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INTRODUCCION

La lesion de la médula espinal es una de las principales causas de mortalidad entre
los menores de 45 afios. Diferentes tipos de fractura en la columna vertebral o en el tubo
neural pueden dar lugar a esta patologia. El estudio detallado de las consecuencias del
dafio inicial ha llevado a la identificacion de procesos de muerte celular y tisular que se
producen tras el trauma fisico. Desde un principio se propuso la hipétesis de que la
degradacion celular observada se producia como consecuencia de la activacion de una
cascada de procesos secundarios que tienen lugar tras el trauma inicial. Mientras que éste
no se puede prever o modificar, los mecanismos secundarios que dan lugar a la expansion
del dafio inicial pueden ser sujeto de intervencion terapéutica.

Entre los procesos secundarios que ocurren después del trauma inicial, se ha
propuesto que la hidrdlisis de fosfolipidos que forman la membrana celular contribuye en
gran medida a la extension del trauma. Debido a la composicion de los lipidos de
membrana, el acido AA es el principal acido graso liberado tras la hidrolisis. La
liberacion de acido AA estd relacionada con multitud de procesos implicados en la
transduccion de sefiales en neuronas. Para llevar a cabo el estudio del efecto de la
liberacion de acido AA, y para poder determinar los mecanismos implicados en dicho
efecto, se establecié un modelo in vitro usando cultivos primarios neuronales a los que se
sometio a tratamiento con AA 10 uM. El uso de dicho modelo in vitro permite controlar
las condiciones de experimentacion en el sistema objeto de estudio.

Por otro lado, debido a la existencia de publicaciones previas que indican la
posibilidad de un efecto neuroprotector relacionado con la activacién de receptores
neuronales nicotinicos en distintos modelos de neurotrauma, se llevd a cabo un estudio
para comprobar si la activacion de dichos receptores pudiera tener un efecto protector en
nuestro modelo de trauma en médula espinal. Los cultivos neuronales se trataron con
nicotina 10 uM, dos horas antes de la adicion de acido AA, condiciones éstas que se
mostraron como las mas idoneas para poder observar un efecto neuroprotector.

La investigacion de los mecanismos que dan lugar al efecto toxico del &cido AA,
asi como el estudio de las rutas celulares responsables del potencial efecto protector

inducido por la activacion de los receptores nicotinicos son objeto de este estudio.



Fisiologia de la médula espinal

La médula espinal humana es una estructura segmentada que mide
aproximadamente 45 cm de longitud, 1 cm de didmetro, y pesa aproximadamente 35
gramos. La médula espinal se encuentra a continuacion del bulbo cerebral, y termina en
el denominado conus medularis (figura 1). La localizacion de la médula espinal dentro de
la columna vertebral confiere proteccién, al mismo tiempo que la hace susceptible a
posibles lesiones en caso de inflamacién o compresion de la columna.

La medula espinal se encuentra limitada por las meninges pia madre y pia-
aracnoide. Su estructura interna esté dividida en materia gris y materia blanca. La materia
gris se encuentra rodeada de la materia blanca, y contiene principalmente cuerpos
neuronales, tejido conectivo y componentes vasculares. La materia blanca, de cuya
apariencia es responsable el recubrimiento de mielina de los axones nerviosos contiene
terminaciones nerviosas y tejido vascular.

La médula espinal estd organizada en segmentos a lo largo de su estructura. En
cada segmento, nervios espinales conectan la médula con distintas partes del cuerpo.
Existen 31 nervios espinales que entran o salen de la médula espinal en diferentes
niveles, 8 cervicales, 12 toracicos, 5 lumbares, 5 sacrales y 1 coccigeal. Cada uno de
estos nervios tiene una raiz ventral y otra dorsal. En la raiz dorsal se encuentra el ganglio
dorsal, formado por los cuerpos de neuronas dorsales (figura 2). Estos nervios contienen
neuronas motoras que transmiten el impulso nervioso desde el cerebro a distintas partes
del cuerpo, iniciando acciones de movimiento. La médula espinal termina a la altura de la
primera 0 segunda vértebra lumbar, en la estructura denominada conus medularis. A
partir de dicho punto, los nervios espinales de la region lumbo-sacral descienden a través

de la columna vertebral, formando la estructura denominada cauda equina.



Figura 1. Representacion esquematica de la médula espinal
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Existen distintos tipos de células, neuronales y no neuronales, que se pueden
encontrar en la médula espinal. Los principales tipos de neuronas que forman la médula
son neuronas motoras, neuronas sensoriales e interneuronas. Las neuronas motoras
poseen largos axones que controlan los muasculos del esqueleto, cuello, torso y
extremidades. Las neuronas sensoriales, también denominadas neuronas del ganglio
dorsal, transmiten la sefial nerviosa a la medula espinal. Las interneuronas espinales se
sittan dentro del canal medular, y su funcion es la integracion de la informacion
proveniente de las neuronas sensoriales para producir respuestas nerviosas en el masculo.
Las células de la glia se encuentran en mucho mayor nimero que las neuronas, tanto en el
cerebro como en la médula espinal, y llevan a cabo tareas esenciales; los oligodendrocitos
forman la mielina que recubre los axones nerviosos, los astrocitos regulan la composicion
del medio extracelular, y las células de microglia responden en caso de insulto externo,
migrando al lugar del dafio para eliminar restos celulares. Aunque las células gliales
cumplen diversas funciones que posibilitan la supervivencia de las células neuronales,
también pueden actuar impidiendo la recuperacion tras la lesion.

Las células nerviosas de la médula espinal, y en general de todo el SNC
responden de distinta manera que las neuronas del SNP. Las células del SNC poseen un
elevado metabolismo, y dependen del suministro sanguineo de glucosa para conseguir la
energia necesaria. El flujo sanguineo normal es mucho menor en la médula que en otros
tejidos, por lo que estas células son mas vulnerables que las del SNP a reducciones del
flujo sanguineo (isquemia). Otra caracteristica propia de la médula espinal es la barrera
hemato-espinal. Esta barrera, formada por las células que recubren los vasos sanguineos
en el SNC protege a las células nerviosas, restringiendo la entrada de sustancias
potencialmente toxicas y de células del sistema inmune. Lesiones en la médula espinal
pueden comprometer el funcionamiento de esta barrera, posiblemente contribuyendo a la
expansion del trauma. Por Gltimo, la composicion de la glia y de la matriz extracelular es
diferente en las células del cerebro y de la médula que en el SNP. Todas estas diferencias

entre el SNC y el SNP contribuyen a las distintas respuestas observadas tras el trauma.



Figura 2. Seccidn transversal de la médula espinal
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Estadisticas

El trauma en médula espinal es la consecuencia del dafio producido al canal
espinal. Normalmente, este trauma afecta principalmente a hombres jovenes, la edad
media de las victimas es de 31.8 afios, y la relacion de la diferente incidencia entre
hombres y mujeres es de 4 a 1. Los accidentes de trafico son la causa principal entre los
casos recogidos (37.4%). La segunda causa son actos violentos, seguidos de caidas y
accidentes deportivos.

El porcentaje de individuos que padece tetraplejia (paralisis de las cuatro
extremidades) es ligeramente superior a aquel de los que padecen paraplejia (paralisis
simétrica de dos extremidades). Desde 1990, la patologia neuroldégica mas abundante es
tetraplejia incompleta (29.5%) , seguida de paraplejia completa (21.3%) y tetraplejia
completa (18.5%). El area més afectada por el traumatismo es la parte inferior del cuello.
El segundo area mas afectada se encuentra entre la region lumbar y la torécica.

De entre las victimas del trauma en médula espinal, las causas més frecuentes de

muerte son neumonia, embolia pulmonar y septicemia (Becker et al., 1999).

Tabla 1. Esperanza media de vida tras el trauma en médula espinal (afios)

Edad en la |Esperanza Funcion
. motora . I
que se media de . .| Tetraplegia |Ventilacion
. afectada a|Paraplegia] Tetraplegia .
produce el vida . severa necesaria
. cualquier
traumatismo| (normal) .
nivel
20 57.2 51.6 45.2 39.4 33.8 16.2
40 38.4 335 27.8 23 18.7 7.2
60 21.2 17.5 13 9.6 6.8 1.2




Trauma en la médula espinal

El trauma en la médula espinal hace referencia a cualquier traumatismo de los
elementos neurales del canal espinal. El dafio puede producirse a consecuencia de un
trauma fisico, o de una enfermedad de la médula o de la columna vertebral, aunque la
mayoria de los casos son el resultado del trauma fisico producido en la columna
vertebral. Dicho trauma puede causar la fractura de un hueso o el desgarramiento de
ligamentos, con el consiguiente desplazamiento de la columna (Dolan et al., 1980; Tator,
1983). El dafio en la columna puede causar contusion con hemorragia e inflamacion de la
médula espinal, 6 puede causar desgarramiento de la médula o de alguna de sus raices
nerviosas. Se supone que la extension del trauma viene determinado por su localizacion,
asi como por las dimensiones del tubo neural en el lugar de la lesion.

El dafio en la medula espinal afecta la comunicacion entre el cerebro y los
sistemas que controlan las funciones sensoriales, motoras y autonémicas por debajo del
lugar dela lesion. Los sintomas asociados con esta patologia varian dependiendo de la
severidad del dafio, del segmento en el cual se produce la lesion, y de las fibras nerviosas
afectadas. Una lesidn de la médula espinal con mantenimiento de los sistemas nerviosos
por debajo del lugar del dafio, da lugar al tipo de patologia conocida como de neurona
motora superior ¢ pardlisis espastica. Los reflejos intrinsecos se encuentran desinhibidos,
lo que produce hiperreflexia, aumento del tono muscular, espasmos y espasticidad. Una
lesion de la médula con atrofia de los segmentos nerviosos por debajo del lugar del dafio
da lugar al tipo de patologia conocida como de neurona motora inferior, lesion de la
cauda equina, o paralisis flacida. En este tipo de lesion, el estimulo nervioso no puede
alcanzar la médula espinal, y por tanto los reflejos y el tono nervioso estan ausentes.

Los cambios morfoldgicos tras la lesion empiezan a aparecer en cuestion de
minutos, y se limitan en un principio al alargamiento de los espacios extracelulares tanto
en la materia blanca como en la gris, y a la aparicién de hemorragias en la materia blanca
que se extienden a lo largo del eje longitudinal del tubo neural. Tras la primera semana, la
degeneracion del area necrdtica es evidente, y tras el primer mes se puede observar la
presencia de una cavidad cistica, y en la materia blanca restante aparece desmielinizacion
(Curati et al., 1992).



Tras el trauma se pueden observar cierta variedad de alteraciones metabdlicas. El
primer cambio, y también el més patente, es la disminucion de la presion de O,, lo cual
implica la aparicion de hipoxia tisular como uno de los factores caracteristicos de la
lesion en médula espinal. Por otro lado, medidas del metabolismo energético muestran
una rapida disminucion en el contenido en ATP, asi como un cambio en la distribucion de
NAD/NADH (Marsala et al., 1989).

Variaciones a nivel celular pueden observarse en cuestion de horas despues del
trauma. Las neuronas sufren distorsion y destruccion de sus axones. Las células de Nissl
se ven sometidas a procesos inflamatorios, y las células de la glia reaccionan dando lugar
a la formacion de la cicatriz glial junto con la activacion de astrocitos y microglia.

A nivel bioguimico también se pueden observar la presencia de cambios tras el
trauma, entre ellos, variaciones en el metabolismo de iones y formacién de productos
provenientes de la degradacion de membranas celulares son dos de las rutas bioquimicas
mas conocidas que se ven afectadas después del dafio inicial, y que se proponen como
mediadores de la extension del trauma (Saunders et al., 1987; Sharma y Olsson, 1990;
Tator y Fehlings, 1991).



Tabla 2. Alteraciones observadas tras el trauma en médula espinal

1. Variaciones bioeléctricas
Alteraciones en amplitud y duracién de potenciales motores y potenciales
cerebrales
2. Variaciones vasculares
Isquemia
Edema
Necrosis
Inflamacion
3. Alteraciones bioquimicas
Productos de la degradacion de membranas celulares
AA
Leucotrienos
Tromboxanos
4. Alteraciones patolégicas
Alteraciones en la microvasculatura de la materia gris
Reaccion de las células de la glia
Formacion de la cicatriz glial
Activacion de las células de microglia

Desmielinizacién




Mediadores secundarios del trauma en médula espinal

La naturaleza progresiva de los cambios morfolégicos que se producen tras la
lesion inicial sugiere que tras el trauma fisico se produce un deterioro de las condiciones
iniciales como consecuencia de la activacion de mecanismos celulares secundarios, entre
los que se puede distinguir la liberacién de agentes neurotoxicos, isquemia, edema,
inflamacion y estrés oxidativo (Dolan y Tator, 1982). De entre los agentes liberados que
tienen potencial efecto neurotoxico cabe distinguir aminoacidos excitatorios, acidos
grasos libres, neuropéptidos y radicales libres (Hall y Braughler, 1982; Hall y Braughler,
1986; Regan y Choi, 1991; Lipton, 1993). Estos compuestos pueden ejercer su accion a
través de distintos mecanismos, produciendo alteraciones de las membranas celulares y
del metabolismo celular, y/o provocando una respuesta inflamatoria. Entre los
mecanismos especificos propuestos como causantes de la propagacion del dafio inicial se
pueden destacar alteraciones homeostaticas, hidrdlisis de fosfolipidos, alteracion de las
membranas celulares y aparicion de estrés oxidativo (Tator, y Fehlings, 1991).

Tras el trauma en la médula espinal, alteraciones de la barrera hematoencefalica
dan lugar a la perdida de permeabilidad selectiva en el endotelio. Debido a esto, se
produce la formacién de edema vasogénico, por la acumulacion de fluido rico en
proteinas en el espacio extravascular. ElI edema se extiende gradualmente desde la
porcién central de la médula espinal alcanzando a la materia blanca, permitiendo asi la
separacion del endotelio y el aumento del transporte vesicular a través de él.

La aparicion de isquemia tras el trauma se produce como consecuencia de la
disminucion del contenido en oxigeno en el tejido afectado. Este fendbmeno se encuentra
detras de gran parte de los mecanismos celulares activados post-trauma en la médula
espinal (Dolan y Tator, 1982). Modelos experimentales han confirmado que existe una
relacion directa entre el grado de isquemia y la intensidad de la lesion. Isquemia se
produce con mayor intensidad en la materia gris, desde donde se extiende gradualmente a
la materia blanca (Anthes et al., 1996). La aparicion de isquemia da lugar al agotamiento
de las reservas celulares de ATP, produciendo alteraciones de procesos dependientes de
ATP, como el mantenimiento del gradiente idnico (mediante la bomba Na'/K* ATP-

dependiente, Hall y Braughler, 1982). A través de este mecanismo, isquemia produce la
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pérdida de homeostasis de las células y la liberacion de neurotransmisores y aminoacidos
excitatorios, dando lugar a procesos excitotoxicos.

La alteracion de las membranas celulares es uno de los procesos criticos que
siguen al trauma inicial, con posibles implicaciones en multitud de mecanismos celulares
secundarios. Varios estudios (Lucas y Wolf, 1991; Ellis, 1995) han podido relacionar el
nivel de intensidad del trauma fisico con el grado y el nimero de membranas celulares
afectadas. La alteracion de la membrana neuronal puede dar lugar a la activacion de
fosfolipasas, lo que resulta en un aumento en la liberacion de fosfolipidos y acidos
grasos. Dichos fosfolipidos son susceptibles al ataque oxidativo, lo que conduce a la
peroxidacion de la membrana (Hall, 1993). Este hecho no sélo significa la pérdida de la
integridad de la membrana, sino que ademas conlleva la aparicion de una multitud de
procesos mas complicados, como la alteracion en el transporte de proteinas y de iones. El
mecanismo a través del cual se produce esta degeneracion de la membrana es
probablemente mas complicado que su simple modificacion fisica, y se piensa que
implica la formacién de hidroperoxilipidos y aldehidos lipidicos de diferente longitud de
cadena hidrocarbonada (Mattson, 1998). Estos compuestos se suponen en gran parte
responsables de que la degeneracién de la membrana celular lleve a la expansion de la
lesion inicial.

El mantenimiento del gradiente idnico es de gran importancia para la
conservacion de la funcionalidad de las celulas neuronales. La pérdida del gradiente
produce despolarizacion indiscriminada, lo que permite la liberacion masiva de
aminodcidos excitatorios, principalmente glutamato, y la entrada de sodio y calcio al
interior de la célula a través de canales idnicos dependientes de voltaje y/6 de ligando. El
aumento de sodio en el interior celular produce degradacion de ATP y liberacion de
calcio de las reservas intracelulares. Por otro lado, activacion de receptores
glutamatérgicos puede incrementar el flujo de calcio, lo que contribuye al aumento
generalizado de los niveles de calcio intracelular. Este hecho tiene una importancia
critica, puesto que puede contribuir a la activacion de multitud de mecanismos
degradativos, como por ejemplo, activacion de proteasas y fosfolipasas dependientes de

calcio. Se han podido observar niveles elevados de sodio y calcio tras lesiones en la

11



médula espinal in vivo. In vitro, estudios previos indican que se produce un aumento del
flujo de calcio y de sus niveles intracelulares.

La hidrolisis de fosfolipidos procedentes de la membrana da lugar al aumento en
la concentracion de &cidos grasos libres. AA, junto con DAG e IP3, son los mediadores
lipidicos mas conocidos. Alteraciones del metabolismo energético, asociadas con el
trauma en la médula espinal, impiden la reorganizacion de fosfolipidos. Mientras que
DAG contribuye a la activacion de ciertas proteinas kinasas, IP; se une a sus
correspondientes receptores en el reticulo endoplasmico, promoviendo la salida de calcio
al citoplasma.

La oxidaciéon del DNA, proteinas y lipidos de membrana se supone una de los
mecanismos celulares finales a través del cual diferentes alteraciones 6 sustancias toxicas
conducen a la degeneracion neuronal. Los radicales libres pueden actuar sobre los acidos
grasos poliinsaturados que forman la membrana, causando una reaccion en cadena que
destruye fosfolipidos de membrana (Watson y Ginsberg, 1989; Ikeda y Long; 1990,
Siesjo, 1993). El ataque de estos radicales libres puede modificar aminoécidos y
fragmentos polipeptidicos en proteinas (Oliver et al., 1990). EI DNA también esta sujeto
a ataque oxidativo, principalmente por accién de los radicales OH:- y O,", asi como de
iones Cu** y Fe?*, resultando en ruptura del DNA y/6 modificacién de sus bases (Floyd y
Carney, 1992).

