado que p͵ͺȽ regula 
negativamente la activación de la autofagia inhibiendo a mAtg9, una proteína 

esencial para dicho proceso (Zarubin y Han, 2005; Webber, 2010). Resultados 

previos obtenidos en el laboratorio, indicaron que los niveles de fosforilación de p38 

no varían luego de 24 hs de exposición a Mn en MSFB o MLS (datos no publicados), 

por lo que dicho ensayo no fue contemplado en el presente trabajo. Sin embargo, se 

estudiará la activación de p38 luego de 6 hs de exposición al metal. 

Akt juega un rol crucial en la inhibición de la apoptosis. Uno de los mecanismos 

de acción de esta quinasa consiste en la fosforilación de proteínas blanco, como por 

ejemplo la proteína pro- apoptótica Bad. En el estado fosforilado Bad se une a la 

chaperona 14-3-3 lo cual permite que la proteína fosforilada se mantenga inactiva. 

Además, Akt regula negativamente la actividad de JNK y p38 (Franke et al., 2003). 
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Por otra parte, esta quinasa ha sido clásicamente involucrada en la inhibición de la 

autofagia por medio de la fosforilación del complejo de esclerosis tuberosa 2 (TSC2) 

en múltiples sitios, disminuyendo la actividad inhibitoria del mismo sobre mTORC1 

(Huang y Manning, 2009). Akt puede también fosforilar a Beclina 1 en la S295 (y 

probablemente en la S234), favoreciendo su unión a proteínas 14-3-3 y a filamentos 

intermedios, lo que contribuye a la inhibición de la autofagia por un mecanismo 

alternativo (Wang et al., 2012).  

En nuestro modelo, el Mn indujo una disminución en los niveles de fosforilación 

de Akt, que puede estar relacionado con la activación de la autofagia y/ o la 

apoptosis, y puede cumplir un rol diferente para cada una de las condiciones de 

cultivo y tiempos de exposición (Fig. 48). Notablemente, los inhibidores de PI3K 3-

MA (protocolo I, Fig. 45) y WM 500 nM (Fig. 46), disminuyeron la viabilidad celular 

de las células control, pero no tienen un efecto adicional en las expuestas a Mn 

durante 24 hs. Es posible que la inactivación de la vía de supervivencia de Akt como 

producto de la exposición a Mn durante 24 hs, se encuentre relacionada con la falta 

de efecto de los inhibidores a este nivel.  

En el presente trabajo se estudió el efecto de la exposición a Mn durante distintos 

tiempos y condiciones de cultivo. Resultados previos de nuestro laboratorio (Alaimo 

et al., 2011) indicaron que luego de 24 hs de exposición al metal en MLS se encuentra 

activado un mecanismo apoptótico que, en presencia de MSFB, se detecta luego de 

48 hs de incubación (resultados no mostrados). 

La conveniencia del empleo del SFB está sujeta a debate, principalmente en 

células del sistema nervioso. Si bien su uso ha sido indispensable para posibilitar el 

cultivo de distintos tipos celulares, su alto contenido de nutrientes, hormonas y 

factores de crecimiento, puede enmascarar los efectos producidos por 

determinados agentes. En el tejido nervioso en particular, la BHE permite el paso de 

ciertos componentes en una concentración definida para el correcto desarrollo y el 

mantenimiento de la red neuronal. Por este motivo, se trata de hallar medios de 

cultivo que se asemejen en la mayor medida posible a las condiciones en que se 

encuentra cada tipo celular in vivo (Romijn, 1988).  
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Además, la exposición a Mn en MSFB merece una particular consideración, dado 

que el metal es capaz de unirse a proteínas del plasma tales como albúmina, transferrina y Ƚʹ-macroglobulina lo cual disminuye su concentración efectiva 

(Rabin et al., 1993).  

Por otra parte, se ha reportado que la privación de suero por si misma puede 

disparar mecanismos autofágicos (Mitchener et al., 1976; Punnonen et al., 1992). Si 

bien para estudiar los mecanismos apoptóticos empleando concentraciones de Mn 

que una vez incorporadas a la célula se mantuvieran en un nivel fisiológico, fue 

necesaria la exposición en MLS, esta condición podría activar la autofagia. Por esta 

causa, el estudio de esta vía se realizó en ambas condiciones de cultivo y distintos 

tiempos de incubación, los cuales se superponen (24 hs en MLS) o no (6 hs en MSFB 

o MLS, 24 hs en MSFB) con la activación de procesos apoptóticos.  

