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INTRODUCCION

1. EL FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA:

La existencia de factores de crecimiento tipo insulina (IGFs) fue postulado por
primera vez en los afios 50 cuando Salmon y Daughaday (Salmon vy
Daughaday, 1957) demostraron la existencia de un factor de sulfatacion
dependiente de GH. En la mitad de los afios 70, se purificaron dos posibles
somatomedinas (Hall et.al, 1975; Van Wyk et. Al. 1974). Mas tarde,
descubrieron su parecido con la proinsulina y se acuiid entonces el término de
factores parecidos a insulina (IGFs) (Rinderknecht et.al.,1978). EI IGF-I es un
péptido de 70 aminoacidos con un 50% de homologia en su secuencia con la
insulina y un 70% con el IGF-Il (Rinderknecht et.al.,1978). Ambos estan
codificados por genes grandes y simples, el IGF-I en el brazo largo del
cromosoma 12, y el IGF-Il en el brazo corto del cromosoma 11. Al igual que la
insulina, ambos IGFs tienen cadena A y cadena B, unidas entre si por puentes
disulfuro. El higado es la mayor fuente de IGFs, existiendo gran variabilidad de
expresion segun el tejido y el estadio de desarrollo; por ejemplo, durante el
desarrollo del sistema nervioso los niveles de IGF-I y sus receptores de IGFs
(IGFRs) son mas elevados que durante otros periodos (Andersson et al.,1988;
Rotwein et al., 1988; Werner et al.,1989; Bondy., 1991, 1992), Sin embargo, su
prevalencia en el tejido adulto, asi como su localizacién anatémica especifica,
sugiere gue estan cumpliendo un papel en el cerebro adulto (Barlett et al.,1991;
Garcia-Segura et al., 1992; Aguado et al.,1992;Bondy et al., 1993). Existen dos
receptores de membrana para IGFS: IGF-IR y el IGF-IIR/manosa-6-fosfato. La
mayor parte, sino todas las acciones producidas por el IGF-I e IGF-Il estan
mediadas por el receptor tipo 1 (IGF-IR) (LeRoith et al, 1995). Como el receptor
de la insulina, con el que tiene gran homologia, el IGF-IR es un miembro de la

familia de los receptores tirosina quinasa de membrana celular (Ullrich et al.,
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1986). Esta compuesto por dos heterodimeros af}; las subunidades o estan
unidas entre si por puentes disulfuro; asi forman el holoreceptor heterodimero
maduro a,f,. La subunidad o contiene regiones ricas en cisteina, y el sitio de
union al IGF-I, mientras que la region intracelular de la subunidad 8 contiene la
actividad tirosina quinasa. Han sido descritas formas distintas de subunidades
a 'y B en varios tejidos y lineas celulares, de las cuales, su etiologia y funcién
se desconoce (LeRoith et al, 1995). El IGF-IR une insulina con una afinidad de
100 a 1000 veces menor al IGF-1 y también pude unir IGF-Il con una afinidad

de 2 a 50 veces menor al IGF-I.

Insuli
D;sum
I Insulina/IGF-I
IGF-I/IGF- D
Il
IGF-I/IGF-
I Il

Receptor Receptor Hibrido Receptor  Receptor
Insulina Insulina/IGF IGF- IGF-II

Fig 1. Familia de receptores IGF (modificado de Ferry et al., 1999)
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El tercer elemento del sistema de los factores de crecimiento tipo insulina son
las proteinas de unién a IGF, las IGFBPs, formado al menos por 6 proteinas
transportadoras de alta afinidad y 4 de baja afinidad, que constituyen los
moduladores mas importantes de la funcion y disponibilidad de los IGFs (Jones
et al., 1995). Los IGFs en plasma forman complejos con las IGFBPs, que los
transportan asi hasta sus células diana, (Rosenfel et al., 1990; Lamson et al.,
1991; Rechler., 1993) potenciando la unién (Jones et al., 1995; 1993) o
inhibiendo su accion (LaTour et al., 1990). Hasta el momento se conoce el
cDNA de seis IGFBPs (Lamson et al.,, 1991; Rechler, 1993) y se ha
caracterizado una séptima, que aun esta por describir (Oh et al., 1996). Todas
las IGFBPs descritas tienen una secuencia significativamente homéloga (Drop
et al.,, 1992). Las proteinas transportadoras se protegen de la degradacion al
unirse al IGF-I, prolongando su vida media desde 10 minutos, en forma libre,
hasta unas 5-6 horas en forma unida al IGF-I. El 90% del IGF-I que circula en
suero sanguineo lo hace unido a la IGFBP-3, y a otra proteina denominada
subunidad acido labil, formando un complejo trimérico de alto peso molecular
(unos 150 kDa) que no puede abandonar el torrente circulatorio. Muchos
estudios han demostrado que los niveles de IGFBP-3 son dependientes de GH
(Baxter et al., 1986; McCusker et al., 1988). El resto del IGF-I circula unido a
otras IGFBPs, principalmente IGFBP-1, 2 y 4, formando complejos mas
pequefios capaces de atravesar el endotelio capilar (Bar et al., 1990). Dentro
del sistema nervioso adulto la proteina mas abundante es la IGFBP-2 (Ocrant
et al., 1990). Al margen de su funcién protectora, estas proteinas modulan
también la interaccion del IGF-1 con su receptor e incluso hay datos que
sugieren que las IGFBPs producen efectos directos independientes de su unién
a los IGFs. Se ha visto, por ejemplo, que tanto la IGFBP-1 como la BP-2

poseen secuencias de interaccion con integrinas (Jones et al., 1993b).
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1.2 RUTAS DE SENALIZACION DEL IGF-IR:

Los IGFs ejercen sus efectos biolégicos uniéndose y activando el receptor de
IGF-I (IGF IR). Este receptor pertenece a la familia de los receptores tirosana
quinasa, y su sefalizacién intracelular estd mediada al menos por dos vias, la
via MAPK (proteina quinasa activada por mitdgeno) y la via PI-3K (fosfatidil 3
quinasa inositol (LeRoith et al.,1998; 2000). La respuesta inicial del receptor
tras la union de ligando es la autofosforilacion en tirosina de la parte
citoplasmatica de la subunidad B, seguida de la fosforilacion también en tirosina
de los principales sustratos del receptor, los “insulin receptor substrate” (IRS) 1-
4. Esta fosforilacién en tirosina de los IRS hace que interaccionen con gran
cantidad de proteinas que contienen el dominio 2 de homologia a src (SH2).
Estas incluyen a la p85, subunidad reguladora de la PI3K; la tirosina fosfatasa
PTP1D (o Syp), la “guanin-nucleotide exhange protein GRB2 o la “Ras-binding
protein GAP (LeRoith et al.,1995; Baker et al.,1992) . SHC es también
fosfarilada directamente por el IGFR y se une al complejo GBR2/Sos. Tanto el
IRS-1 como la proteina SHC inician varias cascadas de sefializacion

intracelular que pueden ser agrupadas en dos vias principales:

Via PI3 quinasa:

Esta ruta estd implicada, principalmente, en procesos metabolicos, de
crecimiento celular y antiapoptoticos (Avruch., 1998; Combettes-Souverain et
al., 1998; Peruzzi et al., 1999). La fosforilacion en varios residuos de tirosina
de IRS-1 crea un complejo de sefalizacion activo por unién de varias proteinas,
incluyendo a las dos isoformas de regulacién de la PI-3 quinasa (p85a p85p),
Grb2, Nck, Crk, Fyn, Shp2 y
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posiblemente otras (Lee et al., 1993, White et al., 1994 ; Myers et al., 1996).
IRS-I tiene al menos 20 sitios potenciales de fosforilacion en tirosina (Sun et al.,
1991); la tirosina 608 parece ser el sitio principal de interaccién con el dominio
SHC de la PI-3K, mientras otras 3 (tirosina 460, 939, 987) juegan otros papeles
(Rocchi et al., 1995). El IRS-1 también posee una gran cantidad de sitios de
fosforilacidn en serina/treonina. Se ha visto que también son modulados por
ejemplo por la Proteina-quinasa C, que provoca un aumento en la fosforilacion
Serina/ treonina del IRS-1 (Sun et al., 1991; Chin et al., 1994) inhibiendo su
capacidad de fosforilacion en tirosina. Mas recientemente se ha comprobado
que una fosforilacion excesiva en serina/treonina del IRS-1 puede ser uno de
los mecanismo por los que el factor de necrosis tumoral (TNF) provoca
resistencia a insulina (Feinstein et al.,1993; Hotamisligil et al., 1996; Kanety et
al., 1995; Paz et al., 1997; Rui et al., 2001). La fosforilacién serina/treonina del
IRS-1 disminuye la capacidad de la insulina y el IGF-I para estimular la
fosforilacion del IRS-1 en tirosina, por lo que no se puede asociar con la PI3
quinasa (Pons et al., 1995; De Fea et al., 1997). También se ha comprobado en
cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo que el TNF-a suprime la
fosforilacidn en tirosina del IRS-2 inducida por IGF-I e inhibe la activacion de la
PI3 quinasa por IRS-2 (Verters et al., 1999). La interaccion entre IRS-1 y la
subunidad reguladora de la PI3K p85 hace que se active la subunidad
catalitica de la PI3K pl10; queda asi activada la PI3 quinasa; esta quinasa
fosforila fosfoinositidos produciendo PI-3-fosfato, PI-3,4-bifosfato y PI-3,4,5-
trifosfato (Kapeller et al.,1994). Los PIP3 se unen a dominios homologos
plequestrina de al menos dos proteinas, la serina/treonina quinasa Akt/PKB y la
quinasa dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK-1), que fosforila al Akt en un
residuo de treonina (Thr 308). PDK-1 también fosforila a otras proteinas,

incluida la p70 proteina ribosomal s6 quinasa, proteina quinasa C (PKC) y
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proteina quinasa A (PKA).