Aunque varios radicales libres estan relacionados con la aparicion de estrés
oxidativo, el radical OH- parece ser el principal responsable de los efectos destructivos.
OH- puede reaccionar virtualmente con cualquier molécula de la célula, y no se conoce
ningln sistema enzimatico capaz de eliminarlo (Jesberger y Richardson, 1991). Se han
propuesto dos rutas principales a través de las cuales se produce la formacion de OH-. La
primera ruta esta relacionada con la reaccion que se produce entre el radical O, y el
hierro contenido en la célula. O, se produce como producto secundario en la cadena de
transporte de electrones y en rutas metabdlicas normales (Watson y Ginsberg, 1989;
Ikeda y Long 1990). En una reaccién de Fenton, O, puede reaccionar con el i6n Fe**,
produciendo el radical OH-. El sistema nervioso es especialmente susceptible a la
generacion de OH- a través de esta ruta, dado su elevado contenido en hierro. La segunda

ruta de produccién de OH- implica la reaccion de O,” con NO. NO es sintetizado a partir
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de arginina por la enzima NOS, y tiene caracteristicas de radical libre (NO:). En
condiciones normales, NO actia como neurotransmisor, llevando a cabo diferentes
funciones (Snyder y Bredt, 1991; Zinder, 1992). A concentraciones elevadas, sin
embargo, NO puede reaccionar con O, para producir peroxinitrito, un radical libre

extremadamente reactivo. Tras su protonacion, peroxinitrito descompone en NO, y OH-.

Papel del AA en el trauma en médula espinal

Debido a su composicion lipidica, el AA (5,8,11,14-cis-eicosatetraenoico) es el
principal acido graso liberado procedente de la alteracion de membranas neuronales
(Bazan, 1970, Bazan, 1989). En condiciones normales, este acido graso poliinsaturado se
encuentra en muy bajos niveles en su forma libre. Durante el trauma, se produce una
liberacién masiva de AA, debido a la activacion de fosfolipasa A,, y, en menor medida,
de fosfolipasa C (Bazan, 1970). La activacion de fosfolipasa A; tras el trauma puede
deberse a la activacion de receptores asociados a proteinas G, a alcalinizacion
citoplasmatica, y a aumentos en la concentracion de calcio intracelular. La activacion de
fosfolipasa A, por la subunidad By de la proteina G y por alcalinizacion se han descrito
previamente en plaquetas humanas (Sweatt et al., 1986, Axelrod et al., 1988). Por otro
lado, se ha demostrado la existencia en SNC de una isoforma de fosfolipasa A;
dependiente de calcio. De hecho, esta isoforma parece hidrolizar de manera preferente
fosfolipidos que contienen cadenas de AA (Demediuk et al., 1985).

El AA libre esta envuelto en diferentes procesos secundarios que ocurren tras el
trauma inicial en médula espinal. Aumentos en los niveles de este acido graso en tejido
cerebral de hasta 0.5 mg/kg han sido descritos (Kinouchi et al., 1990). Los efectos del
AA pueden deberse bien a su accion directa ¢ indirecta. La influencia directa del AA
puede estar relacionada con interacciones con proteinas de membrana y/6 variaciones de
la composicion lipidica de la membrana. Por otro lado, su accion indirecta puede venir
ejercida por alguno de sus metabolitos. Estos derivados metabdlicos pueden formarse a
través de conversiones enzimaticas, y pueden provenir de reacciones no enzimaticas, de
tipo oxidativo, que, debido a su elevado nivel de insaturacion, pueden tener lugar. Ambos
tipos de acciones del AA se han podido observar previamente en el sistema nervioso. Por

ejemplo, se ha observado que el AA es capaz de regular de manera directa la actividad de
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canales ionicos, dando lugar a un aumento de la transmision nerviosa a través de los
receptores de NMDA, y disminuyendo la transmision nicotinica en neuronas simpaticas
(Katsuki y Okuda, 1995; Minota y Watanabe, 1997; Tabuchi et al., 1997). El
metabolismo del AA a través de la accion de lipooxigenasa y ciclooxigenasa da lugar a la
produccion de eicosanoides, los cuales pueden actuar como segundos mensajeros,
regulando canales y bombas de membrana (Smith, 1989). Ademas, la produccion de
eicosanoides resulta en activacion de rutas bioquimicas que favorecen la formacion de
radicales libres. Aunque no se ha podido encontrar ningin metabolito especifico
responsable de los efectos dafiinos del AA, inhibidores de lipooxigenasa demostraron
inhibir parcialmente sus efectos neurotoxicos en cultivos celulares primarios de neuronas
del estriado (Katsuki et al, 1995). EI AA también puede ser metabolizado por la actividad
monooxigenasa del citocromo P450 (Karara et al, 1992), dando lugar a la formacion de
acido epoxieicosatrienoico (EET), cuyos efectos han sido relacionados con procesos de
anti-agregacion y secrecion de glucagén (Campbell y Harder, 1999). Adicionalmente, es
posible que la oxidacion no enzimatica del AA juegue un papel importante en la
neurotoxicidad ejercida por este acido graso. Se ha demostrado que HNE, producto de la
oxidacion del AA, puede afectar de modo severo la viabilidad de las neuronas de médula
espinal. De hecho, elevados niveles de este aldehido fueron encontrados en un modelo
experimental de trauma en meédula espinal (Malecki, 2000). Se ha propuesto que los
mecanismos implicados en la toxicidad de HNE pueden incluir alteracion de los sistemas
de transporte de glucosa y modificacion conformacional de proteinas (Pedersen et al,
1999).

La liberacion del AA ha sido relacionada previamente con muerte celular in vitro
en diferentes lineas celulares de melanoma y en células tumorales de cerebro (Metzler y
Rosecrans, 1998; Williams et al, 1998; Wolf y Laster, 1999). En SNC, la muerte celular
tiene implicaciones especiales, debido a la naturaleza post-mitética de las neuronas
adultas. Mientras que la muerte celular ocurre como un fenémeno natural durante el
desarrollo, el descenso del numero de células nerviosas en la edad adulta puede ocurrir de
modo inadecuado, como en el caso de algunas enfermedades neurodegenerativas
(Stefanis et al, 1997). Se han descrito dos tipos principales de muerte celular, necrosis y

apoptosis, cada una de ellas relacionada con la activacion de distintos mecanismos

14



celulares. Mientras que el fendmeno de necrosis se relaciona normalmente con la
activacion de macrofagos y activacion de la respuesta inflamatoria, apoptosis, también
conocida como muerte celular programada, estd relacionada con la condensacion de
cromatina y con el mantenimiento de la membrana celular. Investigaciones previas han
sugerido que apoptosis y necrosis frecuentemente se producen simultdneamente tras la
lesion en una misma poblacién de células. Se ha propuesto que apoptosis y necrosis
pueden ser condiciones bioquimicas y morfoldgicas extremas de un mismo fenémeno de
muerte celular que puede presentar caracteristicas intermedias. En muchos casos, la
intensidad del insulto determina que mecanismos de muerte celular van a verse activados.
Esto sugiere que pueden existir procesos celulares iniciales comunes a ambos
mecanismos. Por ejemplo, la activacion de segundos mensajeros como el calcio ha sido
implicada en ambos tipos de muerte celular.

Ademas de la naturaleza post-mitotica de las celulas neuronales, existen otros
factores que hacen que la muerte celular presente caracteristicas particulares en este tipo
de células. Los niveles normales de proteinas implicadas en el desarrollo de apoptosis en
las neuronas son diferentes en comparacion con otros tipos de células, y en algunos casos
estas células sintetizan sus isoformas particulares. Asimismo, las neuronas son mas
susceptibles a la muerte celular causada por sefiales extracelulares, debido al constante
flujo de iones y despolarizaciones de la membrana necesarias para el mantenimiento de
su actividad eléctrica.

Hipoxia, activacion de receptores de glutamato, disminucion de los niveles de
factores neurotréficos, y produccion de NO son algunos de los mecanismos conocidos
capaces de activar la presencia de apoptosis en el SNC (Tamatani et al, 1998a; Tamatani
et al, 1998b). Se han caracterizado distintas rutas que pueden llevar a la aparicion de
apoptosis en el SNC, y éstas han sido asociadas con algunas enfermedades degenerativas,
como esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, y
demencia asociada con el virus de la inmunodeficiencia hereditaria (Dragunow et al,
1995).
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Papel del NO en el SNC

Como ya se ha mencionado anteriormente, NO esta relacionado con numerosas

funciones neuronales (Garthwaite y Boulton, 1995; Zhang y Steiner, 1995). NO es una
molécula con propiedades de radical libre, identificada como mensajero molecular en
1988, cuando se encontrd que mediaba el aumento en niveles de cGMP que sucede tras la
activacion de los receptores de NMDA (Garthwaite et al, 1989). NO difunde libremente a
través de las membranas celulares, caracteristica que lo distingue de otros mensajeros
moleculares. Debido a esta propiedad del NO, el Unico modo de regular sus niveles es
mediante la modulacién del enzima que lo produce, NOS.

NO es sintetizado por el enzima NOS en la conversion de L-arginina en L-
citrulina. Tres isoformas diferentes de este enzima han sido caracterizadas, denominadas
neuronal (NNOS 6 de tipo I, Bredt et al, 1991), inducible (iNOS ¢ de tipo Il, Xie et al,
1992) y endotelial (eNOS 6 de tipo Ill, Lamas et al, 1992). Estos enzimas se encuentran
ampliamente distribuidos en gran variedad de tejidos y tipos de células, y
descubrimientos recientes indican la posibilidad de que el mismo tipo de célula pueda
expresar mas de una isoforma (Radomski et al, 1990; Lamas et al, 1992; Suschek et al,
1993). Sus pesos moleculares varian entre 130 y 160 kDa. NOS se pueden definir como
hemoproteinas del tipo citocromo P450. Sus estructuras estan divididas en un dominio
con actividad reductasa en el extremo carboxilo terminal, y un dominio con actividad
oxidasa en el extremo amino terminal. Todas las isoformas contienen sitios de unién para
calmodulina, NADPH, FAD y FMN, y poseen varios sitios de fosforilacién que se
suponen relacionados con la regulacion de su actividad enzimética (Bredt et al, 1991).
Mientras que las isoformas neuronal y endotelial se expresan constitutivamente y son
calcio/calmodulina dependientes, la isoforma inducible solamente se expresa en
determinadas condiciones, y su actividad no es dependiente de calcio. Las neuronas de
médula espinal expresan NOS neuronal de modo constitutivo, aunque su distribucion
varia segun especies (Calsen-Cencic 99). A pesar de su cardcter constitutivo,
investigaciones previas sugieren que este enzima esté sujeto a modulacion tras la lesion
en médula espinal (Sharma et al, 1996; Sharma et al, 1998).

En condiciones normales, NO esta relacionado con la regulacion de gran variedad

de procesos fisiologicos, como control de la presion sanguinea, ritmo cardiaco,
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potenciacion a largo plazo, depresion y liberacién de neurotransmisores (Garthwaite,
1991; Shibuki y Okada, 1991; Balligand et al, 1993). Sin embargo, incrementos en la
produccion de NO estan asociados con neurotoxicidad y lesiones del SNC (Dawson et al,
1993; Gross y Wolin, 1995; Schulz y Wambolt, 1995). NO puede oxidarse, reducirse 0
acomplejarse rapidamente con otras biomoléculas. Funcionalmente, NO puede unirse al
grupo hemo de guanilato ciclasa, e inducir la produccion de cGMP. NO también puede
reaccionar con grupos ferro-sulfurosos, resultando en la disolucién del grupo e
inactivacion del enzima afectado. NO puede interaccionar con iones O, dando lugar al
radical libre téxico peroxinitrito (Lipton, 1993). Se ha postulado que peroxinitrito puede
ser responsable por la mayoria de los efectos toxicos achacados al NO. Peroxinitrito
puede oxidar componentes celulares, ¢ se puede descomponer para formar el radical libre
OH-: (Beckman, et al, 1990).

Nicotina como agente neuroprotector

La nicotina es una sustancia alcaloide procedente de la planta con el mismo
nombre, usada como droga psico-activa. Como la mayoria de los productos naturales, la
nicotina tiene un amplio efecto de accion en el organismo humano (Lloyd y Williams,
2000).

Figura 3. Estructura quimica de la nicotina

Evidencia previa parece indicar que la nicotina puede ejercer un efecto protector

en distintas formas de neurotoxicidad y neurodegeneraciéon. Algunas enfermedades
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neurodegenerativas, como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, 6 el sindrome de
Tourette (Devor y Isenberg, 1989), han sido asociados con una disminucién en el nimero
de receptores nicotinicos, y el tratamiento con nicotina parece atenuar los sintomas
relacionados con estas enfermedades. La incidencia de enfermedades neurodegenerativas
disminuye en aquellos pacientes fumadores en los que el tabaco no ejerce sus conocidos
efectos toxicos. La administracion de nicotina en pacientes con enfermedad de Alzheimer
parece resultar en una mejora de los sintomas (Lee, 1994). En modelos animales de
enfermedad de Parkinson, existe extensa evidencia de que la activacion de receptores
nicotinicos provee alivio sintomatico y proteccion contra la disminucién de la viabilidad
celular. En modelos animales, la administracion de nicotina parece tener repercusion en
varias funciones del comportamiento, como actividad motora, vigilancia, memoria y
capacidad cognitiva (Levin, 1992; Levin et al, 1993; Decker et al, 1995). La mayoria de
estos efectos también han sido observados en humanos (Wesnes y Revell, 1984; Levin,
1992). El tratamiento con nicotina también se ha mostrado beneficioso para la mejora de
los sintomas del sindrome de Tourette, caracterizado por movimiento corporal y
comportamiento incontrolados, mediante la mejora de la actividad neuroléptica de las
medicaciones usadas en su tratamiento (Lloyd et al, 1998). También parece existir una
relacién directa entre la mejora de sintomas depresivos y el consumo de nicotina, lo cual
puede ser explicado por la liberacion de dopamina (y de otros neurotransmisores con
actividad antidepresiva) mediada por nicotina. Otras enfermedades neuroldgicas en las
que el tratamiento con nicotina parece tener un efecto protector son esquizofrenia (Goff
et al, 1992), enfermedad de Huntington (Emerich et al, 1991), apnea, demencia con
cuerpos de Lewy (Perry et al, 1995), y desérdenes de atencidn/hiperactividad (Changeux
et al, 1998).

Papel de los receptores nicotinicos en el SNC

Aunque algunos estudios previos sugieren la posibilidad de una accién de la
nicotina no mediada a través de su receptor (Abood et al, 1978; Meltzer y Rosecrans,
1989; Singh et al, 1998), se cree que la nicotina actla principalmente a través de la unién

a los receptores nACh (Gotti et al, 1997; Changeux et al, 1998). Estos receptores
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activados por ligando forman wuna familia distribuida en el sistema nervioso,
cardiovascular y neuromuscular, y en algunos tipos de células tales como queranocitos.
Se ha demostrado que la activacion de los receptores nicotinicos puede ejercer un efecto
protector frente al glutamato (Akaike et al, 1994; Kaneko et al, 1997), péptido B-
amiloideo (Kihara et al, 1998), &cido kainico (Semba et al, 1996), acido quinolinico
(O’Neill et al, 1998) y contra los efectos toxicos mediados por calcio (Kaneko et al,
1997). Estudios recientes también sugieren que el tratamiento con nicotina puede inducir
neuroproteccion por medio de la regulacion de los niveles de factores neurotroficos en
neuronas de hipocampo (French et al, 1999).

A nivel celular, la activacion de los receptores nicotinicos puede resultar en la
liberacion de diversos neurotransmisores, como dopamina, norepinefrina y serotonina en
cerebro, y sustancia P en la médula espinal (Wonnacott, 1997). A través de estos
mecanismos, la activacion de los receptores nicotinicos puede influenciar la transmision
metabotropica.

Los receptores nicotinicos de acetilcolina pertenecen a la familia de receptores
colinérgicos. Los receptores colinérgicos, que reconocen acetilcolina como su principal
ligando, pueden dividirse en dos clases, nicotinicos y muscarinicos, dependiendo de su
especifidad de union a nicotina ¢ muscarina, respectivamente. Los receptores
muscarinicos estdn acoplados a proteinas G, mientras que los receptores nicotinicos
funcionan como canales iénicos mediados por ligando. En SNC, los receptores
nicotinicos se han encontrado en distintas localizaciones tales como ganglia, junta
neuromuscular, sistema limbico, hipocampo, talamo y cortex, tanto en neuronas

presinapticas como postsinapticas.
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Figura 4. Clasificacion de los receptores colinérgicos
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El receptor nicotinico de acetilcolina fue uno de los primeros receptores cuya
estructura pudo ser estudiada. A pesar de ello, la mayor parte de la informacion
disponible proviene de la caracterizacion del receptor neuromuscular, mientras que el
receptor neuronal ha sido menos estudiado. La estructura del receptor tiene un peso
molecular aproximado de 280 kDa, y esta formado por cinco subunidades situadas
alrededor de un eje central, formando una cavidad, y con la mayor parte de su cadena
polipeptidica fuera de la membrana, en el dominio extracelular. La cavidad central sirve
como conducto selectivo de cationes, y tras la unién del ligando permite la entrada de
sodio y calcio (Cooper et al, 1991).

Las distintas subunidades que pueden formar los receptores nicotinicos
musculares se denominan o, B, v, 8, ¥ € (Anand et al, 1991). En el receptor neuronal
existen dos tipos de subunidades, denominadas o y 3 por homologia con las subunidades
oy B del receptor muscular, y de cada una de ellas se ha identificado la existencia de
varios subtipos (Sargent, 1993). En concreto, se han caracterizado siete tipos de
subunidades o (ai2-awg) Y tres tipos de subunidades B (B2-B4) (Goldman et al, 1987,
Patrick et al, 1987). La estequiometria del receptor es generalmente a3, aunque algunas
subunidades pueden formar homopentameros (a7, ag) (Whiting et al, 1991), mientras que
otros estdn compuestos de mas de dos tipos distintos de subunidades. Aunque no todas
las combinaciones de subunidades han sido descritas, la existencia de diferentes subtipos
es responsable por la gran variedad de composicion que puede ser observada entre
distintos receptores. En SNC, la composicion mas comun que se observa para los
receptores nicotinicos es (a4)2(B2)s ¥ (az)s (Jones et al, 1999). Se cree que las
propiedades del receptor estan relacionadas con el tipo de subunidades que lo componen
asi como con su localizacion celular, pero hasta la fecha no se ha podido establecer

ninguna relacion especifica.
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Figura 5. Representacion de la estructura general del receptor nicotinico
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La funcion principal de los receptores nicotinicos en SNC permanece objeto de
discusion. Mientras que estos receptores son bien conocidos por mediar transmision
sinaptica rapida en el musculo (Caratsch et al, 1992), su funcion en el sistema nervioso
todavia no esta clara. Es posible que la diversidad en la composicion del receptor pueda
facilitar su localizacidn en regiones especificas de la célula, y ademéas pueda determinar
distinta funcionalidad. EI hecho de que la distribucién y la composicion de los receptores
varie durante el desarrollo parece estar de acuerdo con esta hipotesis (O'Hara et al, 1999).
Los receptores nicotinicos estan localizados presindptica y postsinapticamente. En
general, los receptores postsinapticos intervienen en la transmision sinaptica, mientras
que los presinapticos regulan la liberacion de otros neurotransmisores (McGhee et al,
1995; Guo et al, 1998).