Capítulo 4 

Estudios in vivo 

En el año 1959, Russell y Burch propusieron el concepto de las 3 R para la 

experimentación en animales de laboratorio: Reemplazo de los animales de 

experimentación, Reducción del número empleado y Refinamiento de las técnicas 

para aminorar el sufrimiento.  

Por medio del empleo de técnicas in vitro, se investigaron en profundidad los 

mecanismos celulares y moleculares que se desencadenan en respuesta a la 

exposición a Mn. Sin embargo, los estudios in vivo fueron necesarios para validar la 

respuesta de los astrocitos a la intoxicación aguda y las posibles alteraciones en los 

niveles de expresión de la CatD, como marcador de la alteración en la vía lisosomal 

en este u otros tipos celulares. 

El modelo de toxicidad aguda empleado, en el cual un hemisferio cerebral es 

inyectado con Mn y el otro con vehículo, reduce la variabilidad y permite disminuir 

notablemente el número de animales empleados. 

El protocolo empleado ha sido puesto a punto en nuestro laboratorio y hemos 

encontrado que el hemisferio tratado presentó daño en el striatum, observado por 
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una disminución en la población celular y presencia de células con núcleos 

picnóticos (una característica del proceso apoptótico) (Alaimo et al., 2014).  

En el presente trabajo, el abordaje de planteó de modo de obtener información 

acerca del posible efecto específico del Mn sobre los astrocitos. La proteína GFAP 

forma parte de los filamentos intermedios y se encuentra expresada 

predominantemente en los astrocitos. Nuestros resultados in vivo mostraron que la 

inyección intra- estriatal de ͳ Ɋmol de Mn generó una marcada disminución en los 

niveles de GFAP en el striatum (Fig. 52). Cabe resaltar que dicha alteración fue 

observada exclusivamente en esta estructura y no así en la corteza ni en el globus 

pallidus. De hecho, la zona del globus pallidus aparentó una mayor marcación con 

GFAP en el hemisferio tratado (resultados no mostrados). La proliferación de 

astrocitos en esta estructura, ha sido reportada previamente en autopsias de 

pacientes (Yamada et al., 1986) 

La disminución en la marca de GFAP fue encontrada también en modelos 

animales de isquemia, diabetes y consumo de alcohol; todos ellos estímulos que 

conducen a un daño en el SNC (Liu et al., 1999; Rintala et al., 2001; Lechuga-Sancho 

et al., 2006; Coleman et al., 2010). En dichos trabajos, la disminución en GFAP estuvo 

relacionada con una menor expresión de la proteína (Rintala et al., 2001; Coleman 

et al., 2010;) o bien con la muerte celular de los astrocitos (Liu et al., 1999; Lechuga-

Sancho et al., 2006). Para clarificar cual es el caso en la intoxicación con Mn, se 

llevará a cabo un ensayo de co- inmunomarcación con GFAP y S100B, otra proteína 

expresada principalmente por los astrocitos, para corroborar si los cambios 

observados son exclusivos sobre GFAP o se relacionan con un menor número de 

astrocitos. 

Si bien los resultados conjuntos de Alaimo et al. (2014) y de esta Tesis, apuntan a 

que la disminución en la expresión de GFAP probablemente se deba a la muerte de 

los astrocitos, existen otros contextos que pueden explicar estas observaciones. 

Middeldorp et al. (2009) reportaron que la inhibición del proteasoma disminuye 

los niveles de ARNm y proteína de GFAP en células de glioblastoma y previene el 

aumento en la expresión que se induce durante la astrogliosis reactiva en cerebro 
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de rata. Los autores encontraron que la cloroquina, un inhibidor de la función 

lisosomal, también disminuye los niveles de ARNm de GFAP, aunque de manera 

menos marcada. En ensayos in vitro llevados a cabo en células PC12, se demostró 

que el estrés oxidativo generado por exposición a Mn inhibe el proteosoma (Cai et 

al., 2007).  

Nuestros hallazgos demostrando el daño a los lisosomas y las alteraciones en las 

vías degradativas sugieren que estos procesos podrían estar relacionados con la 

disminución en la marca de GFAP. 