Estos pasos posteriores podrian tener un papel en la proteccion contra la
apoptosis. La activacion de Akt/PKB juega un papel fundamental en prevenir la
muerte celular por apoptosis, ya que fosforila e inactiva muchas proteinas
implicadas en apoptosis (Vincent et al, 2002). Una de sus dianas es el miembro
de la familia Bcl-2 Bad (Bai et al., 1999). Akt/PKB fosforila también a algunos
de los miembros de la familia pro-apoptética del factor de transcripcion
Forkhead lo que provoca su inactivacion parcial devolviéndolo al citoplasma
(Brunet et al., 1999; Kops et al., 2000). Esta accion provocada porl Akt/PKB
disminuye la expresion de los genes diana de Forkhead, incluyendo el ligando
Fas, disminuyendo asi la apoptosis mediada por Fas. Ademas de la inhibicion
de factores de transcripcion proapoptoéticos, la actividad de Akt/PKB aumenta
los niveles de proteinas anti-apoptaticas incluidas Bcl-2 y Bcl-x y un niumero de
moléculas de adhesion a matriz (Chrysis et al., 2001; Leverrier et al., 1999). La
actividad inducida por Akt/PKB también se ha visto unida a la expresion del

factor de transcripcion anti-apoptoético NF-xB (Hecks et al., 1999).
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Aumento de los factores anti-apotéticos  Inhibicion de los factores pro-apoptéticos

NF«B Bc2 BelX FKH-P  caspasa-9-P GSK-3p3
+ P-Ser
P-cofactoresque  moléculas adhesion  Disminuye FasL y P-Bad
disminuyenp53  amatriz extracelular - glucosa-6-fosfato

Figura 2: Ruta intracelular de PI3 quinasa IGF-IR. Diagrama de dianas
celulares del IGFIR que previenen de la muerte celular por apoptosis (Vicent et

al, 2002. Modificado)



INTRODUCCION

Ruta de la MAP quinasa:

Las proteinas activadas por mitbgeno (MAP) pertenecen a la familia de las
serina/treonina quinasas que son activadas por multitud de estimulos incluido el
IGF-IR y juegan distintos papeles en regulacidon de muerte por apoptosis en
diferentes tipos celulares (Cobb et al., 1995; Dews et al., 2000). La
autofosforilacion del receptor de IGF-I provoca la fosforilacién en un residuo de
tirosina de la proteina Shc (Kim et al., 1998). Shc activada se une al adaptador
Gbr2 de una manera independiente de IRS-1, al mismo tiempo, se produce la
activacion de la via Ras-ERK (Kim et al., 1998). Esta via de sefializacién del
IGF-IR ha sido relacionada con diferenciacion celular y migracion (Avruch et al.,
1998; Cobb. et al., 1995), pero en algunos casos puede regular la maquinaria

de apoptosis (Valentinis et al., 1999).

. . O
MAP quinasa quma\sas (MEKs) @

MAP quinasas (ERKS

Factores de transcripcion
Expresion de genes
Crecimiento, diferenciacion
y apoptosis

Figigura 3: Ruta Map quinasa del IGF-IR (Le Roith et al.,1998; modificada).



INTRODUCCION

1.3 EL IGF-I EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL:

El IGF-1 es un péptido trofico para la mayoria de tipos celulares en el sistema
nervioso, incluyendo diferentes tipos de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
(Baskin et al., 1988; Conover er al., 1989; Daughaday et al., 1989; Birren et
al.,1990; Calissano et al., 1993; Cross et al., 1994; Davies et al., 1994; De
Pablo et al., 1995; Beck et al., 1995). En el sistema nervioso central adulto, el
IGF-1 actia como neuromodulador y regulador de la plasticidad neuronal
(Torres-Aleman., 1999).

Durante el desarrollo del sistema nervioso, el IGF-I tiene efectos neurotroficos
muy importantes, estimulando la diferenciacion y la supervivencia de
poblaciones neuronales especificas (Beck et al., 1995; De Pablo et al., 1995;
Torres-Aleman et al.,, 1990; 1994). La expresion de IGF-I disminuye en el
roedor adulto; pero de todas formas, se sigue encontrando IGF-I
inmunorreactivo en el sistema nervioso central, en neuronas y células de
Schwann de los sistemas nervioso auténomo y periférico (Hansson et al., 1986;
Haselbacher et al., 1985; Rotwein et al., 1988). En humanos, el ARN mensajero
del IGF-I y su proteina estan presentes en el cerebro fetal y adulto, y la
proteina IGF-I esta tambiéen presente en el fluido cerebroespinal (Haselbacher
et al., 1985; Han et al., 1988; Backstrom et al., 1984).Un ejemplo es en el
cerebelo, donde se detecta IGF-I desde estadios muy tempranos del desarrollo,
hasta la vida adulta, tanto el receptor de IGF-I como al menos dos de sus
proteinas transportadoras; manteniendo sus niveles mas elevados en las
primeras etapas del desarrollo postnatal (Aguado et al.,1992; Barlett et
al.,1991; Bondy., 1991; Garcia-Segura et al.,1991; Komoly et al., 1992; Lee et
al., 1992;Torres-Aleman et al., 1992; Bondy et al., 1993; Torres-Aleman et al.,

1994). Este sistema trofico juega un papel fundamental en el crecimiento y
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diferenciacion cerebelar (Torres-Aleman et al., 1994).