Los receptores neuronales nicotinicos formados por la subunidad a7 son uno de
los tipos mas abundantes en el SNC (Couturier et al, 1990; Schoepfer et al, 1990). Estos
receptores estan compuestos de cinco subunidades o7, y se caracterizan por su union
competitiva al ligando a-bungarotoxina. Aunque han sido localizados postsinapticamente
(Frazier et al, 1998; Sorenson et al, 1998), donde parecen generar corrientes
despolarizantes, también se les ha propuesto una funcion presinaptica, en la que estarian
implicados en la plasticidad neuronal, debido a su elevada permeabilidad por calcio
(Bertrand et al, 1993; Seguela et al, 1993; Hugo et al, 1998). La regulacién de los niveles
de calcio en células neuronales adultas 6 en desarrollo tiene gran influencia en numerosos
procesos fisiologicos. Los receptores a; han sido relacionados con la regulacion de la
liberacion de neurotransmisores en hipocampo y cortex cerebral (Gray et al, 1996; Guo et
al, 1998). En cultivo, también parecen influenciar el crecimiento neuronal (Pugh y Berg,
1994), y activar sistemas de segundos mensajeros (Vijayaraghavan et al, 1995).
Disminuciones en el nimero de subunidades a7 y en el contenido en su mRNA han sido
observadas en tejido cerebral de pacientes con esquizofrenia (Fredman et al, 1997), y
parece que la elevada incidencia de tabaquismo en estos pacientes esta de acuerdo con la
hipotesis de que la nicotina puede ayudar a atenuar los sintomas esquizofrénicos, a traves

de su influencia en procesos de facilitacion sensorial auditiva (Leonard et al, 2000).
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El receptor auf, es el otro tipo de receptor neuronal nicotinico mas abundante.
Receptores formados por subunidades a4 y 32 son responsables por la mayor parte de los
sitios de alta afinidad por nicotina en el cerebro (Whiting et al, 1991). Este tipo de
receptor parece implicado en la sobre-regulacion de receptores nicotinicos que se produce
en cerebro tras estar expuesto a nicotina (Marks et al, 1983; Rowell y Li, 1997;
Whiteaker et al, 1998). Disminucién en el contenido de estos receptores ha sido
observada en procesos de envejecimiento celular, isquemia, enfermedad de Parkinson y
enfermedad de Alzheimer (Perry et al, 1995). La actividad postsindptica de estos
receptores ha sido descrita previamente en substantia nigra (Sorenson et al., 1998). La
liberacion de neurotransmisores mediada por nicotina (actividad presinaptica) ha sido

descrita para los receptores o, asi como para los receptores a.;.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS CONCRETOS

Estudios previos apoyan el concepto de dafio secundario en médula espinal,
definido como la cascada de mecanismos celulares y bioquimicos que se ven activados
tras la lesion inicial. Este proyecto propone que la liberacion de AA es uno de los factores
criticos que contribuye a la ampliacion del insulto inicial. Por tanto, el estudio de los
mecanismos implicados en la aparicion de los efectos neurotoxicos observados tras el
tratamiento con AA en neuronas de médula espinal, es uno de los objetivos principales de
este proyecto de investigacion. En particular, la hipotesis de este estudio propone que la
disminucidn en viabilidad celular y funcién mitocondrial, la regulacion del enzima NOS
neuronal, y la aparicién del fendmeno de apoptosis se encuentran entre los mecanismos a
través de los cuales el AA ejerce su efecto en neuronas de médula espinal.

Debido al potencial efecto protector mostrado tras el tratamiento con nicotina y/6
la activacion de receptores nicotinicos en distintos modelos de neurotrauma y
neurotoxicidad, este proyecto propone que la activacion de los receptores nicotinicos
puede tener un efecto protector en este modelo de trauma en médula espinal en el que
cultivos primarios de neuronas de médula espinal son tratados con AA. La investigacion
de los mecanismos detallados relacionados con el posible efecto protector de la nicotina
frente a la accion del AA es también objeto de este proyecto.

Para el estudio de la hipotesis anteriormente mencionada, se propusieron tres

objetivos concretos:

- Determinar si la estimulacion de receptores neuronales nicotinicos puede
mejorar la viabilidad celular tras el tratamiento con AA.

- Determinar si la regulacion del enzima NOS esté relacionada con los efectos
toxicos del AA, y determinar si la activacion de receptores nicotinicos puede
contrarrestar esta regulacion.

- Establecer los mecanismos que llevan a la aparicion de apoptosis tras el
tratamiento con AA en neuronas de medula espinal, e investigar el potencial

efecto anti-apoptotico del tratamiento con nicotina.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos primarios de neuronas de médula espinal

Los cultivos neuronales de médula espinal fueron establecidos siguiendo el
método de Ransom (1977). Brevemente, las médulas espinales fueron obtenidas de
embriones de raton de 13 dias de gestacion, para lo cual fueron trituradas y tratadas con
una solucion de papaina 0.67 mg/ml en tampon D1SGH ( NaCl 135 mM, KCI 5mM,
Na,HPO,4 0.3 mM, KH,PO, 0.2 mM, glucosa 16.5 mM, sucrosa 22 mM, HEPES 9.86
mM) durante 30 minutos a 37 °C. Tras esto, el tejido se sometid a disgregacion mecanica
en una solucion de DNasa en medio de cultivo MEM (Minimum Essential Medium)
suplementado en un 10% con suero equino y en un 10% con suero bovino fetal. El
homogenizado celular asi obtenido se depositdé en placas de cultivo de modo que la
concentracion celular final fuese de 1.5x10° células/ml. Siete horas después, el medio de
cultivo se reeeplazd con medio Neurobasal (Gibco) al que se afiadid suplemento N,
(Gibco) gentamicina 100 pg/ml, glutamina 2mM y fungizona 50 pg/ml (Gibco). Tres dias
mas tarde, los cultivos celulares fueron tratados con una mezcla de fluorodeoxiuridina
5.4x10° M y uridina 1.4x10™ M. Este tratamiento, junto con la eliminacion del suero del
medio de cultivo, es capaz de inhibir la proliferacion de células no neuronales. Bajo estas
condiciones, el porcentaje de células neuronales se sitla entre el 85-95%. Dos veces por
semana, una tercera parte del medio de cultivo se reemplazé con medio Neurobasal
fresco, suplementado como se ha descrito anteriormente. Los cultivos celulares de
neuronas de medula espinal se mantuvieron durante 21 dias a 37 °C y en 10% CO,. Tras
ésto, los cultivos celulares fueron considerados maduros y aptos para Su uso

experimental.

Preparacion de los tratamientos experimentales

- Tratamiento con AA
AA de elevada pureza (>99%) fue obtenido a través de Nu-Chek-Prep (Elysian,

MN). Soluciones concentradas de este acido graso fueron preparadas en etanol, siendo
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diluidas antes de su uso en medio de cultivo, para conseguir una concentracién final de
10 uM. La concentracion de etanol no excedié de 0.1% en los cultivos, y no mostré tener
ningun efecto en los cultivos neuronales.

- Tratamiento con nicotina y antagonistas de receptores nicotinicos

Nicotina, mecamilamina (un agente inespecifico de bloqueo del receptor
nicotinico), y a-bungarotoxina (un antagonista selectivo de los receptores nicotinicos de
tipo o7) fueron obtenidos a través de RBI (Natick, MA). Una vez establecida
experimentalmente, la concentracion de nicotina usada fue de 10uM, afiadida a los
cultivos 2 horas previas al tratamiento con AA. Mecamilamina y a-bungarotoxina fueron
afiadidas a los cultivos neuronales a concentraciones de 10uM y 1nM, respectivamente, y
fueron utilizadas 30 minutos antes del tratamiento con nicotina.

- Tratamiento con inhibidores especificos del enzima NOS

Para el establecimiento de la(s) isoforma(s) implicada(s) en los efectos
observados, se utilizaron inhibidores especificos de la isoformas neuronal e inducible de
NOS. 2-amino-5,6-dihidro-6-metil-4H-1,3-tiazina (AMT) 200 nM, y 7-nitroindazol (7-
NI) 10 uM fueron afiadidos a los cultivos 30 minutos antes del tratamiento con AA.
Mientras que AMT es un inhibidor especifico de la isoforma inducible, 7-NI es un

inhibidor especifico de la isoforma neuronal de NOS.

Determinacion de la funcion mitocondrial/ ensayo MTT

La determinacién de la funcién mitocondrial de las neuronas de médula espinal
fue llevada a cabo usando el ensayo de conversion de reactivo MTT. Este método se basa
en la capacidad de conversion del reactivo MTT (de color amarillo) en cristales de
formazan (pdrpura) por medio de la accion del enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa. Brevemente, una solucion acuosa de MTT fue afiadida a los cultivos
neuronales para conseguir una concentracion final de 0.25 mg/ml. Tras 2 horas de
incubacion necesaria para permitir la conversion del reactivo inicial, el medio de cultivo
fue eliminado, y las células fueron lisadas con DMSO para promover la disolucion de los
cristales de formazén. La absorbancia a 595 nm fue determinada, y los resultados

obtenidos fueron expresados como % control.
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Determinacion de la actividad de LDH

La medida de la actividad de LDH puede proveer informacion adicional en
relacion con la viabilidad de los cultivos celulares. Este enzima, localizado en el
citoplasma de células viables, es liberado al medio de cultivo por células que han perdido
su integridad de membrana. La determinacion de la actividad de LDH en el medio de
cultivo fue llevada a cabo mediante la medida del descenso en la absorbancia a 340 nm,
debido a la conversion enzimatica del cofactor NADH en NAD" (1 unidad enzimatica =
0.001 Aabsorbancia/minuto). Alicuotas de 100 ul de medio fueron diluidas en tampon
piruvato (0.25 mg piruvato sodico en tampon fosfato salino, 0.1 M, pH=7.4). Una
solucion de NADH (0.25 mg en tampon fosfato) fue afiadida a las muestras, y la
absorbancia fue determinada inmediatamente tras la adicion de NADH, y 45 s después de
la lectura inicial. Como control, cultivos celulares no sometidos a ningln tratamiento
fueron lisados mediante varios ciclos de congelacion /descongelacion consecutivos, y la
actividad de LDH total obtenida se utiliz6 como correspondiente al 100% de la actividad

enzimatica presente en dichos cultivos.

Determinacion de los niveles de ATP

Los niveles de ATP presentes en neuronas de médula espinal fueron determinados
mediante la utilizacion del kit ATP Bioluminiscence Assay HS Il (Boehringer
Mannheim, Alemania), siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. Este
método esta basado en la cuantificacion de la luminiscencia producida en la conversion
de luciferasa en luciferina, en presencia de ATP. Brevemente, las neuronas de médula
espinal fueron lisadas, y los extractos celulares sonicados y centrifugados para eliminar
restos celulares. Las muestras asi obtenidas fueron diluidas a la concentracion 6ptima, y
los niveles de ATP fueron determinados usando un lumindmetro con inyector automatico.
Para la cuantificacion de los niveles de ATP, se gener6 una recta de calibrado a partir de

muestras de ATP de concentracién conocida.
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Determinacion de la expresion del enzima NOS

El método de RT-PCR fue usado para la determinacion de la expresion de NOS
neuronal en neuronas de médula espinal. Para la lisis de las células, se utilizo el reactivo
RNA-STAT-60 (Tel-TEST, Inc.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el
aislamiento del RNA celular, se llevo a cabo una extraccion con cloroformo, seguida de
una precipitacion con isopropanol. La concentracion de RNA obtenido fue determinada
mediante la medida de la absorbancia a 260 nm. Para la conversion de RNA en cDNA, se
utilizé el enzima Superscript Il RT (Gibco, NY). Para la amplificacion especifica del gen
correspondiente a NOS neuronal, se utilizaron los siguientes primeros, obtenidos
mediante el uso del programa Oligo 5.0 (National Biosciences, MN): 5’-CTT GGC ATA
GGC TTG GGA TTT G-3’ y 5’-GAT TGG CGT TCG TGA TTA CTG T-3’. El uso de
estas secuencias, junto con la utilizacién del enzima Tag DNA polimerasa (Gibco, NY),
resulta en la obtencion de un producto de 516 bp. La temperatura de amplificacion se fijo
en 58 °C, vy, para las condiciones descritas, se comprobd que la amplificacién del gen de
NOS neuronal aumenta linealmente entre 23-31 ciclos de amplificacién, por lo que se
decidio fijar el numero de ciclos a utilizar en 27, lo que permite determinacion
cuantitativa de la expresion de dicho gen. Como control interno de la reaccion se llevaron
a cabo amplificaciones del gen constitutivo cyclophilin utilizando las mismas muestras.
Los productos de la reaccion PCR fueron resueltos en un gel 1% de agarosa en tampén
TBE(Tris-HCI 20 mM, é&cido bérico 20 mM, EDTA 2mM), tefiido con la sonda
fluorescente Syber Green (Molecular Probes, OR), y visualizados mediante el uso del
escaner FLA-2000 (Fuji). La intensidad de fluorescencia relativa (en comparacién con la
del gen control cyclophilin) fue cuantificada usando el programa Image Gauge 3.0 (Fuji).
Medidas correspondientes a distintos experimentos fueron sometidas a analisis para

determinar su peso estadistico.
Western blot

Experimentos de western blot fueron llevados a cabo para determinar los niveles

de proteina NOS neuronal, citocromo c citoplasmatico, y proteina Bcl-2 presentes en los
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cultivos neuronales. Para ello, se prepararon extractos de neuronas de médula espinal del
siguiente modo:

NOS: Tras el tratamiento correspondiente, se lisaron las células usando una
solucion de vanadato sodico (1 mM), Tris (10 mM, pH=7.4) y SDS (1%), y el lisado
correspondiente se llevé a ebullicion durante 5 minutos, seguida de centrifugacion a 1100
rpm para eliminar restos celulares. Los niveles de proteina presentes en el sobrenadante
fueron determinados siguiendo el método de Lees y Pasman.

Citocromo c y Bcl-2: Para la lisis de las células se utilizd una solucion de
composicion 10 mM HEPES pH=7.4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM PMSF, 10
ug/ml pepstatina A, y 10 pg/ml leupeptina, y el lisado obtenido fue sonicado brevemente.
Para la determinacion de la liberacién de citocromo c al citoplasma, se aislo la fraccion
citoplasmatica del extracto mediante centrifugaciones consecutivas a 800x g y a 1200x ¢
durante 15 minutos a 4 °C, recogiéndose dicha fraccién en el sobrenadante obtenido en la
ultima centrifugacion. Alicuotas de la fraccion citoplasmatica (citocromo c) 0 de extracto
celular completo (Bcl-2) fueron utilizadas para la determinacion de los niveles de
proteina.

Concentraciones equivalentes de proteina (10 pg) se sometieron a electroforesis
PAGE-SDS en gel de poliacrilamida del 7.5% (NOS) 6 15% (citocromo c y Bcl-2). Las
muestras fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa usando una solucion de
Tris (25 mM, pH=8.3), glicina (150 mM), SDS (3.5 mM), y metanol (20% v/v) durante 3
horas a 4 °C. Para eliminar la union inespecifica del anticuerpo correspondiente, se
incubd la membrana con una solucion de lactosa al 5% en tampon TTBS (Tris base 20
mM, NaCl 0.5 M, Tween-20 0.5%), seguida de una incubacion con el anticuerpo
monoclonal anti-NOS (Transduction Laboratories, dilucion 1:500), anti-citocromo c
(Pharmingen, dilucion 1:800), 6 anti-Bcl-2 (Santa Cruz, dilucion 1:500) en tampon TTBS
+5% lactosa. Tras un prolongado lavado de la membrana con tampon TTBS, se incubd
ésta con una dilucion 1:1250 del correspondiente anticuerpo secundario 1gG conjugado
con peroxidasa de nabo (Santa Cruz). Como meétodo de deteccion se utilizo el reactivo
ECL (Amersham, UK), que emite luminiscencia tras la oxidacion de luminol por la

accion de la peroxidasa.
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Determinacion de la Actividad Enzimatica de NOS

La determinacion de la actividad enziméatica de NOS se llevd a cabo mediante la
medida de la conversién de [*H]arginina en [*H]citrulina, siguiedo el método de
Kiedrowski. Tras el tratamiento correspondiente, los cultivos neuronales de médula
espinal fueron incubados con una solucién de [*H]arginina 5 pCi/ml (Amersham, OH)
durante 20 minutos, tras lo cual las células se lavaron con tampon fosfato, seguido de lisis
con HCIO,4 0.3 M. El lisado celular asi obtenido se neutraliz6 con Na,CO3; 1M, y se
sometid a centrifugacion a 6000 rpm durante 5 minutos. 400 pl del sobrenadante obtenido
se eluyeron a través de una columna Dowex AG 50W-X8 (Na*). La [*H]citrulina formada
se eluyo aplicando 1 ml de agua en la columna. La determinacion de la reactividad de 50
ul del eluido, asi como de 50 pl del sobrenadante (reactividad total de [*H]arginina y
[*H]citrulina) se utilizé para expresar el resultado como porcentaje de conversién de

[*H]arginina en [*H]citrulina.

Determinacion de los Niveles de Nitrito (NO)

Los niveles de NO presentes en los cultivos celulares fueron determinados usando
un kit fabricado por Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para ello, se recogieron alicuotas del medio de cultivo, que
fueron tratadas con el enzima nitrato reductasa, para conseguir la conversion de nitrato
(producto de la degradacion de NO) en nitrito. La adicion del reactivo de Greiss (1 parte
de sulfanilamida al 60% en &cido acetico, 1 parte de cloruro de naftilendiamina al 0.1%
en agua) forma un producto cuyas propiedades colorimétricas permiten su medida a 540
nm. Para cuantificar la concentracién de nitrito se generd una recta de calibrado creada a
partir de una solucion de nitrato de concentracion conocida, convertido enzimaticamente

en nitrito.

Determinacion de los niveles de cGMP

Los niveles de cGMP fueron determinados utilizando un ensayo de ELISA
disponible comercialmente a través de Amersham (NJ), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Este método permite la deteccion de niveles de cGMP en el rango de 2-512
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fmol/pocillo, y esta basado en la competicion entre el cGMP presente en la muestra y el
cGMP marcado con peroxidasa, utilizado como reactivo, por la union al sustrato en el
pocillo, recubierto de anticuerpos especificos para cGMP. Brevemente, se obtuvieron
lisados celulares a los que se sometié a acetilacion, tras lo cual se incubaron con anti-
cGMP durante 2 horas a 4 °C, y con cGMP-peroxidasa durante 60 minutos a 4 °C,
consecutivamente. Como sustrato colorimétrico de la peroxidasa se utiliz6 3,3'5,5'-
tetrametilbencidina. Para la cuantificacion de los resultados se genero la correspondiente
recta de calibrado.