En la literatura, han sido empleados distintos modelos en roedores para evaluar los 

efectos tóxicos del Mn, obteniéndose resultados disímiles. La generación de la 

neurotoxicidad por este metal depende de la dosis acumulada, la ruta de 

administración y el punto final escogido para la examinación (Newland, 1999). La 

proliferación de astrocitos en el striatum fue observada luego de 24 hs de una 

inyección intraperitoneal (i.p.) única de Mn (Suzuki et al., 1983), así como por la 

administración de Mn en el agua por un sonda gástrica, una vez al día durante 8 

semanas (Liu et al., 2006). La exposición de ratas durante 10 días a vapores de 

soldadura conteniendo Mn produjo un aumento leve de la expresión de GFAP en el 

striatum (Antonini et al., 2009), mientras que no se observaron diferencias respecto 

a los animales control por exposición sub- crónica (13 semanas) a Mn inhalable 

(Dorman et al., 2002).  

Hasta donde sabemos, se han reportado 5 casos de astrogliosis por 

sobreexposición a Mn en humanos, varios de ellos en la primera mitad del siglo XX 

y, por lo tanto, no poseen marcaciones inmunohistoquímicas. Mientras que estos 

reportes proveen información sobre los efectos neuropatológicos del metal, 

describen estadios finales del manganismo que rara vez se observan en la 

actualidad. Un trabajo reciente llevado a cabo por Gonzalez-Cuyar et al. (2013), 

aborda el manganismo con una visión moderna: como consecuencia de las 

regulaciones vigentes, las exposiciones ocupacionales actuales a Mn son un orden 

de magnitud menor que las históricas, y el fenotipo clínico es sustancialmente 

diferente. Estos autores realizaron sus estudios en biopsias de cerebros de mineros 

asintomáticos. En este trabajo, se encontró una tendencia hacia una menor densidad 
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de astrocitos en el striatum, siendo este tipo celular detectado por marcación de 

GFAP (Gonzalez-Cuyar et al., 2013 y referencias allí citadas). Si bien no se discute 

una posible disminución en los niveles de expresión de GFAP, estos resultados 

avalan nuestro modelo de toxicidad por Mn y ponen en evidencia las diferencias 

fenotípicas inducidas por las distintas vías de exposición. 

La posible generación de una astrogliosis de Alzheimer tipo II ha sido demostrada 

en primates expuestos a Mn (Burton y Guilarte, 2009) y en ratas (Hazell et al., 2006). 

Por lo tanto, evaluaremos la posible generación de este tipo de astrocitos por tinción 

con hematoxilina- eosina en nuestro modelo de toxicidad aguda.  

Los niveles de CatD se vieron afectados en el hemisferio tratado, con una 

tendencia hacia el aumento. La inmunomarcación positiva en el striatum se localizó 

primordialmente en un tipo de células con morfología similar, y la marca en la mayor 

parte de los casos fue consistente con vesículas perinucleares. La co- 

inmunomarcación con GFAP (Fig. 56) o NeuN (Fig. 57) reveló que las células 

marcadas son también positivas para NeuN, lo que indica que se trata de neuronas. 

La substantia nigra pars compacta mostró una marcada tendencia hacia la 

disminución del área inmunoreactiva en neuronas del hemisferio tratado (Figs. 54 

y 57). En esta misma estructura cerebral, Zhao et al. (2009) demostraron mediante 

inyecciones de Mn en el striatum la activación de la microglia y una importante 

pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la substancia nigra pars compacta. Por 

lo tanto, es posible que la pérdida en la marca de CatD en la substantia nigra se 

encuentre relacionada con la muerte de las neuronas dopaminérgicas.  

El globus pallidus presentó mayor marcación basal, lo que dificultó la 

cuantificación, sin embargo; a nivel general, se observó una disminución en las 

células inmunopositivas. En la corteza no se observaron cambios. 

Es necesario resaltar que mientras que los resultados obtenidos in vitro 

corresponden a células gliales, los efectos observados sobre la marcación de CatD 

en tejidos pudieron ser observados sólo en neuronas. 

En un trabajo reciente llevado a cabo por Zhang et al. (2013), los autores 

describieron la formación de autofagosomas luego de un corto período post 
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inyección (4- 12 hs) y la presencia de lisosomas disfuncionales conteniendo material 

electrón denso a largo plazo (1- 28 días) en las neuronas dopaminérgicas de la 

substantia nigra pars compacta. Estos resultados fueron concordantes con un 

aumento de marcadores autofágicos a corto plazo en cerebro entero, y una 

disminución de los mismos respecto a los controles a tiempos mayores. Además, el 

pre- tratamiento de los animales con WM incrementó la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta, por lo cual los autores 

proponen que la activación de la autofagia juega un rol importante en la protección 

inicial frente a la toxicidad del Mn y que la desregulación a largo plazo podría estar 

relacionada con la muerte de estas neuronas. Si bien en los ensayos mencionados no 

se puede adjudicar la activación de la autofagia ni el rol neuroprotector a un tipo 

celular en particular, estos resultados concuerdan con nuestras observaciones in 

vitro en cuanto a que el proceso autofágico protege de la muerte celular. 