El IGF-I no es solo requerido por las neuronas, las células de Shwann lo
necesitan para su mitogénesis y diferenciacion (Cheng et al., 1996; 1997) y en
el desarrollo de los progenitores de oligodendrocitos el IGF-1 es necesario en el
proceso de maduracion y de formacion de mielina (McMorris et al., 1988).
Como el IGF-I, existe una expresion del ARN mensajero y la proteina del IGF-
IR durante el desarrollo en el cerebro fetal, la médula espinal y los ganglios
espinales (Bondy et al., 1990, 1992; MacDonald et al., 1991; Gammeltoft et al.,
1985; Sklar et al., 1989, 1992). La expresion de IGF-IR es maxima durante el
desarrollo embrionario tardio y comienza a descender hasta los niveles de
adulto desde el nacimiento (Van Evercooren et al., 1991; Kar et al., 1993). La
distribucion anatomica del IGF-IR esta relacionada con la distribucion del IGF-I
e incluye la expresion en el bulbo olfatorio, cerebelo, cortex, plexo coroideo e

hipocampo (Lesniak et al., 1988; Araujo et al., 1989; Kar et al., 1993).

14  IGF-1'Y MUERTE NEURONAL:

Como se ha descrito anteriormente, la administracion de factores troficos como
el IGF-I promueve el crecimiento de neuritas, neurogénesis y la supervivencia
neuronal en diferentes éareas del cerebro (Torres-Aleman et al.,, 1990;
Bozyczko-Coyne et al, 1994; Recio-Pinto et al., 1986; Zackenfels et al., 1995).
El IGF-1 es capaz de proteger a las neuronas contra dafios importantes y
condiciones patoldgicas.

Cuando se produce dafio en el cerebro, se dispara la expresiéon de IGF-I, de su
receptor y se incrementa la expresion de sus proteinas de union (IGFBPs)
(Bergstedt et al., 1993; Breese et al., 1996). El IGF-l1 es capaz de proteger

cultivos embribticos o postnatales de neuronas hipocampales, cerebelares,

10
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septales, corticales e hipotalamicas de diferentes agresiones como: privacion
de glucosa, dafio inducido por calcio, por estrés oxidativo o por  amiloide
(Cheng et al., 1992; Dore et al., 1997; Galli et al., 1995; Kar et al., 1994; Sortino
et al., 1996; Tagami et al., 1997)

El IGF-I esta implicado en la respuesta neuronal contra dafio tisular (Beilharz et
al., 1998; Breese et al., 1996; Garcia-Estrada et al., 1992; Kar et al., 1997;Lee
et al., 1996; Sandberg et al., 1996; Walter et al., 1997; Yamaguchi et al., 1991)
y protege a las neuronas contra diferentes estimulos neurodegenerativos. Por
ejemplo, el IGF-I es un factor neurotréfico para las motoneuronas (Lewis et al.,
1993; Giulio et al., 2000), protegiéndolas de la muerte inducida por axotomia. El
IGF-1 es también protector contra la hipoxia-isquemia (Gluckman et al., 1992;
Guan et al., 1996, 2000;Tagami et al., 1997; Wang et al., 2000) y protege a
gran cantidad de neuronas de dafos neurotoxicos, como a ceélulas granulares
de cerebelo (Leski et al., 2000) y neuronas del hilus hipocampal (Azcoitia et al.,
1999) de toxicidad por acido kainico, neuronas hipocampales de toxicidad por 3
amiloide (Dore at al., 1997) y hierro (Zhang et al., 1993), neuronas del nucleo
de la oliva inferior contra 3-acetil piridina (Fernandez et al., 1999); neuronas
estriatales contra acido quinolinico (Alexi et al.,, 1999) y neuronas
dopaminérgicas de sustancia nigra contra 6-hidroxidopamina (Guan et al.,
2000). Ademas de proteger a las neuronas contra la muerte, el IGF-I es capaz
de inducir recuperacion de funciones después de diferentes formas de dafio
cerebral (Fernandez et al., 1998; Saatman et al., 1997).

En experimentos in vivo se han descrito los efectos protectores del IGF-1 en
telecéfalo y en neuronas espinales motoras contra isquemia-hipoxica y
axotomia (Gluckman et al.,1992; Neff et al., 1993; Li et al., 1994; Zhu et al.,
1994).

En la supervivencia promovida por IGF-I, la activacion de la via P13 quinasa es

11
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esencial (Ryu et al., 1999). Experimentos con inhibidores farmacologicos, asi
como la expresion de formas normales e inhibidoras de Akt han demostrado
gue esta quinasa es la responsable de mediar la supervivencia dependiente de
la PI3 quinasa. Este y otros descubrimientos sugieren que en el sistema
nervioso en desarrollo, Akt es un mediador critico de la supervivencia neuronal
inducida por factores troficos (Dudek et al., 1997).