Determinacion de la Actividad de Caspasas

Tras el tratamiento correspondiente, las neuronas de medula espinal fueron lisadas
con un tampon isotoénico (HEPES 25 mM pH=7.5, MgCl 256mM, EDTA 5mM, DTT
5mM, PMSF 2 mM, 10 pg/ml pepstatina A, 10 pg/ml leupeptina). Los lisados celulares
obtenidos fueron incubados a 37 °C con uno de los siguientes sustratos enzimaticos
selectivos para determinadas caspasas:

« acetil-Asp-Glu-Val-Asp-aldehido-7-amino-4-metilcoumarin (DEVD-AMC; Promega,
Madison, WI), concentracion final 25 uM, incubacion durante 2 horas, y deteccion de
fluorescencia a 360 nm (excitacion) y 460 nm (emision) para la determinacion de la
actividad de caspasa-3;

. acetil-lle-Glu-Thr-Asp-7-amino-4-trifluorometilcoumarin (Ac-IETD-AFC,
Pharmingen, San Diego CA), concentracion final 25 uM, incubacion durante 1 hora, y
deteccion de fluorescencia a 400 nm (excitacion) y 490 nm (emision) para la
determinacion de la actividad de caspasa-8;

« N-acetyl-Leu-Glu-His-Asp-AFC (Ac-LEHD-AFC; Calbiochem, La Jolla, CA),
concentracion final 25 uM, incubacion durante 1 hora, y deteccion de fluorescencia a
400 nm (excitacion) y 490 nm (emision) para la determinacion de la actividad de
caspasa-9.

Estos sustratos contienen secuencias especificas de aminoacidos que son sustrato
de la hidrdlisis enzimatica llevada a cabo por distintas caspasas. Los productos de la
hidrélisis de estos sustratos son fluorescentes, y por tanto se puede relacionar la

intensidad de fluorescencia con la actividad enzimatica. Como control negativo se
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utilizaron inhibidores especificos de caspasas (DEVD-CHO para caspasa-3 (Nicholson
95), Ac-IETD-CHO para caspasa-8 (Patel 96), y LEED-CHO para caspasa-9 (Thornberry
98)), que se afiadieron a los extractos celulares 30 minutos antes de la incubacion con el
sustrato correspondiente (resultados no incluidos). Las medidas fueron llevadas a cabo
utilizando un florimetro.

Para la determinacion de la actividad de caspasa-3 en células individuales se
utilizé un método que emplea DEVD-CHO, un pseudosustrato e inhibidor de dicha
enzima. Los cultivos neuronales de médula espinal se permeabilizaron con digitonina
0.005% durante 15 minutos, tras lo cual se incubaron con una solucion 10 pg/ml del
inhibidor conjugado a biotina DEVD-CHO-biotina (Calbiochem, CA) durante 20
minutos. Tras un lavado extensivo para eliminar restos del sustrato no unidos al enzima,
las células se fijaron con 4% paraformaldehido, y se permeabilizaron con Triton X-100 al
0.2% durante 5 minutos. Por ultimo, se incubaron los cultivos con una disolucion de
Oregon Green-streptavidina (Molecular Probes) de concentracion 5ug/ml, durante 30
minutos. La fluorescencia correspondiente a los conjugados caspasa-3-DEVD-biotina-
streptavidina se determind usando un microscopio confocal a 488 nm excitacion y 510

nm emision.

Determinaciéon de la presencia de apoptosis

Para la determinacion de la presencia de apoptosis en neuronas de médula espinal
se llevaron a cabo experimentos de marcaje del DNA con la sonda fluorescente Hoescht
33342 (Molecular Probes, OR), asi como experimentos para el estudio de la
fragmentacion del DNA. La utilizacion de la sonda Hoescht 33342 permite la
visualizacion del DNA condensado, caracteristico de células apoptéticas. Para ello, las
neuronas de médula espinal se cultivaron en placas con fondo de cristal (Mat-Tek, MA),
y tras el correspondiente tratamiento se fijaron a las placas con metanol durante 30
minutos. Los cultivos fueron tratados con una solucion de Hoescht 33342 de
concentracion final 1 pg/ml en tampdn fosfato durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, los cultivos se lavaron extensamente con tampon fosfato para eliminar restos de
la sonda fluorescente, y las células fueron visualizadas utilizando un microscopio de

fluorescencia (340 nm excitacion, 510 nm filtro) y un objetivo de inmersion 40X.
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Para la determinacion de la fragmentacion del DNA se llevd a cabo la
electroforesis del DNA de las neuronas de médula espinal. Para su aislamiento, las
células fueron tratadas con una solucion de lisis de composicion NP-40 1%, EDTA 20
mM, Tris-HCI 50 mM pH=7.5 durante 5 minutos. Los extractos celulares asi obtenidos
fueron tratados con ribonucleasa A (concentracion final 5ug/ml) durante 2 horas a 56 C,
seguido del tratamiento con proteinasa K (concentracion final 2.5 pg/ml) durante 2 horas
a 37 °C. El aislamiento del DNA se consiguid mediante precipitacion con persulfato de
amonio/etanol. Cantidades equivalentes de DNA correspondientes a los distintos
tratamientos se resolvieron en un gel de agarosa al 2%. Tras la electroforesis, la deteccion
del DNA se llevo a cabo mediante el uso del reactivo SYBR Green (Molecular Probes),

visualizando el gel con la ayuda del escaner FLA-2000 (Fuji).

Anélisis Estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se llevo a cabo usando el programa
SYSTAT 8.0 (SPSS, Chicago). El analisis de la varianza (ANOVA, una variable ¢ dos
variables) fue usado para comparar los valores medios de los resultados obtenidos en
distintos tratamientos. La consideracion de dos varibles se utilizé en el andlisis estadistico
de aquellos experimentos en los que se estudiaron dos variables distintas, como por
ejemplo en la variacion de determinado parametro con el tiempo y/ 6 con distintos
tratamientos. En aquellos casos en los que el valor F obtenido fue significativo, el analisis
ANOVA fue seguido de un test de Bonferroni para comparar valores medios
correspondientes a distintos tratamientos. Una probabilidad estadistica p<0.05 se

consideré como significativa.
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CAPITULO |

La activacion de los receptores nicotinicos disminuye los efectos neurotéxicos del

AA en las neuronas de médula espinal

La liberacion de AA de las membranas celulares tras el trauma en la médula
espinal es uno de los mecanismos que pueden conducir a la expansion del dafio inicial. El
aumento de los niveles de este acido graso se ha comprobado que ocurre rapidamente tras
el trauma, iniciandose en la materia gris y expandiéndose posteriormente a la materia
blanca, y, aunque los niveles normales de 4acido graso libre son muy bajos,
concentraciones de hasta 0.5 mg/kg en tejido cerebral han sido descritas. En células de la
médula espinal, el tratamiento con AA conduce a la aparicion de procesos de estrés
oxidativo, activacion del factor transcripcional NF-kB, y estimulacion de los sistemas
celulares de respuesta al ataque oxidativo (Toborek et al.,, 1999). Asimismo, el
tratamiento con AA presenta efectos toxicos en otros tipos celulares.

Los mecanismos a través de los cuales el AA ejerce esta accion neurotdxica no se
conocen en detalle. Es posible que el tratamiento con AA produzca la formacién de
alguno de sus metabolitos (eicosanoides), y que éstos sean responsables de su accion. En
apoyo de esta posibilidad, se han encontrado niveles elevados de prostaglandinas en
lesiones de la médula espinal. Por otro lado, existen estudios que desvinculan la toxicidad
del AA de la produccién de eicosanoides, sugiriendo que los efectos observados son
causados directamente por el acido graso 6 por subproductos de su peroxidacion lipidica
no enzimatica, mediante interacciones con canales i6nicos y otras proteinas de
membrana, y a través de la formacion de radicales libres que pueden interaccionar con
distintos componentes celulares, alterando la produccién energética celular, y
produciendo la activacion de enzimas hidroliticas.

Por otro lado, diversos estudios recientes sugieren que la activacion de receptores
nicotinicos puede estar relacionada con fendmenos de neuroproteccion en distintos

sistemas. Investigaciones previas sugieren que el tratamiento con nicotina puede atenuar
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los sintomas de algunas enfermedades degenerativas asociadas con la disminucion del
namero ¢ de la actividad de receptores nicotinicos, como las enfermedades de Alzheimer,
Parkinson O el sindrome de Tourette. A nivel celular, la activacién de receptores
nicotinicos parece proteger a los cultivos de neuronas corticales frente a la accion del
glutamato, calcio intracelular, y péptido B-amiloideo. Asimismo, la activacion de
receptores nicotinicos en neuronas motoras parece promover su supervivencia (Messi et
al., 1997).

Se ha demostrado que los receptores nicotinicos estan presentes en todos los
diferentes tipos de neuronas existentes en la medula espinal (Gillberg et al., 1990). Estos
receptores juegan un papel importante en diversas funciones de la medula espinal, tales
como la regulacion de reflejos autondmicos y respuestas al dolor. Existen diversos tipos
de receptores nicotinicos en el sistema nervioso formados por combinacion de distintas
subunidades, de entre ellos, los subtipos (o.s)2(Ba)s ¥ (a7)s son los mas abundantes. El
receptor (a7)s presenta ciertas caracteristicas que lo diferencian del resto de los receptores
nicotinicos neuronales, entre ellas, la mas importante es su elevada afinidad por calcio.
Esta propiedad hace que el receptor (a7)s sea considerado como posible candidato a la
regulacion de multiples procesos fisioldgicos celulares relacionados con la proliferacion 6
muerte celular.

Debido a la existencia de investigaciones previas sugiriendo una accion
neuroprotectora del tratamiento con nicotina, el proposito de este estudio fue el
comprobar si este efecto tiene lugar en cultivos neuronales de médula espinal tratados
con AA. Experimentos adicionales fueron llevados a cabo para determinar si dicho efecto

se producia en la presencia de antagonistas de determinados receptores nicotinicos.
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RESULTADOS

Estudios previos indican que el tratamiento con AA a concentraciones de 10 uM
puede inducir diversos efectos neurotoxicos en neuronas de médula espinal (Toborek et
al., 1999). Asimismo, niveles similares de dicho acido graso pueden relacionarse con los
niveles encontrados en el sistema nervioso en situaciones patoldgicas (Dhillon et al.,
1994).

Por otro lado, investigaciones previas parecen sugerir la necesidad de
pretratamiento para poder observar un efecto protector relacionado con la activacion de
receptores nicotinicos. En este estudio, se llevaron a cabo distintos experimentos para
determinar las condiciones idoneas en las cuales la activacién de receptores nicotinicos
puede ejercer un efecto méaximo frente a la accion del AA. Dichos experimentos
indicaron que la adicion de nicotina 10 pM, 2 horas antes de la adicion de AA a los
cultivos neuronales, parece ejercer el maximo efecto. En esta seccion se incluyen dichos
experimentos, a la vista de cuyos resultados se fijaron las condiciones experimentales

anteriormente mencionadas, que fueron utilizadas en el resto de los estudios realizados.

La activacion de los receptores nicotinicos protege a las neuronas de médula espinal

frente a la accion del AA en la funcidon mitocondrial y la liberacién del enzima LDH

La Fig. 1 muestra los efectos de diferentes concentraciones de nicotina en las
alteraciones producidas en la funcién mitocondrial tras el tratamiento con AA en las
neuronas de médula espinal. La funcion mitocondrial se determind mediante el ensayo de
conversion del reactivo MTT. Como se observa en la Fig. 1A, el tratamiento con AA 10
UM durante 48 horas disminuye la conversion del reactivo MTT de modo significativo.
Por otro lado, el pretratamiento con dosis de nicotina 10 uM 6 20 UM es capaz de atenuar
el efecto del AA. Concentraciones inferiores de nicotina no pudieron modificar la accion
del AA. Debido al efecto ejercido por la nicotina a concentraciones de 10 pM, dicho

tratamiento fue utilizado en experimentos posteriores.
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Para la caracterizacion del tipo de receptores nicotinicos implicados en el efecto
de la administracion de nicotina, se trataron los cultivos neuronales con diferentes dosis
de los antagonistas de receptores nicotinicos o-bungarotoxina y mecamilamina 30
minutos antes de la adicion de nicotina (Fig. 1B y 1C). Como se puede observar, la
adicion de a-bungarotoxina solo modifica parcialmente la accion de la nicotina sobre la
funcion mitocondrial, incluso en concentraciones elevadas. Por otro lado, la adicion de
mecamilamina, un inhibidor inespecifico de los receptores nicotinicos, es capaz de
bloguear completamente la accién de la nicotina en el mismo ensayo.

Los efectos del pretratamiento con nicotina 10 uM sobre la liberacién de LDH
inducida por el AA se muestran en la Fig. 2. El tratamiento con AA durante 48 h aumento
la liberacion de LDH al medio de cultivo. Sin embargo, cuando se utilizd un
pretratamiento de 2 horas con nicotina 10 uM, los niveles de LDH tras el tratamiento con
AA son comparables a los de los cultivos celulares control. Como se puede observar, el
tratamiento con antagonistas de los receptores nicotinicos parece no afectar

significativamente el efecto de la nicotina.
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Figura 1(A). Efecto de doses crecientes de nicotina sobre el descenso en la funcion
mitocondrial observados tras el tratamiento con AA en neuronas de médula espinal. La
funcion mitocondrial se determind mediante el ensayo MTT. Los cultivos neuronales se
trataron con nicotina durante 2 horas, previas a la adicion de AA (10 uM) durante 48
horas. Los resultados se expresaron como valor medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA
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Figura 1(B). Efecto de dosis crecientes de o-bungarotoxina en la recuperacion de la
funcién mitocondrial mediada por nicotina tras el tratamiento con AA en neuronas de
médula espinal. La funcion mitocondrial se determind mediante el ensayo MTT. Los
cultivos neuronales se trataron con a-bungarotoxina 30 minutos antes de la adicién de
nicotina durante 2 horas, previas al tratamiento con AA (10 uM) durante 48 horas. Los
resultados se expresaron como valor medio+ error medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 1(C). Efecto de dosis crecientes de mecamilamina en la recuperacién de la funcion
mitocondrial mediada por nicotina tras el tratamiento con AA en neuronas de médula
espinal. La funcion mitocondrial se determin6 mediante el ensayo MTT. Los cultivos
neuronales se trataron con mecamilamina 30 minutos antes de la adicion de nicotina
durante 2 horas, previas al tratamiento con AA (10 uM) durante 48 horas. Los resultados se
expresaron como valor medioz error medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 2. Efecto del tratamiento con nicotina y antagonistas del receptor nicotinico en la
liberacién de LDH de neuronas de medula espinal expuestas a AA 10 uM durante 48 horas.
Los cultivos neuronales se trataron con a-bungarotoxina (1 nM) 6 mecamilamina (10 uM),
30 minutos antes de la adicién de nicotina durante 2 horas, previas al tratamiento con AA
(10 uM) durante 48 horas. Los resultados se expresaron como valor mediox error medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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La activacion de los receptores nicotinicos disminuye el efecto del AA sobre los

niveles celulares de ATP

Los efectos del pretratamiento con nicotina sobre las alteraciones inducidas por el
AA en los niveles de ATP de los cultivos neuronales de médula espinal se muestran en la
Fig. 3. En la Fig. 3A se puede observar la variacion de los niveles de ATP dependiendo
de la duracién de los distintos tratamientos. La disminucién causada por el tratamiento
con AA se puede observar tras un tratamiento de 8 horas, y parece hacerse mas marcada
tras periodos de mayor duracion. Aunque el tratamiento con nicotina no afectd por si
mismo a los niveles celulares de ATP (resultados no incluidos), el pretratamiento de 2
horas con nicotina 10 uM parece contrarrestar los efectos del tratamiento con AA tras 24
y 48 horas, aunque los niveles de ATP permanecieron por debajo de los niveles normales.

La Fig. 3B muestra los efectos de los antagonistas del receptor nicotinico en
relacion con el efecto protector observado tras el tratamiento con nicotina en los niveles
de ATP. Ambos antagonistas, mecamilamina (10 pM) y a-bungarotoxina (1 nM) son
capaces de contrarrestar totalmente la accion de la nicotina, disminuyendo los niveles de
ATP.

La Fig. 3C muestra la variacion del efecto producido en los niveles de ATP por la
activacion de los receptores nicotinicos mediante el tratamiento con nicotina, en funcion
del tiempo. En estos experimentos, los cultivos neuronales fueron tratados con nicotina
10 uM en distintos momentos antes y después de la adicion de AA durante 24 horas.
Cuando se afiadio nicotina al mismo tiempo 6 después de la adicion de AA, no se observa
ningun efecto protector en la activacion de los receptores nicotinicos. No sélo parece
necesario el pretratamiento con nicotina para poder observar su efecto, sino que los datos
obtenidos sugieren que la adicion de nicotina ha de tener lugar al menos 2 horas antes del
tratamiento con AA para poder observar una recuperacion de los niveles de ATP mediada

por nicotina.

43



14 4 =] Control
AA

12

10 A

Niveles ATP
(nmol ATP/mg proteina)

0000

_///////////////// r
\\\\\4 *
V200008 *

SENNDDNE
_\\\\ ok

Tratamiento (horas)

Figura 3(A). Efecto de la duracion del tratamiento con AA en los niveles de ATP de
neuronas de medula espinal. Las neuronas se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas
previas a la adicion de AA 10 uM durante 8, 24 6 48 horas. Los resultados se expresaron
como valor medioz error medio.

* Significativamente diferente en comparacién con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA
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Figura 3(B). Efecto del tratamiento con antagonistas del receptor nicotinico en los niveles
de ATP de neuronas de médula espinal. Las neuronas se trataron con a-bungarotoxina (1
nM) 6 mecamilamina (10 pM), 30 minutos antes de la adicion de nicotina 10 pM durante 2
horas, previas al tratamiento con AA 10 uM durante 24 horas. Los resultados se expresaron
como valor mediox error medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 3(C). Efecto del (pre)tratamiento con nicotina en la alteracion de los niveles de
ATP causadas por el tratamiento con AA 10 uM durante 24 horas. La adicion de nicotina
se llevo a cabo 2 horas (AA+N(-2)) 6 1 hora (AA+N(-1)) antes del tratamiento con AA, al
mismo tiempo (AA+N), 6 2 horas después (AA+N(+2)). Los resultados se expresaron
como valor medio+ error medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA
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El bloqueo del metabolismo del AA no inhibe sus efectos sobre los niveles de ATP en

neuronas de médula espinal

Para determinar la implicacion de determinados metabolitos del AA en los efectos
observados, se llevaron a cabo experimentos con indometacina (2 pM) y acido
nordihidroguanirético (NDGA, 2 uM), inhibidores de lipooxigenasa y ciclooxigenasa,
respectivamente, los dos enzimas responsables principalmente del metabolismo del AA.
En cultivos neuronales tratados con estos compuestos antes de la adicion del AA, se
comprobd que los niveles de ATP se mantenian similares a los de los cultivos tratados
Unicamente con AA, y por debajo de los niveles normales, lo que parece descartar la

posibilidad de la existencia de metabolitos del AA responsables de los efectos observados
(Fig. 4).
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Figura 4. Efecto del bloqueo del metabolismo del AA en los niveles de ATP celular tras el
tratamiento con dicho acido graso en neuronas de médula espinal. Los cultivos neuronales
se trataron con indometacina 6 acido nordihidroguanirético 30 minutos antes de la adicién
de AA 10 puM durante 24 horas. Los resultados se expresaron como valor mediox error
medio.