Dado que la mayor parte de los trabajos relacionados con procesos 

neurodegenerativos se ha enfocado en las alteraciones que ocurren en las funciones 

neuronales, aún resta mucho por elucidar acerca del rol de los astrocitos en las 

enfermedades del SNC. Por lo tanto, nuestros hallazgos obtenidos in vivo respecto a 

la marcación con GFAP apoyan la propuesta de que el Mn genera daño específico 

sobre los astrocitos, mientras que los resultados in vitro contribuyen con la 

elucidación de los mecanismos de toxicidad involucrados. En el presente trabajo se 

proponen nuevos ensayos, que contribuirán sustancialmente con el conocimiento 

de la implicancia de los astrocitos y la muerte celular en la toxicidad del Mn.  
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En el presente trabajo, se han descripto eventos moleculares y celulares y vías de 

señales involucrados en la toxicidad del Mn, particularmente los inherentes a la vía 

lisosomal-autofágica. Los principales hallazgos se resumen a continuación. 

 

Estudios in vitro 

En los experimentos de exposición de células C6 a MnCl2 750 µM en MSFB o 

MLS, se ha demostrado que: 

 El Mn induce muerte celular en función del tiempo a partir de las 12 hs de 

exposición en MLS. 

 En el rango de concentraciones entre 350- 1250 µM, la exposición a Mn 

durante 6 hs en MLS genera alteraciones celulares que conducen a un 

aumento en la retención de RN en los lisosomas. 

 En las células expuestas al metal, se observan VAs de tamaño hasta ~4 

veces mayor que el correspondiente a las células control. Este aumento en 

el tamaño está acompañado por un incremento en el volumen total de VAs 

por célula. 

 Los antioxidantes MLT y GSH previenen las alteraciones morfológicas 

inducidas por el Mn en las VAs indicando que las ROS serían responsables 

directas o indirectas de la acción del Mn sobre la integridad lisosomal.  

 La exposición a Mn induce la permeabilización parcial de la membrana 

lisosomal y la consecuente liberación de CatD al citosol. Esto sugiere que 

la funcionalidad de esta organela se halla comprometida. Asimismo, los 

niveles de expresión de CatD se encuentran aumentados. 

  La pre-incubación de las células con los inhibidores de CatD y CatB 

previno totalmente la disminución en la viabilidad celular inducida por 

Mn. Estos efectos indican que el daño lisosomal en general, y la actividad 
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de estas proteasas en particular, representan eventos fundamentales en el 

proceso de muerte celular. 

 La inhibición de la CatD previno parcialmente el clivaje de la caspasa-8. 

Este efecto es consistente con la activación inicial de esta caspasa en el 

DISC y tal vez con un procesamiento posterior de la misma a nivel de la 

mitocondria que actuaría amplificando la señal. En consecuencia, la 

activación de la vía del receptor se ubicaría de manera apical a los 

lisosomas. 

 Los inhibidores de las CatD y B previnieron totalmente el aumento en los 

niveles de FasL inducidos por Mn. Esto sugiere la posible existencia de un 

feedback positivo en el que FasL actuaría amplificando la señal del 

receptor Fas.  

 La pre- incubación con los inhibidores de CatD y B previno parcialmente 

la disrupción de la redes mitocondriales, la disipación del Δφm y la 
liberación de citocromo c al citosol indicando que las catepsinas son 

mediadoras del daño mitocondrial y que la vía apoptótica intrínseca se 

activa río abajo de la liberación de las CatD y B.  

 Las CatD y B son indispensables para que ocurra el clivaje de Bid. El hecho 

de que el clivaje de Bid sea totalmente prevenido por los inhibidores de 

catepsinas, y los procesos relacionados con la vía intrínseca resulten 

parcialmente inhibidos, sugiere que otros eventos de esta cascada, además 

de aquellos regulados por Bid, están interviniendo en su ejecución. 

 La PepA previene totalmente el aumento en la actividad de las caspasas-

3/-7 inducido por Mn. Si se tiene en cuenta que la inhibición farmacológica 

de estas caspasas ejecutoras anula en forma completa la muerte celular 

(Alaimo et al. 2011) los resultados ponen de manifiesto la relevancia de la 

vía lisosomal de muerte en las cascadas de señales apoptóticas inducidas 

por Mn.  
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 La BafA1 a concentraciones sub- óptimas para ejercer inhibición de la v-

ATPasa previene la apoptosis, actuando sobre las vías de señales de 

muerte de modo similar a los inhibidores de catepsinas. 