Un ejemplo de proteccion por IGF-I frente a apoptosis se da en las neuronas
granulares de cerebelo en cultivo, estas neuronas pueden ser protegidas
afiadiendo al medio una concentracion alta de K' (25 mM), si esta
concentracion de K* se sustituye por una mas fisiologica (5mM) las células
diferenciadas degeneran (D"Mello et al., 1993). Esta muerte se puede prevenir
afadiendo al medio IGF-I, pero no sirven otros factores neurotroficos (D"Mello
et al., 1997). Los efectos de supervivencia promovidos por el alto K* y el IGF-I
en las células granulares de cerebelo pueden ser abolidos por inhibidores de la
PI3 quinasa como LY294002 (30 uM) o wortmannin (1 uM) (Miller et al., 1997;
Leski et al., 2000).

El IGF-I es también capaz de proteger a las neuronas contra una gran cantidad
de mecanismos patolégicos asociados con la sobreproduccion glial de
citoquinas proinflamatorias (Dore et al., 1997; Feldman et al., 1997). En cultivos
de astrocitos el IGF-I es capaz de regular NFkB, un factor de transcripcion que
juega un papel fundamental en la reaccion inflamatoria (Baeuerle et al., 1999).
El IGF-I induce una desfosforilacién especifica de NFx (fosfoserina®) en
astrocitos, esta fosforilacion protege al NFx de la degradacion inducida por el
factor de necrosis tumoral (TNFa) (Pons et al., 2000).

Como se ha podido comprobar con los distintos ejemplos, los niveles de IGF-I
aumentan tras lesiones cerebrales, independientemente de su tipo (Torres-

Aleman, 1999) sugiriendo que este factor trofico podria ejercer un papel de

12
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amplio espectro en proteccion neuronal. Es posible que el IGF-I interactie en
todos los procesos neurodegenerativos modulando vias comunes de muerte,
como la muerte celular programada (Singleton et al., 1996; Torres-Aleman et al.,
1992) o desequilibrios energéticos (Heck et al., 1999). Otra alternativa, seria que
el IGF-I ejerciera una proteccion tonica en neuronas y su pérdida estuviera unida
al dafio celular. (Saltiel, 2001).

A pesar de que el IGF-1 es capaz de rescatar a las neuronas de muchos tipos de
agresiones, la excitotoxicidad parece resistirse a esta capacidad de supervivencia
inducida por el IGF-I, por ello son muchos los trabajos que intentan describir el

efecto que esta agresion produce sobre los diferentes factores troficos.
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2. EXCITOTOXICIDAD EN EL SNC:

La excitotoxicidad se refiere a la muerte neuronal provocada por la activacion
sostenida de receptores de aminoacidos. El neurotransmisor excitatorio
principal en el cerebro y la médula espinal es el acido glutdmico. Un trauma en
el sistema nervioso central causa una elevacion en los niveles locales de
glutamato extracelular hasta ocho veces la concentracion normal.
Concentraciones de glutamato elevadas, mantenidas por periodos de tiempo
superiores a unos minutos, tienen como resultado la muerte neuronal. La
accion excitotoxica del glutamato puede reproducirse in vitro, en cultivos de
neuronas disociadas o en cultivos organotipicos (rodajas de tejido cerebral),
donde las condiciones experimentales pueden ser controladas con precision.
Cuando estos cultivos son mantenidos en un medio similar a las condiciones de
penumbra isquémica (anoxia parcial e hipoglucemia) y son expuestos a
glutamato, se observa muerte neuronal. Asi, algunas de las causas
fundamentales de muerte neuronal se derivan de la elevacion en la
concentracion de calcio intracelular, que ocurre tras la interaccion del glutamato
con sus diversos receptores, tanto neuronales como gliales. Muchas evidencias
han hecho pensar que la excitotoxicidad esta implicada como mecanismo de
muerte celular tanto en enfermedades neurologicas agudas como croénicas.
Esta posibilidad fue sugerida originalmente en un trabajo de Lucas y Newhouse
(Lucas et al., 1957) en el que mostraban que la administracion sistémica de
glutamato en ratones provocaba degeneracién en la retina. En estudios
posteriores de Onley (Onley et al.,, 1969) se ligd la neurotoxicidad a la
activacion de receptores de aminoacidos excitatorios, y se acufid el término
“excitotoxina”. Un gran paso fue la observacion de Rothman (Rothman.et al,