* Significativamente diferente en comparacién con el grupo control
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CAPITULO Il

La activacion de receptores nicotinicos disminuye la sobre-expresion del enzima

NOS causada por el tratamiento con AA en neuronas de médula espinal

El trauma en la médula espinal esta asociado con la liberacion de &cidos grasos de
las membranas celulares, principalmente por la accion de fosfolipasas A, y C. Debido a la
composicion de la membrana celular, el AA es el principal acido graso liberado. La
liberacion de AA puede tener diversas consecuencias a nivel celular, entre ellas, la
elevacion de los niveles de calcio intracelular y el aumento del estrés oxidativo.

El trauma en la médula espinal esta relacionado con multitud de factores, entre los
cuales parece encontrarse la alteracion del metabolismo de NO. El dafio en la médula
produce el aumento de la expresion del enzima NOS, que cataliza la produccién de NO.
Hasta el momento han sido caracterizadas tres isoformas distintas de este enzima,
denominadas neuronal (6 tipo 1), inducible (6 tipo Il), y endotelial (6 tipo IIl). Dichas
isoformas difieren en su localizacién y en su dependencia por calcio. Asimismo, las
isoformas neuronal y endotelial son expresadas constitutivamente, mientras que NOS
inducible s6lo se expresa en determinadas circunstancias. En condiciones normales, NO
actla como neurotransmisor en el sistema nervioso (Saito et al., 1994, Jaffrey y Zinder,
1995); sin embargo, la produccién excesiva de NO parece estar relacionada con
fendmenos de muerte celular (Dawson, 1995). De hecho, NO puede reaccionar con el
radical libre O, para formar peroxinitrito, un radical libre extremadamente potente y
reactivo, que puede aumentar el estrés oxidativo al que estan sometidas las células
(Packer y Murphy, 1995). Estudios previos sefialan la existencia de una relacion entre el
efecto toxico ejercido por el aumento de la concentracion de glutamato y la estimulacion
de NOS (Sharma et al., 1998).

Debido a la relacion existente entre el trauma en la médula espinal y el aumento
en la liberacion de AA 'y en el metabolismo del NO, el objeto de este estudio fue el
determinar si existe alguna relacién entre el aumento de los niveles de AA 'y la regulacion
de NOS, enzima productor de NO.

49



Por otro lado, debido a la neuroproteccion ejercida por la activacion de los receptores
neuronales nicotinicos en diversas patologias cronicas 0 agudas del sistema nervioso
central, se pretendio estudiar si la activacion de los receptores nicotinicos mediante el
tratamiento con nicotina puede producir la regulacion de los niveles de NO. A la vista e
los resultados obtenidos en los estudios de viabilidad celular, en los que la activacion de
los receptores nicotinicos previa al tratamiento con AA parece ejercer efectos
neuroprotectores frente a la accion de dicho &cido en neuronas de médula espinal, este
estudio pretende determinar si la regulacion de NOS se encuentra entre los mecanismos
celulares relacionados con el efecto toxico del aumento de los niveles de AA y/6 con la
accion neuroprotectora asociada a la activacion de receptores nicotinicos. En este sentido,
estudios previos han sugerido que la regulacion de la actividad enzimatica de NOS puede
estar relacionada con el efecto protector que la activacion de los receptores nicotinicos
ejerce sobre el tratamiento con glutamato en neuronas corticales (Sharma et al., 1998).
Existen distintos tipos de receptores nicotinicos presentes en sistema nervioso,
diferenciados por el tipo de subunidades que los forman. Se cree que la composicion de
los receptores puede determinar su funcién y localizacién celular, aunque no ha sido
establecida ninguna relacion concreta. Para la determinacion del papel de tipos
especificos de receptores nicotinicos en la regulacion de NOS, se utilizaron los

correspondientes antagonistas de dichos receptores.
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RESULTADOS

Requlacion de la expresion del gen que codifica para el enzima NOS neuronal

mediante el tratamiento con AA v nicotina

La expresion del gen NOS neuronal se determind mediante experimentos de RT-
PCR en los que se utilizaron primeros especificos para la deteccion de dicho gen. En
estos estudios, los cultivos neuronales de médula espinal fueron expuestos al tratamiento
con AA durante distintos periodos de tiempo. En aquellos cultivos tratados con AA
durante 1 6 24 horas, los niveles de NOS neuronal tras la adicién de AA permanecieron
invariables (resultados no incluidos). Sin embargo, cuando se estudio el efecto del
tratamiento con AA durante 3 horas se comprobd la existencia de un aumento en la
produccion de mRNA correspondiente al gen NOS neuronal. En la Fig. 5A se muestran
resultados representativos de los experimentos realizados. En la Fig. 5B se muestra el
tratamiento estadistico de la fluorescencia relativa de las bandas correspondiente a
diversos experimentos. Como se refleja en los resultados presentados en esta figura, el
tratamiento con AA 10 uM durante 3 horas resultd en un aumento de la expresion de
NOS neuronal. Sin embargo, aunque la adicion de nicotina por si sola no modifica los
niveles de NOS neuronal, el pretratamiento de 2 horas con nicotina 10 UM es capaz de
contrarrestar dicho aumento. Este efecto mediado por nicotina se pudo bloquear
parcialmente por la accién de los antagonistas del receptor nicotinico (Fig. 5A y 5B); a-
bungarotoxina, antagonista selectivo del receptor o7, y mecamilamina, antagonista
inespecifico, ejercieron un efecto similar, previniendo parcialmente el efecto del
tratamiento con nicotina sobre el aumento de la expresion de NOS neuronal mediada por
el AA.
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Figura 5(A). Efecto del tratamiento con AA, nicotina, y antagonistas del receptor
nicotinico (a-bungarotoxina y mecamilamina) en la expresion del gen de NOS neuronal,
determinado mediante experimentos de RT-PCR. Los cultivos neuronales se trataron con
nicotina 10 uM durante 2 horas, previas a la adicion de AA 10 uM durante 3 horas. En
experimentos relacionados con la caracterizacion de los receptores nicotinicos implicados,
se adiciond a-bungarotoxina (1 nM) 6 mecamilamina (10 pM) 30 minutos antes del
tratamiento con nicotina. (A) Determinacion de la expresion del gen nNOS neuronal
mediante RT-PCR. M, patron de pesos moleculares (100 bp); 1, control; 2, tratamiento con
nicotina; 3, tratamiento con AA; 4, neuronas tratadas con nicotina antes de la adicion de
AA; 5, pretratamiento con nicotina y a-bungarotoxina antes de la adicion de AA; 6,
pretratamiento con nicotina y mecamilamina antes de la adicion de AA; 7, pretratamiento
con nicotina, a-bungarotoxina y mecamilamina antes de la adicion de AA.
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Figura 5(B). Tratamiento estadistico de la fluorescencia relativa de las bandas
correspondientes al producto de ampliacion del gen NOS neuronal, correspondiente a
distintos experimentos. Los resultados se expresaron como valor medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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La activacién de los receptores nicotinicos bloguea el aumento de los niveles de NOS

neuronal producido tras el tratamiento con AA

El efecto del tratamiento con AA y/6 nicotina en los niveles de proteina NOS
neuronal se puede observar en la Fig. 6. El tratamiento con AA 10 pM durante 24 horas
produjo un aumento de los niveles de NOS neuronal en comparacion con los niveles
normales. En concordancia con los resultados obtenidos en el estudio de la expresion de
NOS neuronal, el pretratamiento con nicotina disminuyd la elevacion de los niveles de

NOS neuronal causada por la adicion de AA.

54



.._.
o
('S
=
un

o - - NNOS

Figura 6. Efecto del tratamiento con AA y nicotina en los niveles de proteina NOS
neuronal, determinado mediante experimentos de western blot. Los cultivos neuronales se
trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas previas a la adicion de AA 10 uM durante 24
horas. 1, control positivo; 2, control; 3, tratamiento con nicotina; 4, tratamiento con AA,; 5,
neuronas tratadas con nicotina antes de la adicion de AA.
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Variacién de la actividad enzimatica de NOS tras el tratamiento con nicotinay AA

La Fig. 7 muestra el efecto del tratamiento con nicotina y AA, asi como el de la
adicion de antagonistas del receptor nicotinico, y de inhibidores especificos de distintas
isoformas de este enzima. El tratamiento con AA 10 uM durante 24 horas resulto en el
aumento de la actividad enzimética de NOS. Aungue la adicién de nicotina por si sola no
deriva en ningn cambio en la actividad enzimatica, su adicién previa a la de AA bloguea
el efecto de éste y mantiene los niveles de actividad de NOS similares a los normales
(Fig. 7A).

Experimentos adicionales con a-bungarotoxina 6 mecamilamina no consiguieron
contrarrestar de manera significativa la accion de la nicotina, sin embargo, cuando se
utilizaron ambos antagonistas al mismo tiempo, se pudo bloquear significativamente la
disminucidn del efecto del AA producida por el tratamiento con nicotina (Fig. 7B).

Este ensayo enzimatico no es especifico para ninguna de las isoenzimas de NOS,
y por lo tanto no permite determinar de qué modo las distintas isoformas de NOS
contribuyen a la actividad enzimética observada. Aunque entre un 85-95% de las células
en cultivo son neuronas y podriamos suponer por tanto que la actividad enzimatica es
debida a NOS neuronal, las células restantes, células de la glia, pueden expresar la
isoforma NOS inducible, la cual puede contribuir a la actividad total observada. Para
determinar las isoformas implicadas en el aumento de actividad enzimatica observado
tras el tratamiento con AA, se utilizaron inhibidores especificos de NOS neuronal, 7-NlI, e
inducible, AMT. En la Fig. 7C se observa que solo la adicién de 7-NI redujo de manera
significativa el aumento de la actividad de NOS producido por el AA. Estos resultados
indican que la isoforma neuronal del enzima NOS es responsable mayoritario de las
variaciones de la actividad de NOS inducidas por el tratamiento con AA en neuronas de

médula espinal.
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Figura 7(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en la actividad enzimética de NOS.
Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas previas a la adicion
de AA 10 uM durante 24 horas. Los resultados se expresaron como valor mediozerror
medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA

57



Actividad NOS

12 -

< 10
c
= T
§ :
<
T * * #
o * '|'
c 6- T
o T
e *
()
S | T
= 4
o
(&)
o
S
N’

0 T T T T

AA AA+N AA+N+B AA+N+M  AA+N+M+B

Figura 7(B). Efecto del tratamiento con antagonistas del receptor nicotinico (o-
bungarotoxina y mecamilamina) en la actividad enzimatica de NOS. Los cultivos
neuronales se trataron con a-bungarotoxina (1 nM) 6 mecamilamina (10 uM) 30 minutos
antes de la adicion de nicotina. Los resultados se expresaron como valor medioterror
medio.

* Significativamente diferente en comparacién con el grupo AA

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 7(C). Efecto del tratamiento con inhibidores selectivos de distintas isoformas del
enzima NOS en la actividad enzimatica observada. Los cultivos neuronales se trataron con
7-nicotinal 10 uM (inhibidor de nicotinaOS neuronal) y/6 AMT 200 nM (inhibidor de NOS
inducible) previamente a la adicion de AA durante 24 horas. Los resultados se expresaron
como valor medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA
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La Activacién de los Receptores Nicotinicos Disminuye los Niveles de Nitrito vy

cGMP Observados Tras el Tratamiento con AA

La Fig. 8 refleja los cambios que se producen en los niveles de nitrito en respuesta
al tratamiento con AA y nicotina. En concordancia con los resultados obtenidos en el
estudio de la actividad enzimatica de NOS, el tratamiento con AA durante 24 horas
aumenta la produccion de nitrito en comparacion con los niveles normales (Fig. 8A).
Asimismo, se llevaron a cabo experimentos adicionales en los que los cultivos neuronales
fueron tratados con AA en presencia de 7-NI y AMT. Al igual que en los ensayos de
actividad enzimatica, solamente 7-NlI, el inhibidor especifico de NOS neuronal, puede
contrarrestar la elevacion de los niveles de nitrito producida por el tratamiento con AA
(Fig. 8B).

La liberacion de NO a través de la reaccion catalizada por NOS puede estimular la
actividad del enzima guanilato ciclasa, y por tanto puede aumentar los niveles de cGMP.
Debido a esto, los niveles de cGMP pueden servir como un marcador de la formacion de
NO y de la actividad de NOS. Los cambios observados al analizar los niveles de cGMP
en los cultivos tratados con AA, nicotina, e inhibidores de las isoformas de NOS son
similares a los obtenidos en el estudio de los niveles de nitrito en el medio de cultivo. El
tratamiento con AA produjo un aumento de los niveles de cGMP, que pudo ser
blogueado por la adicion de nicotina (Fig. 9A). Ademas, la inhibicion ejercida por 7-NI
sobre NOS neuronal disminuye los niveles de cGMP en cultivos tratados con AA,
mientras que la adicion de AMT, inhibidor especifico de NOS inducible, no parece tener

ningun efecto significativo (Fig. 9B).
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Figura 8(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en los niveles de nitrito en el
medio de cultivo. Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 pM durante 2 horas,
previas a la adicién de AA 10 uM durante 24 horas. Los resultados se expresaron como
valor mediozerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA
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Figura 8(B). Efecto del tratamiento con inhibidores selectivos de distintas isoformas del
enzima NOS en los niveles de nitrito en el medio de cultivo. Los cultivos neuronales se
trataron con 7-nicotinal 10 uM (inhibidor de NOS neuronal) y/6 AMT 200 nM (inhibidor
de NOS inducible), previamente a la adicion de AA durante 24 horas. Los resultados se
expresaron como valor medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA.

62



120 -

(7p)
©
=
(«b)
(&) *
LDO 100 - -
i
X
Lo
~
ol
=
(D 80 - T T
(&)
©
=
Y—
60 T T T |
C N AA AA+N

Figura 9(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en los niveles de cGMP. Los
cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas, previas a la adicion de
AA 10 pM durante 24 horas. Los resultados se expresaron como valor mediozerror
medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control
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Figura 9(B). Efecto del tratamiento con inhibidores selectivos de distintas isoformas del
enzima NOS en los niveles de cGMP. Los cultivos neuronales se trataron con 7-NI 10 uM
(inhibidor de NOS neuronal) y/6 AMT 200 nM (inhibidor de NOS inducible) previamente
a la adicion de AA durante 24 horas. Los resultados se expresaron como valor
mediozerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA
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CAPITULO 111

La activacidon de receptores nicotinicos disminuye la aparicién de apoptosis tras el

tratamiento con AA en neuronas de médula espinal

En estudios precedentes se ha podido comprobar que el tratamiento con AA en
neuronas de meédula espinal conduce a la disminucion de la viabilidad celular, en un
proceso que parece estar relacionado con el descenso de la funcién mitocondrial. Por
tanto, se hace necesario determinar con exactitud que mecanismo 6 mecanismos se
encuentran implicados en la muerte neuronal producida por el AA.

Existen principalmente dos mecanismos generales a través de los cuales se
produce la muerte celular, necrosis y apoptosis, que presentan caracteristicas diferentes.
Mientras que necrosis se caracteriza por la ruptura de la membrana celular y la répida
pérdida de homeostasis interna, el fendbmeno de apoptosis viene caracterizado por la
condensacion de cromatina en el nacleo y la aparicion de moléeculas en el exterior de la
membrana que normalmente se encuentran confinadas al interior celular (Ej.
fosfatidilserina). Una diferencia principal entre ambos tipos de muerte celular es la
implicacion que ésta presenta para las células vecinas. Las células apoptoticas son
secuestradas rapidamente por fagocitos, antes de que se produzca la lisis de la membrana
y el vertido del contenido celular, que puede causar una reaccion inflamatoria. En las
celulas del sistema nervioso es particularmente critico el vertido de glutamato, que por
sus propiedades excitotoxicas puede causar un dafio severo a las células vecinas (la
concentracion intracelular de glutamato es de 3-10 mM, mientras que concentraciones de
10-20 pM pueden causar la muerte celular de neuronas, Nicholls, 1993). Por tanto,
necrosis neuronal (y el vertido incontrolado de glutamato asociado a ella) es
especialmente dafiina en el sistema nervioso.

Distintos tipos de muerte celular pueden producirse al mismo tiempo en el sistema
nervioso (Choi, 1995). Aunque el aumento de la liberacion de enzimas citoplasmaticos al
medio (liberacion de LDH) tras el tratamiento con AA parece indicar la pérdida de la

integridad de la membrana, y por tanto la existencia de un fenémeno de necrosis celular,
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evidencia previa indica que existe la posibilidad de que distintos tipos de muerte celular
coexistan en el mismo sistema. Por tanto, es necesario determinar si el tratamiento con
AA produce apoptosis en neuronas de médula espinal. La aparicion de apoptosis tras el
trauma en la médula espinal ha sido observada previamente (Springer et al., 1999).
Debido a la naturaleza postmitdtica de las neuronas adultas, apoptosis puede producir
alteraciones significativas. La aparicién de apoptosis en regiones de la médula espinal
alejadas del lugar del dafio se supone responsable, al menos en parte, de las
perturbaciones neurologicas que produce la lesion a largo plazo. En relacion con la
aparicion de apoptosis en la médula espinal, se ha observado la activacién de una familia
de cistein-proteasas denominadas caspasas (Emery et al., 1998, Springer et al., 1999).
Estos enzimas se encuentran normalmente como zimdgenos, y s6lo se ven activados
durante la ejecucion de apoptosis, siendo responsables de la aparicion de caracteristicas
morfologicas especificas de este mecanismo de muerte celular.

Debido a la importancia del fendbmeno de apoptosis en el trauma en la médula
espinal, se tratd de determinar si el aumento de los niveles de AA puede inducir la
aparicion de apoptosis en este sistema. Para ello, se estudiaron distintos pardmetros
asociados con dicho fendmeno, como la activacion de caspasas, la fragmentacién del
DNA nuclear, y la posible alteracion de sistemas celulares responsables de la activacion
de caspasas. De entre dichos sistemas regulatorios, el més estudiado la proteina Bcl-2.
Segun estudios previos, esta proteina regulatoria es capaz de inhibir la aparicién de
apoptosis tras el trauma en la médula espinal. Por otro lado, debido al efecto protector
observado tras la activacion de los receptores nicotinicos en la viabilidad celular de
cultivos neuronales de médula espinal, se tratd de determinar si la activacion de dichos
receptores puede presentar propiedades anti-apoptoticas, como sugieren algunos estudios
previos en los que la administracion de nicotina parece prevenir la aparicion de apoptosis

en distintas lineas de células tumorales (Heusch y Maneckjee, 1998).
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RESULTADOS

La activacién de receptores nicotinicos disminuye la fragmentacion del DNA

inducida por el tratamiento con AA

Debido a la disminucién de la viabilidad neuronal observada tras el
tratamiento con AA, es necesario determinar que mecanismos celulares estan implicados
en los procesos de muerte neuronal observados, y si estos mecanismos estan relacionados
con la aparicion de apoptosis en neuronas de médula espinal, un tipo de muerte celular
con caracteristicas especiales, particularmente en el sistema nervioso. Para determinar la
incidencia de apoptosis en estos cultivos celulares tratados con AA, se determind la
aparicion de fragmentacion en el DNA internucleosomal en cultivos neuronales de
médula espinal (Fig. 10). El tratamiento con AA durante 24 horas resulté en la
observacion del caracteristico conjunto de fragmentos de DNA internucleosomal de bajo
peso molecular, utilizado normalmente como indicador de la presencia de apoptosis. El
pretratamiento con nicotina disminuye significativamente la degradacion del DNA
observada tras la adicion de AA (muestra 6 en comparacion con muestra 5).