 Se estableció por primera vez la ocurrencia de eventos autofágicos 

desencadenados por exposición a Mn en células gliales. Los mismos se 

caracterizan por la formación de autofagosomas y autolisosomas 

marcados con MDC y LC3 y aumento en los niveles de expresión de LC3-II 

y Beclina 1. 

 La autofagia juega un rol en la supervivencia celular frente al estrés 

inducido por Mn de modo que su inhibición por 3-MA aumenta la toxicidad 

del metal. 

 Los inhibidores de la autofagia 3-MA y WM previenen el aumento inducido 

por Mn en la retención de RN, lo cual indica que este evento se encontraría 

vinculado a la activación de la vía autofágica. 

 El Mn disminuye los niveles de fosforilación de Akt, mientras que 

incrementa los de las MAPKs ERK y JNK. Estas vías de señales necesitan 

ser estudiadas en mayor profundidad con el fin de establecer si se activan 

para actuar en vías de señales apoptóticas, autofágicas o modulando 

ambas. 

 La mitofagia no se activa luego de 6 hs de exposición a Mn. 

 

En base a los resultados obtenidos, se plantea el modelo de señalización 

esquematizado en la Fig. 58. 
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Fig. 58. Modelo de señalización propuesto. El Mn induce la activación de la vía 
extrínseca a través de la vía Fas/FasL/caspasa-8. Esta caspasa, en un contexto de estrés 
oxidativo, conduciría a la PML y a la liberación de las CatD y B al citosol. Las catepsinas 
promueven el clivaje de Bid, ya sea directamente o activando el pool mitocondrial de 
caspasa-8. El fragmento tBid contribuye a la formación de poros compuestos por Bax/ Bak, 
los cuales en conjunto con el MPTP, son responsables de la pérdida del Δφm y la 
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translocación de citocromo c al citosol. Posteriormente, el citocromo c interviene en la 
formación del apoptosoma, donde ocurre la activación de la caspasa iniciadora-9, y río 
abajo, el clivaje de las efectoras -3/-7. Estas últimas retroalimentarían la cascada 
procesando niveles mayores de las caspasas iniciadoras.  Las ROS pueden inducir la 
activación de JNK, que permitiría la estabilización de p53, y consecuente transcripción de 
genes como Fas y CatD que favorecen el proceso de muerte. La activación de la autofagia 
por la vía de Beclina 1/ PI3KC3/ Vps15 y ERK previene la muerte celular, probablemente 
a través de la degradación de proteínas y organelas dañadas.  

 

Estudios in vivo 

Empleando un modelo de intoxicación aguda por Mn en ratas, en el cual se inyectó 

1µmol de MnCl2 en el striatum, se demostró que: 

 El Mn induce alteraciones en los astrocitos evidenciadas por una marcada 

disminución de la señal de GFAP en el striatum. 

 Las células inmunopositivas para CatD en el striatum y la substancia nigra 

resultaron ser neuronas, detectadas mediante experimentos de co-

localización de esta proteína con NeuN.  

 En las neuronas inmunopositivas para CatD del striatum la señal de la 

proteína fue mayor en vesículas de localización perinuclear, consistentes 

con compartimientos lisosomales. 

 El hemisferio tratado presentó una tendencia hacia una mayor 

inmunoreactividad de CatD en el striatum, y una disminución en el área 

inmunoreactiva en la substantia nigra pars compacta. 

 
En resumen, los hallazgos obtenidos en el presente trabajo aportan nuevas 

evidencias acerca de los mecanismos celulares y moleculares responsables de la 

señalización de muerte involucrada en la toxicidad del Mn. Los astrocitos cumplen 

funciones esenciales en el SNC y se postula que la desregulación de las mismas puede 

desempeñar un papel central en las enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, 

nuestra contribución al conocimiento de las vías que regulan su 

muerte/supervivencia permitirá a futuro elaborar estrategias para proteger a los 

astrocitos y consecuentemente a las neuronas, de los efectos deletéreos ejercidos 
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por el Mn. La idea central apunta a proponer blancos terapéuticos más precisos y 

tempranos relacionados con la toxicidad del Mn, con la posibilidad de hacerlos 

extensivos a la EP y otras enfermedades neurodegenerativas relacionadas.  
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