1984) que relaciono a los aminoacidos excitatorios con la muerte celular
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mediada por anoxia en los cultivos de hipocampo, y la demostracion de que los
antagonistas de NMDA podian disminuir el dafio isquémico en el hipocampo.
Trabajos posteriores han aportado muchos datos sobre el papel de los
aminoacidos excitatorios en enfermedades neuroldgicas agudas como
apoplejias, traumas e hipoglicemias (Beal., 1992). Un avance importante en
dilucidar el mecanismo de excitotoxicidad in vitro surgié de la observacién por
parte de Choi (Choi.,, 1987) de que la neurotoxicidad provocada por el
glutamato podia ser dependiente de calcio. En los afios 90, Randall y Theayer
(Randall et al.,, 1992) describieron en tres fases los cambios del calcio
intracelular antes de la muerte celular tras excitotoxicidad por glutamato en
cultivos de neuronas hipocampales de rata; 5 minutos de exposicibn a
glutamato provoca una fase inicial en el que se incrementa la concentracion de
calcio intracelular que dura unos 5-10 minutos, seguida de una fase de latencia
de unas 2 horas en la que el calcio vuelve a sus niveles normales. En la tercera
fase se produce una subida gradual del calcio intracelular asociada con la
muerte celular. La posterior muerte celular depende segun los autores de la
presencia de calcio extracelular. La excitotoxicidad por glutamato mediada por
los receptores de AMPA/kainato dafia no solo a las neuronas, sino a las células
productoras de mielina del sistema nervioso central, los oligidendrocitos
(McDonald et al., 1998). En la esclerosis mdultiple, la mielina, los
oligodendrocitos y algunos axones se pierden como resultado de un ataque
inflamatorio en el SNC (Prineas et al., 1998). Ya que el glutamato es liberado
en grandes cantidades por activacién de células inmunes (Piani et al., 1991), se
comprobd que durante la inflamacién producida en la esclerosis multiple la
excitotoxicidad por glutamato contribuia a la lesién en roedores. Utilizando el
antagonista de receptores de glutamato AMPA/kainato, NBQX se demostré

qgue habia un alivio sustancial de la enfermedad, una mayor supervivencia de
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oligodendrocitos y una disminucion en la defosforilacion del neurofilamento H,
un indicador de dafio neuronal (Trapp et al., 1998). La excitotoxicidad por
glutamato parece ser un mecanismo importante en la desmielizacion
autoinmune, y su prevencion con antagonistas AMPA/kainato puede ser una
terapia efectiva para el tratamiento de la esclerosis multiple (Pitt et al., 2000).
Los gliomas son los tumores mas comunes en el SNC. El glioblastoma
multiforme es altamente maligno, y casi siempre resulta en un tumor de
consecuencias fatales. Se basa en la transformacion cancerosa de astrocitos.
Trabajos con lineas celulares de glioblastoma C6 y RG2 han demostrado una
relacion entre el crecimiento de estos tumores y un exceso de glutamato,
haciendo pensar que este glutamato provoca un proceso excitotoxico que se
traduce en la destruccion de tejido cerebral y crecimiento del tumor, explicando
asi la particular naturaleza invasiva y destructiva de los gliomas (Ye et al.,
1999; Takahiro et al., 2001). Estudios in vitro han informado de la capacidad de
astrocitos normales de liberar glutamato mediante un proceso dependiente de
la activacion de la prostaglandina E; (Bezzi et al., 1998; 2001). Las terapias de
lucha contra estos tumores se estan basando por tanto, en conseguir un nivel
normal del glutamato en el sistema nervioso central (Rzeski et al., 2001).La
liberacion de glutamato durante anoxia cerebral o isquemia produce muerte
neuronal (Choi et al., 1990), provocando dafos tanto fisicos como mentales. El
mecanismo por el que se libera glutamato en estas enfermedades no esta
claro, se han postulado cuatro mecanismos de liberacién: liberacién vesicular
dependiente de calcio externo (Drejer et al., 1985) o liberacién de calcio desde
reservorios intracelulares (Katchman et al., 1993); liberacion desde canales
aniénicos activados por inflamacion (Bednar et al., 1995; Bezzi et al., 1998); o
un funcionamiento dependiente de los transportadores de glutamato (Szatkoski

et al., 1990, 1991). Trabajos con rodajas de hipocampo han demostrado que la
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homeostasis del glutamato mediada por su transportador falla de manera
drastica durante los procesos isquémicos , impidiendo la recaptacion del

glutamato extracelular y provocando la muerte neuronal (Rossi et al., 2000).

2.1 EXCITOTOXICIDAD E IGF-I:

Los factores neurotroficos son necesarios en la supervivencia, desarrollo y vida
adulta de las neuronas del sistema nervioso central (Oppenhein., 1989;
Davies., 1994). Datos obtenidos de sistemas in vitro sugieren que los factores
neurotroficos (NTFs) protegen a las neuronas (1) reduciendo el exceso en la
concentracion de calcio intracelular inducida por la activacién de receptores
ionotropicos de glutamato, (2) reduciendo la expresion en la superficie celular
de receptores ionotropicos de glutamato, (3) modulando proteinas que
tamponan la subida de calcio o (4) reduciendo la acumulacién de superédxidos
intracelulares que provocan una subida sustancial en la concentracion
intracelular de calcio (Mattson et al., 1993, 1995; Brandoli et al., 1998; Klocker
et al., 1998). Por el contrario, Algunos factores neurotréficos son capaces de
hacer que las neuronas sean mas sensibles a la excitotoxicidad. En un modelo
hipoxico/isquémico, en el que la muerte de las neuronas corticales es
producida por excitotoxicidad, la incubacion de las células con el factor
neurotréfico BDNF y la neurotrofina (NT) 3 y 4/5 aumenta la muerte neuronal
(Koh et al., 1995). Los factores neurotréficos potencian también la
excitotoxicidad en otros tipos de cultivos celulares (Pret., 1996; Morrison et al.,
1998).