Por otro lado, la utilizacion de antagonistas de los receptores nicotinicos o-
bungarotoxina y mecamilamina bloquea parcialmente la accion del pretratamiento con
nicotina (muestras 7 y 8, en comparacién con muestra 6), lo que sugiere la activacién del
receptor o.; COmMo necesaria, al menos en parte, para la observacion de dicho efecto.

El efecto del AA en la fragmentacion de los nlcleos neuronales se determind
mediante el uso de la sonda fluorescente para DNA Hoescht 3342. En la Fig. 11 (A y B)
se recoge el aumento en el nimero de células que presentan ndcleo apoptético tras el
tratamiento con AA durante 48 horas. El pretratamiento adicional con nicotina 10 uM
disminuy0 el porcentaje de nucleos apoptoticos a niveles similiares a los normales (Fig.

11A-C en comparacion con 11A-D).
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Figura 10. Efecto del tratamiento con AA y nicotina en la fragmentacion del DNA en
neuronas de médula espinal. Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 pM
durante 2 horas, previas a la adicion de AA 10 uM durante 24 horas. M, patrén de pesos
moleculares (100 bp); 1, control; 2, tratamiento con nicotina; 3, tratamiento con o-
bungarotoxina; 4, tratamiento con mecamilamina; 5 tratamiento con AA; 6, neuronas
tratadas con nicotina antes de la adicion de AA; 7, pretratamiento con nicotina y o-
bungarotoxina antes de la adicion de AA; 8, pretratamiento con nicotina y mecamilamina
antes de la adicion de AA.
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Figura 11(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en la aparicion de nucleos
fragmentados en neuronas de médula espinal, determinado mediante el uso de la sonda
Hoescht 33342. Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas,
previas a la adicion de AA 10 uM durante 48 horas. Las imagenes son representativas del
resultado total de distinto experimentos. Las fotografia se tomaron usando un microscopio
de fluorescencia con un objeivo de immersion de 40X. A, control; B, nicotina; C, AA; D,
pretratamiento con nicotina seguido de adicion de AA.
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Figura 11(B). Tratamiento estadistico del nimero de células que presentan nicleo
apoptotico tras el tratamiento con AA durante 24 6 48 horas, correspondiente a distintos
experimentos. Los resultados se expresaron como valor medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA.
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La activacion de receptores nicotinicos disminuye la activacidn de caspasas

observada tras el tratamiento con AA

Para determinar el papel de la activacion de caspasas en la induccion de apoptosis
ejercida por el AA, y para establecer si la activacion de receptores nicotinicos puede
influenciar este proceso, se determinaron las actividades enzimaticas de caspasa-3, -8 y -9
tras tratamientos con AA de diferente duracion, y en la presencia 6 ausencia de un
pretratamiento con nicotina 2 horas antes de la adicion de AA. Por otro lado, para
establecer el tipo de receptores nicotinicos supuestamente implicados en la accion de la
nicotina, se llevaron a cabo experimentos adicionales utilizando antagonistas de los
receptores nicotinicos. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Fig. 12-15.

El efecto del tratamiento con AA en la actividad de caspasa-3 se puede observar
en la Fig. 12A. Dicho tratamiento fue capaz de aumentar la actividad de caspasa-3 hasta
un 45%, alcanzado tras un periodo de 12 horas posterior a la adicion de AA. En la
presencia de nicotina 10 uM, afiadida a los cultivos celulares 2 horas previas a la adicion
de AA, el aumento de la actividad de caspasa-3 se vio inhibido significativamente.

El efecto del tratamiento con AA en la actividad de caspasa-8 se muestra en la
Fig. 14A. Tras s6lo 30 minutos de tratamiento con AA se pudo observar un aumento de la
actividad de caspasa-8, que alcanza su nivel maximo 3 horas después. Aunque la adicion
de nicotina por si sola no induce cambios en la actividad de caspasa-8, un pretratamiento
de 2 horas con nicotina 10 M bloqued el efecto del AA sobre dicho enzima.

La Fig. 15A muestra el efecto del tratamiento con AA en la actividad de caspasa-
9. En contraste con el rapido aumento de la actividad de caspasa-8, aumentos en la
actividad de caspasa-9 de aproximadamente el 35% se detectaron sélo tras 6 horas de
tratamiento con AA. Como en el caso de los otros enzimas, el pretratamiento con nicotina
bloqued los efectos del AA sobre caspasa-9.

Para la determinacion del papel de receptores nicotinicos especificos en el efecto
protector ejercido por el tratamiento con nicotina frente a la induccion de la actividad de
caspasas mediada por el AA, se trataron los cultivos neuronales con a-bungarotoxina y
mecamilamina previamente a la adicion de nicotina y AA. La eleccion de la duracién de
los tratamientos se hizo teniendo en cuenta la cinética observada en los experimentos

reflejados en las Fig. 12A, 14A y 15A, es decir, 3 horas para caspasa-8, 6 horas para
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caspasa-9 y 12 horas para caspasa-3. Los resultados de estos experimentos se muestran en
las Fig. 12B, 14B y 15B. La utilizacién de ambos antagonistas inhibio el efecto protector
de la nicotina frente al aumento de actividad de caspasa-3 y -9 causado por el tratamiento
con AA. Debido a la especificidad de a-bungarotoxina para bloguear los receptores
nicotinicos de tipo o, estos resultados parecen sugerir que la inhibicion de la activacion
de caspasa-3 , caspasa-8 y caspasa-9 ejercida por el tratamiento con nicotina esta mediada
por la activacion de los receptores nicotinicos o.

La visualizacion de la actividad enzimatica de caspasa-3 in situ se muestra en la
Fig. 13. Estos experimentos permiten demostrar la presencia de caspasa-3 en su forma
activa en neuronas de médula espinal tras el tratamiento con AA durante 12 horas, en
comparacion con los niveles de enzima activo que se encuentran en dichas células en
condiciones normales (imagen superior en comparacién con imagen inferior, presencia de

enzima activo sefialada con flechas).

72



---&-- Control
—e—N
—O—AA
—@®— AA+N

160 -

*#

140 -

120 -

100 1 4

80 A

Actividad Enzimatica Caspasa-3
(% control)

60 T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tratamiento (horas)

Figura 12(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en la actividad enzimatica de
caspasa-3. Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas,
previas a la adicion de AA de distinta duracion. Los resultados se expresaron como valor
medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacién con el grupo AA+nicotina

73



™ 175 -
o
4 i
) 150 = # *
o T #
O -
CG:
O O 125
= ;
-
£ 8 T T r
N i
Co\bloo
W —
S
e 75 4
=
)
O
< 50 T T T T T T T
° = 3 =z 3z 3z 3
+ + +
zZ prd Z
& z
_|

Figura 12(B). Efecto del tratamiento con antagonistas del receptor nicotinico (a-
bungarotoxina y mecamilamina) en la actividad enziméatica de caspasa-3. Los cultivos
neuronales se trataron con mecamilamina (10 pM) 6 a-bungarotoxina (1 nM) 30 minutos
antes de la adicion de nicotina, seguido del tratamiento con AA durante 12 horas. Los
resultados se expresaron como valor mediozerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 13. Iméagenes tomadas en el microscopio confocal de la actividad de caspasa-3
(indicada mediante flechas) presente en neuronas de médula espinal. Imagen superior,
cultivos normales; imagen inferior, cultivos tratados con AA 10 uM durante 24 horas.
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Figura 14(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en la actividad enzimatica de
caspasa-8. Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas, previas a
la adicion de AA de distinta duracion. Los resultados se expresaron como valor medioterror
medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 14(B). Efecto del tratamiento con antagonistas del receptor nicotinico (a-
bungarotoxina y mecamilamina) en la actividad enzimatica de caspasa-8. Los cultivos
neuronales se trataron con mecamilamina (10 uM) é a-bungarotoxina (1 nM) 30 minutos
antes de la adicion de nicotina, seguido del tratamiento con AA durante 3 horas. Los
resultados se expresaron como valor mediozerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 15(A). Efecto del tratamiento con AA vy nicotina en la actividad enzimética de
caspasa-9. Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas,
previas a la adicion de AA de distinta duracion. Los resultados se expresaron como
valor mediozerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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Figura 15(B). Efecto del tratamiento con antagonistas del receptor nicotinico (a-
bungarotoxina y mecamilamina) en la actividad enzimatica de caspasa-9. Los cultivos
neuronales se trataron con mecamilamina (10 uM) 6 a-bungarotoxina (1 nM) 30 minutos
antes de la adicion de nicotina, seguido del tratamiento con AA durante 6 horas. Los
resultados se expresaron como valor medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control

# Significativamente diferente en comparacion con el grupo AA+nicotina
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El blogueo del metabolismo del AA no inhibe sus efectos sobre el aumento de la

Actividad de Caspasa-3 en neuronas de médula espinal

Para determinar la implicacion de determinados metabolitos del AA en los efectos
observados, se llevaron a cabo experimentos con indometacina (2 uM) y NDGA (2 uM),
inhibidores de lipooxigenasa y ciclooxigenasa, respectivamente, los dos enzimas
responsables principalmente del metabolismo del AA.

Experimentos con los inhibidores del metabolismo del AA anteriormente
mencionados fueron llevados a cabo para determinar el efecto del bloqueo de dichas rutas
metabdlicas en la activacion de caspasa-3. En concordancia con los resultados de la Fig.
4, la Fig. 16 muestra que el tratamiento con indometacina 6 NDGA no inhibe el aumento

en la actividad enzimatica de caspasa-3 observado tras el tratamiento con nicotina.
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Figura 16. Efecto del bloqueo del metabolismo del AA en la activacion del enzima
proteolitico caspasa-3 en neuronas de médula espinal. Los cultivos neuronales se
trataron indometacina 6 acido nordihidroguanirético 30 minutos antes de la adicion de
AA 10 pM durante 12 horas. Los resultados se expresaron como valor mediot error
medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el grupo control
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La activaciéon de receptores nicotinicos disminuye la liberacidon de citocromo c de la

mitocondria causada por el tratamiento con AA

La liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria al citoplasma puede ser usado
como medida de la disfuncién mitocondrial asociada con la aparicion de apoptosis.
Asimismo, la presencia de citocromo ¢ en el citoplasma esta directamente relacionada
con la activacién de caspasa-9. Por lo tanto, se determinaron los niveles citoplasmaticos
de citocromo ¢ en neuronas de médula espinal tratadas con AA usando la técnica de
western blot (Fig. 17A). Adicionalmente, en la Fig. 17B se muestra la cuantificacion
estadistica de los resultados de estos experimentos, mediante medidas densitométricas.
Como se puede observar, los niveles mas elevados de citocromo ¢ se encontraron en
aquellos cultivos neuronales tratados con AA durante 4 horas, y dicho efecto continud
existiendo tras 8 horas de tratamiento. Mientras que la adicion de nicotina a cultivos
normales no tuvo ningun efecto en la liberacién de citocromo c, la activacion de los
receptores nicotinicos previa a la adicion de AA disminuye el efecto producido por dicho

acido graso (muestra 4 en comparacion con muestra 3, Fig. 17A'y 17B).
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Figura 17(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en la liberacion de citocromo ¢ en
neuronas de médula espinal, determinado mediante experimentos de western blot. Los
cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 uM durante 2 horas, previas a la adicion de
AA durante 2, 4 y 8 horas. 1, control; 2, tratamiento con nicotina; 3, tratamiento con AA, 4,

neuronas tratadas con nicotina antes de la adicion de AA.
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Figura 17(B). Tratamiento estadistico del analisis densitométrico de las bandas
correspondientes a la proteina citocromo c, correspondiente a distintos experimentos. Los
resultados se expresaron como valor medioxerror medio.

* Significativamente diferente en comparacion con el respectivo grupo control

# Significativamente diferente en comparacién con el grupo AA+nicotina
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Los niveles de proteina Bcl-2 no se ven alterados por el tratamiento con AA v/6

nicotina en neuronas de médula espinal

La activacion de caspasas esta regulada por diversos mecanismos celulares, entre
los que se encuentra la modulacion de los niveles de proteina Bcl-2 como uno de los
principales y mas estudiados. Por este motivo, se determinaron los niveles de Bcl-2 en
cultivos neuronales de medula espinal tratados con AA y nicotina, utilizando la técnica de
western blot. Como control positivo se utilizé un lisado de células Jurkat. Como se indica
en las Fig. 18A y 18B, los niveles de Bcl-2 no se vieron alterados por ninguno de estos
tratamientos en los diferentes tiempos estudiados (1, 3, y 6 horas). Estos resultados
sugieren que las alteraciones de los niveles de Bcl-2 no se encuentran entre los
mecanismos regulados por el tratamiento con AA 6 por la activacion de receptores

nicotinicos.

85



- — — 1h
T S | 3h
— . . === | 6 h

Figura 18(A). Efecto del tratamiento con AA y nicotina en los niveles de proteina
Bcl-2 en neuronas de médula espinal, determinado mediante experimentos de western
blot. Los cultivos neuronales se trataron con nicotina 10 UM durante 2 horas, previas a
la adicion de AA durante 1, 3 y 6 horas. 1, control; 2, tratamiento con nicotina; 3,
tratamiento con AA; 4, neuronas tratadas con nicotina antes de la adicion de AA.
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Figura 18(B). Tratamiento estadistico del anlisis densitométrico de las bandas
correspondientes a la proteina citocromo ¢, correspondiente a distintos experimentos.
Los resultados se expresaron como valor medioxerror medio.
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DISCUSION

Estudios clinicos y observaciones experimentales apoyan el concepto de dafio
secundario en la médula espinal como consecuencia de los mecanismos bioguimicos
activados tras la lesion inicial, que contribuyen a la extension del trauma. Las
consecuencias iniciales del trauma en médula espinal y su relacion patoldgica con la
degeneracion neuronal no han sido totalmente establecidas (Lipton, 1993; Winkler et al,
1998). El estudio de los mecanismos que regulan los fendémenos que se producen tras la
lesion fisica, y el conocimiento detallado de las reacciones celulares que ocurren tras el
trauma son de importancia critica, ya que pueden permitir intervencion clinica para
intentar disminuir las consecuencias de la lesion.

Tras el insulto fisico, despolarizacion y aumento de la concentracion intracelular
de calcio llevan a la activacion de multitud de procesos que se saben relacionados con la
expansion del proceso degenerativo, como la activacion de fosfolipasas, fosfatasas,
endonucleasas, alteraciones mitocondriales y degeneracion axonal. La activacion de
fosfolipasas, ya sea por estimulacién mecanica 6 mediada por calcio, produce la
liberacion de acidos grasos de las membranas celulares.

Debido a la composicion de la membrana, el AA (5,8,11,14-cis-eicosatetraenoico)
es el principal &cido graso liberado por la accion de las fosfolipasas (Bazan, 1970). En
condiciones normales, el AA se encuentra presente en muy bajas concentraciones, sin
embargo, tras el trauma, las concentraciones de 4&cido graso libre aumentan
dramaticamente, llegando a alcanzar concentraciones locales de hasta 200 uM (Dhillon et
al, 1994). En este estudio, la concentracion de AA utilizado fue de 10 uM, que puede
corresponder con concentraciones de este acido graso presentes en tejido afectado. En
apoyo de un efecto especifico del AA, concentraciones similares de otros acidos grasos
no han mostrado afectar la viabilidad celular en el mismo cultivo neuronal (Toborek et al,
1999).
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Modelos utilizados en el estudio del trauma en médula espinal

Las limitaciones que presentan algunas de las técnicas fotogréaficas utilizadas
hacen que el estudio del trauma en la médula espinal humana sea complicado. Por ello, se
ha hecho necesario el uso de modelos animales experimentales que permitan comprender
la patologia de esta condicion. Sin embargo, ninguno de los modelos animales utilizados
puede simular con exactitud las condiciones que se producen tras la lesion en la médula
espinal humana, ya que ésta es el resultado de varios tipos de insultos fisicos y mecanicos
que van a ser los que determinen las consecuencias de la lesion, y que normalmente
varian para cada caso individual. Por otro lado, la mayoria de las técnicas usadas para
producir la lesion en animales producen una compresién posterior de la médula, mientras
que en el caso de los humanos el trauma es principalmente anterior.

Existen principalmente dos modelos experimentales de trauma en médula espinal
que han sido utilizados extensamente para estudiar las consecuencias de la lesion.
Aunque algunos modelos usados en experimentos previos resultaron en la caracterizacion
de algunos de los cambios histologicos y neuroldgicos que se producen, el primer
modelos que permitié la cuantificacion de la severidad del trauma fue introducido por
Allen en 1911, dejando caer un peso determinado sobre la médula espinal expuesta en la
region toracica. Este modelo puede reproducir distintas condiciones mediante la variacion
del peso y de la altura desde donde éste se deja caer. La magnitud de la lesion se expresa
en gramos x centimetro. A pesar de su aceptacion generalizada, este modelo presenta
algunas desventajas, entre ellas, la principal es que la energia de la contusion no puede
ser expresada correctamente en gramos X centimetro, ya que dos lesiones
correspondientes al mismo producto peso x altura pueden conferir una energia de
contusion muy diferente.

El segundo modelo mas utilizado es el modelo de compresion con pinza,
utilizando una pinza de aneurisma Kerr-Lougheed modificada, introducido por Rivlin y
Tator en 1978. Este modelo asemeja la compresion circunferencial de la médula que se
produce tras el trauma, y permite medir la intensidad de la lesion. Como principal
desventaja, la medula necesita ser manipulada més extensamente que en otros métodos,

lo que puede modificar sustancialmente los resultados experimentales.
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Otros modelos experimentales utilizados son el modelo de compresion estéatica, en
el que determinados pesos se sitlan directamente sobre la médula durante cierto tiempo,
y el modelo de compresion introducido por Tarlov en 1953, usando perros como animales
de experimentacion, y que mas adelante fue modificado para su uso en monos y ratas.
Este método consiste en la introduccion de un globo hinchable en el espacio extradural
para producir la lesion. La principal desventaja de este método es la dificultad de su uso
en animales pequefios, asi como la imposibilidad de cuantificar la presion inducida.