Los cultivos postnatales de neuronas tienen un mayor porcentaje de muerte
inducida por excitotoxicidad que las neuronas en desarrollo, se ha hipotetizado

que los factores neurotréficos pueden tener un papel en el aumento de la
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vulnerabilidad a la excitotoxicidad acelerando su maduracion (Samdani et al.,
1997). El factor neurotréfico BDNF puede actuar directamente sobre neuronas
induciendo susceptibilidad a la muerte excitotoxica mediada por receptores
ionotropicos de glutamato. En este proceso parece estar implicada la activacion
de TrkB y la sefializacion a través de la via de la PI3 quinasa (Hugh et al.,
2000).

El IGF-1 es capaz de modular la plasticidad neuronal mediante mdultiples
procesos incluyendo la regulacién de diversos tipos de canales ionicos, los
niveles de Ca**, la respuesta de neurotransmisores, la remodelacién sinaptica
o la arborizacion neuronal (Torres-Aleman et al., 1999), Un ejemplo de esta
capacidad del IGF-I se ha comprobado sobre la plasticidad sinaptica, el IGF-I
modula la actividad de los receptores ionotropicos de glutamato deprimiendo a
los receptores AMPA, potenciando los Kainato y sin afectar a los NMDA (
Gonzalez de la Vega et al., 1998, 2001; Man et al., 2000; Wang et al., 2000).
Otro ejemplo se da en cultivos maduros de neuronas granulares de cerebelo
donde se produce una mayor sensibilidad a kainato (Kato et al., 1991). Esta
sensibilidad aumenta notablemente cuando se retira el suero del cultivo. Si se
afladel GF-I a un cultivo sin suero, éste previene el desarrollo de sensibilidad a

kainato (Leski et al., 2000).
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3. EL GLUTAMATO Y SUS RECEPTORES:

Dentro del sistema nervioso central el glutamato no se limita a mediar la
neurotransmision excitatoria, sino que presenta gran numero de funciones
adicionales (Michaelis., 1998): 1. Actia como neurotransmisor excitador de
accion rapida; 2. Participa en la induccion y mantenimiento de cambios a medio
y largo plazo en la excitabilidad neuronal (plasticidad sinaptica), asociados a
procesos de memoria y aprendizaje. Actia como estimulo quimiotactico
durante la sinaptogénesis y el desarrollo embrionario. 3. Actia como
desencadenante de procesos de migracion neuronal. 4. Modula el crecimiento
axonal y la formacién de sinapsis. 5. Promueve la supervivencia de ciertas
poblaciones neuronales. 6. Produce cambios en la actividad metabdlica, la
expresion génica y la sintesis de proteinas. 7. Presenta un papel destacado en
procesos neurodegenerativos.

El glutamato ejerce sus acciones a través de varias clases de receptores que
pueden ser diferenciados no solo molecularmente, sino también en funcion de
sus caracteristicas farmacologicas y electrofisiolégicas (Michaelis, 1998;
Ozawa et al., 1998). De forma general los receptores de glutamato se clasifican
en:

Receptores ionotrépicos: forman un canal iénico activado por ligando. Su
activacion conlleva un incremento en la permeabilidad de la membrana celular
a Na', K' y Ca*, fundamentalmente. En base a sus propiedades
farmacolégicas, se pueden dividir en tres clases:

Receptores tipo AMPA (4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico)

Receptores tipo Kainato (acido kainico)

Receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato)
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Receptores metabotréopicos: estan acoplados, a través de la activacion de
proteinas G, a sistemas de segundos mensajeros con efectos funcionales

diversos.

Receptores ionotrépicos

AMPA
Kainato

K+

Receptores metabotrépicos

K+ v

Froteinas G

A

+ Fosfolipasa C = Adenilato
Cca?* 4 Ciclasa

Figura 4: representacion de los tipos de receptores de glutamato.

3.1 RECEPTORES DE GLUTAMATO Y EXCITOTOXICIDAD:

Como ya hemos dicho la excitotoxicidad es el mecanismo mas importante que
contribuye a la neurodegeneracion durante la isquemia, el trauma y otros
desdérdenes neuroldgicos en el sistema nervioso central (Sattler et al., 2000). El
aumento desmedido de actividad de los receptores de glutamato se traduce en

una liberacidon excesiva de glutamato, el neurotransmisor excitatorio mas
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importante del sistema nervioso central de mamiferos. El glutamato es capaz
de activar a gran cantidad de receptores de membrana postsinpticos, que con
sSu activacion abren sus canales ionicos asociados para producir flujos de
entrada o de salida. Esto va unido a un cambio en la concentracion i6nica
intracelular, los flujos mejor caracterizados son los de sodio, los de cloruro y los
de calcio. Un exceso de iones calcio es capaz de activar al calcio intracelular
dependiente de sefializacion que a su vez activa a gran cantidad de sefales
de segundos mensajeros, lo que normalmente va unido a muerte neuronal

(Sattler et al., 2000).