Todas estas observaciones llevan a la conclusion de que los modelos de
experimentacion en animales solamente pueden simular algunas de las condiciones que
se producen en el trauma humano, y durante las dos Gltimas décadas, un nimero creciente
de nuevos modelos animales han tratado de reproducir distintos aspectos de la patologia
de la lesion en humanos. Aunque todos estos modelos tratan de establecer las condiciones
de modo que se asemejen lo mas posible a las condiciones del trauma humano, existen
algunos factores que no se han podido controlar, como la influencia de la edad, sexo, 0 la
presencia de otras patologias previas (hipertension, enfermedades vasculares). Por otro
lado, mientras que la mayoria de las lesiones en humanos se producen sin contacto
directo de la médula con el agente fisico causante de la lesion, la mayoria de los modelos
experimentales requieren que el trauma se produzca directamente sobre la médula
expuesta.

Cada uno de los modelos animales presenta sus propias ventajas y desventajas, y,
en general, la complejidad del sistema puede resultar en un dificil acceso al tejido 6 tipo
celular de interés. En contraste, los modelos in vitro permiten el control preciso de las
condiciones del entorno extracelular, acceso al tejido 6 células objeto de estudio, y
menores costes asociados. Distintos modelos de experimentacion in vitro han sido
desarrollados, tratando de simular el trauma mediante la exposicion directa de las células
a compresion, presion hidrostatica, 6 estrechamiento. Para ello, se han usado diferentes
tipos de cultivos celulares, desde lineas celulares inmortalizadas a cultivos primarios y
organotipicos (Morrison et al, 1998). De entre todos ellos, el uso de cultivos celulares
primarios se presenta como el mas ventajoso. Los cultivos celulares primarios, aunque

dificiles de mantener, permiten conservar caracteristicas moleculares y bioquimicas
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similares a los modelos en animales, al mismo tiempo que permiten el estudio de un tipo

celular determinado 6 de toda una poblacién celular heterogénea.

Papel del AA en la aparicion de estrés oxidativo y muerte celular

Tras el trauma inicial, la movilizacion de AA de las membranas celulares puede
producir la activacion de diversos procesos degradativos, como peroxidacion lipidica y
produccion de radicales libres (Hall, 1989; Evans, 1993). Evidencia previa indica que
peroxidacion de la membrana esta relacionada con lesiones del SNC (Demediuk et al,
1985; Saunders y Horrocks, 1987). Por sus caracteristicas de acido graso poliinsaturado,
el AA puede ser atacado por radicales libres, lo que puede resultar en la formacion de
diferentes peroxidos lipidicos (Hall, 1993). Estos compuestos son especies altamente
reactivas que pueden atacar proteinas, acidos nucleicos y lipidos celulares. En particular,
los perdxidos lipidicos pueden interaccionar con membranas celulares produciendo la
oxidacién de receptores y otras proteinas de membrana. Por otro lado, pueden producir
una reaccion en cadena mediante la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados que no
habian sido liberados inicialmente de las membranas celulares.

El AA puede ser metabolizado por accion de lipooxigenasa y ciclooxigenasa,
dando lugar a la sintesis de eicosanoides, prostagandinas, leucotrienos y tromboxanos.
Distintas prostaglandinas han sido implicadas en varias respuestas patoldgicas y
fisiologicas en el cerebro (Bazan et al, 1995). En lesiones de la médula espinal se han
encontrado niveles elevados de prostaglandinas (Sharma et al, 1993), y aunque éstas se
suponen relacionadas con la regulacion de microcirculacion y permeabilidad vascular,
poco se conoce de su mecanismo de accion. Ademas de la produccion de eicosanoides, el
metabolismo del AA a través de estas rutas bioquimicas puede llevar al aumento de los
niveles de metabolitos intermediarios, especies oxidadas relativamente inestables como el
radical libre araquidonilo y ciertos hidroperoxiécidos, capaces de reaccionar con radicales
libres llevando a la formacion de nuevos compuestos oxidados (Tsai et al, 1998;
Khaselev y Murphy, 2000). De acuerdo con algunos experimentos adicionales realizados,
se puede concluir que los productos metabdlicos del AA parecen no tener influencia en el
efecto observado producido por este acido graso en neuronas de médula espinal, ya que el

bloqueo de las rutas correspondientes no disminuye la toxicidad del AA. En apoyo del
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papel critico de los derivados oxidados del AA como responsables, al menos en parte, de
su efecto toxico, existe evidencia previa a favor del efecto protector que ejercen algunas
sustancias antioxidantes, como es el caso de Ebselen, en un modelo de trauma en médula
espinal causado por el tratamiento con AA (Malecki et al, 2000). Estos estudios sugieren
la implicacion de procesos de peroxidacion lipidica en el efecto tdxico del AA. En apoyo
de esta teoria, se ha descubierto que hidroperoxidcidos (HPETE), productos procedentes
de la oxidacion del AA, pueden causar disfuncion celular en células del musculo liso
(Rao et al, 1996) y en celulas de retinoblastoma (Vento et al, 2000). Varios HPETE,
principalmente 5-HPETE, 12-HPETE y 15-HPETE, han sido relacionados con la
regulacion de los niveles de calcio mitocondrial (Reynaud y Pace-Asciak, 1997) y con la
inhibicion de la bomba Na,K-ATPasa neuronal (Silverman y Drazen, 1999). De manera
similar, el acido epoxieicosatetranoico (EET), otro derivado de la oxidacién del AA, ha
sido relacionado con la modificacion de los niveles de calcio intracelular (Mombouli et
al, 1999, Wu y Cederbaum, 2000). Conocidos productos de peroxidacion del AA, como
HNE, han mostrado similares efectos neurotoxicos in vitro, produciendo muerte celular
mediante un mecanismo de accion que parece estar relacionado con la disfuncion
mitocondrial, alteraciones de los transportadores de glucosa y glutamato, reduccién de la
actividad acetilcolina transferasa, y apoptosis (Pedersen et al, 1999). El aumento de los
niveles de HNE ha sido observado tras el tratamiento de neuronas de médula espinal con
AA (Malecki et al,, 2000).

EET <25 Acido Araquidénicp 2% Hidroperoxidos Lipidicos

(Acido Epoxi-eicosatrienoico) HPETEs
ciclooxigenasa lipooxigenasa
Prostaglandinas Leucotrienos
Oy

Tromboxanos

Figura 1. Esquema de los mecanismos de degradacion del AA
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Mecanismos responsables de la alteracion energética, disfuncién mitocondrial y

apoptosis inducidos por el AA

Este estudio demuestra que el tratamiento con AA puede disminuir la viabilidad
neuronal e incrementar la disfuncion mitocondrial, de acuerdo con los resultados
obtenidos en los ensayos de liberacion de LDH, medida de los niveles de ATP, y
conversion del sustrato MTT. El enzima lactato deshidrogenasa es liberado al medio por
celulas que han perdido la integridad de su membrana, y por lo tanto este parametro
normalmente indica la incidencia de necrosis. Los niveles de ATP se han propuesto como
indicadores del tipo de mecanismo de muerte celular en proceso, de modo que niveles
relativamente bajos de ATP indican la presencia de necrosis, mientras que niveles
relativamente similares a loo niveles normales pueden garantizar la sintesis de
determinadas proteinas necesarias durante el proceso de apoptosis (Leist et al, 1997
Nicotera et al, 1998). La concentracion especifica de ATP necesaria para distinguir entre
apoptosis y necrosis es objeto de discusion, y es probable que varie para distintos tipos
celulares. En el presente estudio, el tratamiento con AA es capaz de disminuir la
conversion de MTT, indicando una disminucion de la funcion mitocondrial. Ademas de
esto, se produce una disminucion de los niveles de ATP, y un aumento de la liberacién de
LDH.

Aunque estos datos parecen implicar la incidencia de necrosis tras el tratamiento
con AA, experimentos posteriores revelan la presencia de apoptosis en este modelo. Al
ser examinados, mecanismos especificos caracteristicos de apoptosis, como por ejemplo
la activacion de caspasas y la condensacion de cromatina, pueden ser observados
claramente en las neuronas de médula espinal tratadas con AA. Es posible que el mismo
insulto pueda dar lugar a distintas formas de muerte celular en un mismo sistema. De
hecho, la coexistencia de apoptosis y necrosis en el mismo sistema ha sido observada
previamente, y se ha propuesto que apoptosis y necrosis son sélo casos extremos de una
gran cantidad de estados de muerte celular intermedios que pueden presentar
caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas apoptdticas y necroticas (Leist y Nicotera,
1998).

Evidencia previa indica que el fendmeno de apoptosis juega un papel critico en la

progresion del trauma en médula espinal. Por ejemplo, apoptosis ha sido definida como
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una prominente alteracion patolégica en el trauma en médula espinal en humanos (Emery
et al, 1998). En un modelo experimental de trauma en médula espinal, se observaron
incrementos dramaticos de los niveles de actividad de caspasa-3 y de fragmentacion del
DNA 1y 4 horas, respectivamente, tras el trauma. Por otro lado, aumentos en la actividad
de caspasa-9 han sido observados s6lo 30 minutos tras el trauma (Springer et al, 1999).
La presencia de apoptosis en regiones del tubo neuronal alejadas del lugar inicial de la
lesion se cree responsable en parte por los efectos de la lesion a largo plazo. Parece ser
que el fenébmeno de apoptosis no solamente afecta a neuronas (neuronas motoras e
interneuronas) (Lawson y Lowry, 1998), sino también a astrocitos, oligodendrocitos y
microglia (Shuman et al, 1997). En experimentos de contusion severa en roedores, el
estadio apoptotico mas avanzado se ha observado tres dias después del trauma (Yong et
al, 1998). Aunque parece evidenciarse como cierta la posible presencia de apoptosis tras
lesiones de la médula espinal, los mecanismos especificos que llevan a su aparicion no
han sido caracterizados totalmente. Este estudio sugiere que la liberacién de AA puede
ser responsable en parte de la activacion de este proceso.

Aunque la aparicion de apoptosis tras el tratamiento con AA ha sido observada en
otros sistemas celulares, las rutas especificas activadas no han sido caracterizadas. En
este estudio, el AA es capaz de inducir apoptosis a través de la liberacion de citocromo ¢
y de la activacion de diferentes caspasas. En general, se ha descrito la existencia de dos
rutas principales que llevan a la activacion de caspasas. La primera ruta implica la
activacion de receptores miembros de la familia de receptores del factor de necrosis
tumoral (TNF) (Peter et al, 1997). La union del ligando correspondiente provoca la
multimerizacién del receptor y la posterior union de la proteina FADD (“Fas-associating
death domain”). Esta proteina, a través de su dominio DED (“death efector domain”),
puede unirse al proenzima procaspasa-8, resultando en su hidrélisis y consiguiente
activacion. La activacion de la segunda ruta no estd mediada por receptor, sino que esta
relacionada con la induccion de disfuncion mitocondrial (Krippner et al, 1996). La
disfuncién mitocondrial puede llevar a la liberacién de citocromo c al citoplasma, donde
puede unirse a dATP y Apaf-1 (factor activador de apoptosis-1), provocando la
activacion de caspasa-9 (Zou et al, 1997). En el mecanismo mediado por receptor,

caspasa-8 parece actuar como el enzima inicial que promueve la activacion de los otros
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miembros de esta familia, mientras que en el mecanismo mitocondrial, la activacion de
caspasa-9 puede dar lugar a la activacion secuencial de otras caspasas. Aunque es posible
que diferentes estimulos determinen la activacion de uno u otro mecanismo, la activacion
simultanea de caspasa-8 y caspasa-9 tras el mismo estimulo ha sido descrita previamente
(Zhuang y Simon, 2000), lo que sugiere que ambas rutas pueden estar interrelacionadas.
De hecho, se ha propuesto que los niveles de caspasa-8 pueden determinar la implicacion
del mecanismo mitocondrial, de modo que niveles elevados de caspasa-8 pueden ser
suficientes para la activacion de otras caspasas, sin necesidad de la liberacion de
citocromo ¢ de la mitocondria (Kuwana et al, 1998). Dado que se sabe que las células
neuronales expresan niveles relativamente bajos de caspasa-8, en comparacion con otras
células, esta teoria puede explicar la activacién tanto de caspasa-8 como de caspasa-9 tras
el tratamiento con AA. Ademas, el hecho de que la activacion de caspasa-8 ocurra
previamente a la activacion de caspasa-9 también esta de acuerdo con esta teoria.

Varios mecanismos regulatorios capaces de modular la activacion de caspasas han
sido descritos, y, entre ellos, la produccion de Bcl-2 ha sido probablemente el més
estudiado. Bcl-2 pertenece a una amplia familia de proteinas relacionadas con la
estimulacion 6 inhibicion de caspasas (Merry y Korsmeyer, 1997). Bcl-2 se encuentra
localizada en mitocondria, membrana nuclear y membrana del reticulo endoplasmico, y
su mecanismo especifico de accion aun no ha sido caracterizado. Se ha propuesto que
este mecanismo puede implicar procesos de dimerizacion e interaccién con otros
miembros de la misma familia de proteinas (Oltvai et al, 1993). Aunque varios estudios
han detectado que la sobre-expresion de Bcl-2 tiene efectos protectores tras el trauma en
médula espinal ¢ tras el tratamiento con AA en otros tipos de células (Chen et al, 1997;
Springer et al, 1999), en este estudio no se han detectado cambios en los niveles de Bcl-2
tras el tratamiento con nicotina 6 con AA. Sin embargo, no se puede eliminar la
posibilidad de que otros miembros de la familia de proteinas a la que pertenece Bcl-2
estén implicados en la activacion de apoptosis mediada por AA, 6 en el efecto protector

observado tras la activacion de receptores nicotinicos.
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Mecanismos implicados en la requlacién de NOS mediada por AA

Para determinar los posibles mecanismos implicados en la manifestacién del
efecto toxico ejercido por el AA, se estudid la produccion de NO. En condiciones
normales, NO actla como un importante neurotransmisor en el sistema nervioso,
relacionado con la liberacién de otros neurotransmisores, potenciaciéon a largo plazo y
depresion (Snyder y Bredt, 1991; Zinder, 1992; Schuman y Madison, 1994). Sin
embargo, la excesiva produccion de NO se ha propuesto como uno de los principales
factores neurotoxicos implicados en el desarrollo de distintas patologias, entre ellas,
trauma en la médula espinal (Sharma et al, 1996). NO es producido por el enzima NOS
en la conversion de L-arginina en L-citrulina. De las tres isoformas cuya presencia ha
sido caracterizada en el sistema nervioso, dos de ellas (endotelial y neuronal) son
expresadas constitutivamente y su actividad estd regulada por los niveles de calcio. La
tercera isoforma (inducible) solamente se expresa durante estados patoldgicos, y su
actividad no se ve modulada por calcio.

NO ha sido relacionado con diversos efectos en el sistema nervioso (Gross y
Wolin, 1995; Schulz y Wambolt, 1995). Se ha sugerido que la mayoria de los efectos
toxicos que puede tener el NO son debidos a la produccion del radical libre peroxinitrito,
en su reaccion con O, (Lipton, 1993). Peroxinitrito es un radical libre extremadamente
potente, capaz de inducir oxidacion por si mismo, 6 mediante la producciéon de OH- (el

radical libre mas dafiino) a través de su descomposicion,

0, +NO—-» ONOO~ - ONOOH — OH-+NO; — NOz +H"

La extremada reactividad del peroxinitrito y de sus derivados sugiere que este
mecanismo es fundamental en la patologia asociada con la produccién de NO.

Este estudio muestra que el tratamiento con AA es capaz de aumentar la
produccion de NO y la actividad de NOS. Para la determinaciéon de la isoforma(s)
responsable del observado aumento de la actividad enzimatica, se llevaron a cabo
distintos experimentos con inhibidores selectivos de las isoformas inducible y neuronal.
Los resultados muestran que solo la inhibicion de la isoforma neuronal es capaz de

contrarrestar el efecto del AA. Por tanto, se puede concluir que el AA produce un
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aumento de la produccién de NO mediante la regulacion especifica de la isoforma
neuronal de NOS. ElI AA parece modular este enzima incluso a nivel transcripcional,
modificando su expresién y la produccion de esta proteina, como demuestran los

resultados obtenidos en experimentos de western blot y RT-PCR.

Mecanismos neuroprotectores implicados en la activacion de los receptores

nicotinicos

En el sistema objeto de estudio, la concentracion de nicotina usada para la
activacion de los receptores nicotinicos se fijé en 10 uM, dado que esta concentracion
ejercio el maximo efecto protector en los cultivos neuronales. El pretratamiento con
nicotina al menos dos horas antes de la adicion de AA parece ser necesario para observar
la presencia de dicho efecto protector, como lo demuestran varios experimentos en los
que la adicién de nicotina no tuvo ningln efecto cuando se realiz6 al mismo tiempo 6 tras
el tratamiento con AA. La necesidad de pretratamiento sugiere la existencia de
mecanismos de transduccion de sefiales aln no identificados, cuya activacion es necesaria
para proteger a las células contra la accion del AA.

Para la determinacion del papel de receptores nicotinicos especificos en el efecto
protector ejercido por el tratamiento con nicotina, se llevaron a cabo experimentos con a.-
bungarotoxina y mecamilamina. Mientras que mecamilamina actia bloqueando el
receptor de modo inespecifico (Banerjee 90), oa-bungarotoxina es un antagonista
especifico del receptor nicotinico a7 (Couturier et al, 1990). El estudio detallado del
papel de los receptores o esta justificado por la existencia de estudios previos en los que
se sefiala la habilidad de este receptor para estimular la supervivencia de neuronas
motoras de médula espinal, y para proteger neuronas corticales contra la accion del
glutamato (Kaneko et al, 1997; Messi et al, 1997). El receptor o7 presenta ademas ciertas
caracteristicas que lo hacen objeto de estudio detallado; a diferencia de otros tipos de
receptores, contiene mas de dos sitios de unién para el ligando por molécula, presenta una
permeabilidad por calcio mayor que cualquiera de los otros receptores (la relacion de
permeabilidad Pca:Pna €S 20 para el receptor a7, 1.5 para otros receptores neuronales,
Seguela et al, 1993), y presenta mayor selectividad por nicotina que por el ligando

natural, acetilcolina (Seguela et al, 1993, Patrick et al, 1993). Ademas, los receptores o
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han sido implicados en procesos de liberacion de neurotransmisores, regulacion del
crecimiento neuronal y de supervivencia (Pugh y Berg, 2000). Ya que se han establecido
elevados niveles de permeabilidad para el calcio en este receptor (algunos estudios le
atribuyen mayor selectividad para calcio que a los receptores NMDA), es posible que la
activacion de los receptores oy esté implicada en los mecanismos que llevan a la
regulacion de la expresion génica observada tras el tratamiento con nicotina. En
diferentes ensayos de viabilidad celular, a-bungarotoxina mostr6 propiedades
antagonistas del efecto mediado por nicotina, pero mientras que el bloqueo fue total en la
recuperacion de los niveles de ATP, la adicion de o-bungarotoxina solo pudo
contrarrestar parcialmente la recuperacion de los niveles de funcionalidad mitocondrial.
De modo similar, los antagonistas del receptor son capaces de inhibir el efecto de la
nicotina en experimentos de activacion de caspasas y fragmentacion del DNA. La
extension del bloqueo se mostrd diferente al llevar a cabo medidas de distintos
parametros, lo que sugiere un papel complejo de los receptores nicotinicos en el efecto
protector mediado por nicotina. Por otro lado, es posible que otros receptores nicotinicos
no estudiados estén implicados en mediar la accion de la nicotina.

En todos los experimentos realizados, el pretratamiento con nicotina se mostrd
capaz de bloquear el efecto del AA, recuperando la funcién mitocondrial, los niveles de
ATP, y disminuyendo la liberacion de LDH. Estudios previos sugieren la existencia de
efectos protectores tras la activacion de receptores nicotinicos en distintas formas de
neurotoxicidad; por ejemplo, el tratamiento con nicotina es capaz de proteger a neuronas
corticales contra los efectos de glutamato (Kaneko et al, 1997), del péptido B-amiloide
(Kihara et al, 1998) y del aumento de calcio intracelular (Kaneko et al, 1997). La
activacion de receptores nicotinicos también se ha mostrado protectora, promoviendo la
supervivencia de neuronas motoras de médula espinal (Messi et al, 1997). En adicién, el
tratamiento con nicotina perece aminorar los sintomas de algunas enfermedades
degenerativas, como las enfermedades de Parkinson y de Alzheimer (Brenner et al, 1993;
Ishikawa y Miyatake, 1993).

Cuando los cultivos neuronales fueron tratados con nicotina, se observaron
descensos en los niveles de NO, y de la actividad de NOS neuronal. Al igual que en el

caso de los ensayos de viabilidad celular, la activacion de los receptores nicotinicos
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parece ser necesaria para la observacion de la influencia de nicotina en la regulacion de
NOS neuronal. Por tanto, aunque los mecanismos responsables del efecto protector
observado tras el tratamiento con nicotina no se conocen en detalle, se puede especular
que estan relacionados con la regulacion de NOS neuronal. De hecho, niveles elevados de
NO han sido relacionados con la presencia de apoptosis no s6lo en neuronas (Sastry y
Rao, 2000), sino también en sistema inmune (Brune et al, 1997) y endotelio (Dart y Chin-
Dusting, 1999). Por tanto, es posible que los efectos anti-apoptoticos del tratamiento con
nicotina estén relacionados con su capacidad para disminuir la produccién de NO.

El tratamiento con nicotina y la activacién de receptores nicotinicos presentan
efectos anti-apoptdticos en neuronas de médula espinal tratadas con AA, posiblemente
mediante el bloqueo de la activacion de diferentes caspasas. Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos tras el estudio del efecto del tratamiento con nicotina en el
mantenimiento de la funcion mitocondrial. La recuperacion de la funcion mitocondrial
observada tras la adiciéon de nicotina en cultivos neuronales de médula espinal tratados
con AA puede estar relacionada con la disminucion de la liberacion de citocromo ¢ y por
tanto de la activacion de caspasa-9 en cultivos tratados con nicotina. De hecho, el
tratamiento con nicotina ha mostrado su capacidad de inhibicion de apoptosis en diversas
lineas celulares. Sin embargo, estudios previos realizados parecen ofrecer conclusiones
contradictorias, y parece que el tratamiento con nicotina puede promover 6 inhibir
apoptosis dependiendo de la linea celular y de la etapa del desarrollo del sistema
estudiado. Por ejemplo, el tratamiento con nicotina parece inducir apoptosis en células
progenitoras de hipocampo y en ceélulas cerebrales en etapas tempranas del desarrollo
(Berger et al, 1998; Slotkin et al, 1997). En contraste, efectos anti-apoptdticos tras el
tratamiento con nicotina pueden ser observados en una variedad de lineas celulares
tumorales (Wright et al, 1993; Heusch et al, 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, existen diferentes estudios previos que
sefialas las posibles propiedades anti-apoptdticas de la activacion de los receptores
nicotinicos. Heusch et al. (1998) propuso que dicho efecto puede estar mediado por la
activacion de las rutas bioquimicas relacionadas con la proteina kinasa activada por
mitdgeno (MAPK), en concreto mediante la activacion de ERK-2. Estas rutas

bioquimicas parecen tener un papel critico en la transduccion de sefiales y en la
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regulacion de la expresion génica necesaria para el control del crecimiento celular y de
apoptosis. Ademas de la posible relacién de este mecanismo con los efectos del
tratamiento con nicotina, existen estudios previos que indican que el mecanismo de
accion del AA también puede estar relacionado con estas rutas, mediante la induccion de
MAPK fosfatasa-1 (MKP-1), una proteina inhibidora de las rutas bioquimicas
relacionadas con MAPK (Metzler et al, 1998).

Investigaciones previas indican que el tratamiento con AA puede producir un
aumento de los niveles de calcio intracelular en neuronas de medula espinal. Aunque el
aumento incontrolado de los niveles de calcio se supone como uno de los principales
mecanismos que llevan a la muerte celular, variaciones controladas de la concentracion
de calcio citoplasmatico son capaces de regular una gran variedad de procesos celulares
relacionados con el control del crecimiento celular, diferenciacion celular, y plasticidad
sinaptica en neuronas.

En muchos casos, el mismo mecanismo inducido por la alteracion de los niveles
de calcio se ha demostrado que puede conducir a la proliferacion celular ¢ a apoptosis,
sugiriendo que el control de los niveles de calcio es critico para le determinacion del
estado de la célula. La activacion de los receptores nicotinicos puede promover la entrada
de calcio al citoplasma, a través del canal idnico del receptor (los receptores nicotinicos
neuronales presentan mayor selectividad por calcio que por sodio, en comparacion con
los receptores musculares), y también a través de la estimulacion de canales de membrana
regulados por voltaje. El tratamiento con nicotina ha sido asociado con fendmenos
regulados por calcio, como la modulacion de proteinas kinasas y fosfatasas, y la
activacion de otros canales de membrana, algunos de los cuales estan relacionados con la
regulacion de la expresion génica. EI mecanismo concreto por el cual la activacion de
receptores nicotinicos, y también de otros receptores ionotropicos, puede afectar al
programa genético se desconoce, pero podria estar relacionado con la regulacion del
metabolismo del calcio.

Estudios previos indican la posibilidad de que la activacion de receptores
nicotinicos pueda regular la expresion de los denominados genes de induccion temprana.
Estos genes expresan proteinas que actan como factores transcripcionales, regulando la

expresion de gran nimero de genes. El factor nuclear kB (NF-kB) y la proteina
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activadora 1 (AP-1) se encuentran entre los genes tempranos mas conocidos, capaces de
regular la expresion de otros genes implicados en procesos regulatorios del ciclo celular y
de supervivencia en diferentes tipos de células. EI aumento en la expresion de c-fos, junB
y c-jun (subunidades miembros de la familia de proteinas que forma el complejo
conocido como AP-1) ha sido descrito tras el tratamiento con nicotina en células del
ganglio cervical superior (Bartel et al, 1989; Kostinaho et al, 1993). La activacién de
estos genes lleva a la produccion de proteinas que son capaces de dimerizar y actuar
como factores transcripcionales, uniéndose a secuencias regulatorias especificas,
principalmente secuencias AP-1, presentes en la region regulatoria de muchos genes. La
regulacion del factor AP-1 se supone critica en distintas patologias del sistema nervioso,
tales como trauma, isquemia, y enfermedades cronicas como Parkinson y Alzheimer. Por
otro lado, el factor AP-1 parece estar relacionado con la regulacion de procesos
oxidativos en distintos tipos de células (lwata et al, 1997, Gius et al, 1999).

Aunque la implicacion de la regulacion de genes tempranos se ha demostrado en
diferentes condiciones patologicas, los genes afectados posteriormente no han sido
descubiertos en la mayoria de los casos. Estudios previos sugieren que los genes que
codifican neurotrofinas (6 factores neurotrdficos) y tiroxina hidroxilasa pueden estar
entre los genes afectados por la activacion de los receptores nicotinicos (Kostinaho et al,
1993, French et al, 1999). Niveles elevados de tiroxina hidroxilasa, enzima limitante de
la expresion de catecolaminas, se han encontrado tras el tratamiento con nicotina en un
modelo experimental de Parkinson (Maggio et al, 1998), y los efectos neuroprotectores
ejercidos por el aumento de la transmision sinaptica son bien conocidos. Por otro lado, la
capacidad de las neurotrofinas para promover la supervivencia celular y para rescatar a
las células tras trauma isquémico 6 hipdxico, ha suscitado un gran interés en el campo de
investigacion del neurotrauma (Frisen et al, 1992; Samdani et al, 1997). Las
neurotrofinas son una familia de factores de crecimiento que, en general, promueven el
crecimiento y la diferenciacion neuronal (Barbacid, 1995; Schwab, 1993). La mayoria de
estos factores neurotréficos, al igual que sus receptores, se encuentran presentes en la
médula espinal. De entre las neurotrofinas cuya expresion puede estar afectada por la
activacion de los receptores nicotinicos cabe destacar el factor de crecimiento nervioso

(NGF), ya que ha sido el mas caracterizado. De hecho, NGF, uno los factores de
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crecimiento mas importantes de sistema nervioso, ha sido descrito como capaz de
prevenir la degeneracion de neuronas colinérgicas en la médula espinal (Hagg et al, 1993;
Henderson, 1996). Ademas de NGF, el factor de crecimiento derivado del cerebro
(BDNF) se ha mostrado como protector de neuronas colinérgicas, aunque de modo
menos potente y efectivo que NGF (Williams et al, 1996). Por tanto, es posible que
aumentos de los niveles de estos factores de crecimiento se encuentren implicados en la
accion protectora de la nicotina. En soporte del papel de las neurotrofinas en el efecto de
la nicotina, evidencia previa indica que los factores neurotroficos pueden atenuar la

activacion de NOS en trauma en médula espinal (Sharma et al, 1998).
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CONCLUSIONES Y ESTUDIOS FUTURQOS

Conclusiones

Tras los resultados de este estudio, podemos concluir que la activacion de los
receptores nicotinicos puede ejercer efectos protectores contra el tratamiento con AA en
neuronas de médula espinal. El efecto toxico del AA parece no estar mediado por
ninguno de sus metabolitos enzimaticos, como sugieren experimentos realizados en los
que inhibidores de lipooxigenasa y ciclooxigenasa no consiguieron atenuar el efecto del
AA. Puede concluirse, por lo tanto, que la toxicidad del AA es ejercida por si mismo, y/6
por alguno de sus productos de degradacion no enzimaética. La inefectividad de agentes
de bloqueo del metabolismo del AA contra los efectos neurotdxicos de éste ha sido
descrita previamente en otros sistemas (Winkler et al, 2000). EI mecanismo a través del
cual el AA puede ejercer efectos toxicos en neuronas de médula espinal implica la
induccion de disfuncidén mitocondrial, el aumento de la produccién de NO vy la activacién
del proceso de apoptosis. El pretratamiento con nicotina parece ejercer su efecto protector
a través de un mecanismo que implica la regulacion de NOS neuronal, de la activacion de
caspasas, y de la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria. La regulacion de la
aparicion de apoptosis parece ser el resultado final del tratamiento con nicotina en el
sistema objeto de estudio. Aunque se puede proponer que este efecto esta mediado al
menos en parte por la activacion de los receptores nicotinicos neuronales del tipo oz, los
mecanismos detallados responsables del efecto anti-apoptético de la nicotina estan adn

por descubrir, y necesitan ser estudiados en mayor detalle.

Estudios futuros

El estudio de los mecanismos que llevan a la progresion del trauma en la médula
espinal tiene una relevancia significativa en el desarrollo de nuevas terapias que puedan
ser aplicadas a los procesos que se producen tras la lesion. Dicho estudio ha llevado al
descubrimiento de varias terapias farmacologicas que pueden tener un potencial uso en el
tratamiento del trauma en la médula espinal. De entre ellas, la mas frecuentemente
utilizada es el tratamiento con metilprednisolona. El uso de este farmaco esta basado en

su abilidad para estabilizar enzimas lisosomales, inhibir la peroxidacion lipidica y
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prevenir la formacion del edema. Sin embargo, estos efectos se consiguen con la
aplicacién de dosis muy elevadas que estan frecuentemente relacionadas con la aparicion
de efectos secundarios adversos (Faden et al, 1984).

Hoy en dia, muchas otras alternativas estan siendo estudiadas. El estudio del
metabolismo del AA, peroxidacion lipidica, produccion de radicales libres, y la sintesis
de NO se encuentran entre los mecanismos celulares que se tratan de regular con el uso
de nuevos farmacos. Varios compuestos con propiedades inhibidoras del metabolismo del
AA, como ibuprofeno e indometacina, mostraron efectos protectores en estudios
experimentales (Hall y Wolf, 1986; Rechtman, 1992). De modo similar, terapias
antioxidativas (mediante el uso de sustancias anti-oxidantes endégenas ¢ compuestos
sintéticos) son capaces de disminuir la produccion de radicales libres y la peroxidacion
lipidica. Neuroproteccion a través de la inhibicion de la formacion de NO es todavia un
tema controvertido, debido a la inexistencia de una relacion proporcional entre la
concentracion de los agentes usados y el efecto conseguido, 6 de una inhibicion selectiva
de los compuestos utilizados en estudios in vivo (Urushitani et al., 1998). De acuerdo con
ésto, parece evidente que el estudio de los mecanismos especificos implicados en la
produccion de radicales libres y en la peroxidacion lipidica es critico para el
descubrimiento de nuevas terapias que sirvan para aminorar el trauma en médula espinal.

Como se deriva de las conclusiones de este proyecto, estudios futuros estarian
relacionados con la investigacion del metabolismo del calcio y de la regulaciéon de los
factores neurotroficos, ademéas del uso de técnicas in vivo para intentar simular més
fielmente la situacion clinica. El control de los niveles de calcio parece ser un punto
critico en la regulacién de una gran variedad de procesos celulares, y un determinante
importante en la progresion celular tras el insulto toxico. Debido a la propiedad de los
receptores nicotinicos neuronales de actuar como canales de calcio, y debido a los efectos
del AA en la regulacion de los niveles intracelulares de dicho ién, la caracterizacion de la
cinética y de la magnitud de la respuesta celular tras el tratamiento con nicotina y/6 AA
con respecto a la variacion de las concentraciones de calcio parece tener una importancia
critica.

Como se ha mencionado anteriormente, la regulacion de los factores neurotroficos

en relacion con el trauma en sistema nervioso ha sido objeto de un interés creciente. El
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uso de neurotrofinas se perfila como una estrategia terapéutica emergente en el estudio
del trauma en médula espinal bajo un punto de viste regenerativo. Aungue el uso de
neurotrofinas se encuentra en una etapa puramente experimental, algunos estudios
realizados hasta la fecha son prometedores. La caracterizacion de una posible relacion
entre la administracion de nicotina y la regulacion de factores neurotréficos puede ser de
un gran interés en este modelo de trauma en médula espinal. El establecimiento de los
efectos de la activacion de los receptores nicotinicos en la regulacion de neurotrofinas
puede llevar a la identificacion de rutas celulares activadas tras el tratamiento con
nicotina, responsables de su efecto neuroprotector.

Otro posible mecanismo de accion del AA podria implicar su interaccion con los
receptores de glutamato. La liberacién de aminoacidos excitatorios ocurre en etapas muy
tempranas tras la lesion de médula espinal (Panter et al., 1990). Los efectos toxicos del
glutamato en el sistema nervioso han sido recogidos extensamente, aunque los
mecanismos detallados responsables de su toxicidad no han sido bien estudiados en
detalle. En cultivo, el glutamato induce dafio celular mediante la activacion de los
receptores de NMDA. Tras la activacion de fosfolipasa A, la liberacion de AA ha sido
relacionada con la potenciacion de corrientes a través del receptor NMDA (Miller et al.,
1992), y con la inhibicién de la recaptacion de glutamato en células adyacentes (Volterra
et al., 1992). La estimulacion de los receptores de NMDA produce aumentos en la
concentraciéon intracelular de calcio que pueden promover la liberacion de mayor
cantidad de AA, a través de la activacion de la isoforma de fosfolipasa A, dependiente de
calcio. Seria de gran interés el determinar si el AA libre puede actuar de modo circular,
aumentando la actividad de fosfolipasa A, tras el trauma en médula espinal. En este
sentido, es interesante la teoria de que el tratamiento con nicotina puede inhibir la
actividad de fosfolipasa A, en neuronas del estriado (Marin et al., 1997). Segun esta
teoria, el mecanismo protector del tratamiento con nicotina frente a la accion del AA
podria estar relacionado con la regulacién de la actividad de fosfolipasa A,.

Aunque nuestro sistema in vitro permite un control total de las condiciones
experimentales en un entorno especificamente neuronal, el uso de sistemas in vivo parece
ser una consecuencia obvia de los resultados presentados en el sistema in vitro. Aunque

algunos estudios han caracterizado la importancia del fendmeno de peroxidacion lipidica
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y del metabolismo del acido AA en animales (Farooqui et al., 1999), los efectos directos
del AA en trauma en médula espinal no han sido estudiados. Este nuevo enfoque puede
también ayudar en la caracterizacion de la respuesta de células no neuronales al
tratamiento con AA. In vitro, el tratamiento con AA ha sido relacionado con ciertas
alteraciones en células de la glia (Winkler et al., 2000). In vivo, los efectos del AA han
sido asociados principalmente a la presencia de sus metabolitos. En cualquier caso, los
mecanismos de accion del AA han de ser establecidos en mayor detalle.

Por otro lado, es necesario caracterizar los efectos del tratamiento con nicotina en
modelos in vivo. Hasta ahora, los estudios realizados in vivo con nicotina se han limitado
principalmente a la observacion de los efectos en el comportamiento, tanto animal como
humano. Algunos estudios realizados (Iwata et al., 1994, Maggio et al., 1997) sugieren
un efecto protector del tratamiento con nicotina en ratas, pero los mecanismos celulares

potencialmente activados se desconocen por el momento.
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Tabla 1. Estrategias terapéuticas propuestas en trauma en médula espinal

Estudios clinicos
Metilprednisolona
Naxolona

Antagonistas del receptor opioide

Estudios experimentales
21-aminoesteroides
Reduccion de la peroxidacion lipidica
MK-801
Blogueo de los receptores de glutamato
GM-1 gangliésido
Mecanismo desconocido. Posible participacion de
la regulacion de la actividad de NOS, receptores NMDA
y proteina kinasa
Inhibidores de NOS
Indometacina
Regulacién del metabolismo del AA
Ibuprofeno
Regulacién del metabolismo del AA
NOS antisuero
Nimodipina
Bloqueo de los canales de calcio
Antioxidantes endégenos, y compuestos sintéticos con
actividad antioxidante
(vitamina E, H290/51)
Reduccion de necrosis y edema
Neurotrofinas
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