C a2+

/ 4\ Ca2+ \
Fosfolipasa A2 Calmodulina Proteasa Endonucleasa

i Proteiia de unién) (Calpaina) i

Acido araquidonico  NO sintasa  rotura del citoesqueleto  degradacion ADN

N \
\ 4
Radicales libres ONOO-

\ \
MUERTE H
YATP ¥ wyP

Dafio mitocondrial

Figura 4: representacion esquematica de los mecanismos propuestos por los
que el aumento del calcio intracelular podria disparar fendbmenos secundarios

qgue resultan en neurotoxicidad (Sattler et al., 2000).
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Aunque las bases moleculares de la toxicidad del glutamato son todavia
desconocidas, se acepta de manera general que el calcio juega un papel
importante (Choi; 1985; 1987; 1995). Ademas se acepta que el subtipo de
receptor de glutamato NMDA juega un papel fundamental como mediador de
ciertos aspectos de la neurotoxicidad inducida por glutamato, posiblemente
permitiendo que aumente la permeabilidad al calcio (Choi 1988; 1996).

Los receptores de glutamato tipo NMDA y tipo kainato pueden provocar muerte
neuronal dependiente de calcio en cultivos primarios de neuronas de rata
(Choi, D. 1998; Favaron et al, 1988; Novelli et al. 1988; Schramm et al, 1990;
Carafoli., 1987).

La exposicion de células a glutamato provoca, entre otras cosas, una rapida e
irreversible pérdida de fosforilacion de Akt-1 y de su actividad quinasa; estos
efectos estan estrechamente unidos a excitotoxicidad y activacion de caspasa
3, pero se pueden prevenir pretratando las células con litio, ya que produce un
rapido incremento de la actividad PI3 quinasa, que provoca un aumento en la
actividad quinasa de AKT-1; esta proteccion del litio puede ser blogueada
mediante inhibidores de la PI3 quinasa (Chalecka-Franaszek et al., 1999).

En condiciones normales, determinados mecanismos de regulacién mantienen
estables las concentraciones de calcio ionico en el citoplasma de las neuronas.
Pero, tras la estimulacion excesiva de los receptores de glutamato, se
desestabiliza la homeostasis del calcio y esto provoca la subsiguiente
activacion y translocacion (desde el citoplasma a la membrana) de proteina
quinasas C dependientes de calcio/ fosfolipidos que parecen tener un papel
relevante en la limitacion de la amplificacion de acciones ligadas a la
neurotoxicidad (Favaron et al., 1988; Novelli et al., 1988; Vaccarino et al.,
1987; Ogura et al., 1988). La inhibicion producida por gangliésidos naturales

(Favaron et al., 1988; Novelli et al., 1988) y sus derivados semisintéticos
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(Manev et al., 1990) de no sdlo la traslocaciéon PKC inducida por glutamato sino
también de su neurotoxicidad, sugieren que la fosforilacion de proteinas de
membrana inducida por el glutamato, via PKC, provoca desestabilizacion de los

mecanismos que mantienen estable la concentracién de calcio citosodlico.

23



INTRODUCCION

4. PROTEINA QUINASAS C:

Las Proteina quinasas C (PKCs) son una familia de serinal/treonina quinasas
dependientes de fosfolipidos en las que se incluyen 10 isoenzimas que se
diferencian en su estructura hasta en cuatro variables, manteniendo tres
regiones constantes ademas de su funcion (Toker,A. 1998; Parekh,D.B. et al,
2000). Estas isoenzimas se agrupan en tres clases (Dempsey et al., 2000;

Musashi et al., 2000):

1. PKCS clasicas o convecionales, cPKCs PKC a, § (Bl y BIl) y y: pueden
ser activadas por diacilglicerol, fosfatidilserina y ésteres de forbol y tienen un
sitio de unidn a calcio en su segunda region constante, C2.

2. PKCs noveles 3, €, n y 6 : no tienen region constante C2 por lo que son
independientes de calcio, pero responden diacilglicerol, fosfatidilserina y
ésteres de forbol.

3. PKCs atipicas A, {: carecen también de la region C2, son por lo tanto
independientes de calcio y solo responden a fosfatidilserina y no a diacilglicerol
0 a ésteres de forbol.

La familia de transductores de sefial Proteina quinasa C (PKC) esta
caracterizada por una dependencia a lipidos para su actividad, especialmente
las PKCs clasicas (cPKCs a, B, y) y las noveles (nPKCs 4, €, 1, 0). Los distintos
subtipos tienen requerimientos fisiologicos distintos de diacilglicerol para
realizar su actividad.

Se ha comprobado que las PKCs estan implicadas en vias de transduccion de
sefales intracelulares que regulan crecimiento y estan ligadas a diferenciacion
y apoptosis (Li et al., 1995; Mischakt et al., 1993; Ascender et al., 1994). El

mecanismo de activacion bioquimico de las PKCs fue deducido tras el
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descubrimiento de la activacion y fosforilacion de las PKCs clasicas por ésteres
de forbol y diacilglicerol, en su bucle de activacion por la quinasa dependiente
de fosfoinositoles (PDK1). Esta fosforilacidon inicial desencadena la
autofosforilacion en sitios en el carboxiterminal, este es el primer paso para
generar el enzima maduro (Dutil et al., 1998). De todas formas, la funcion
exacta de todas las isoenzimas PKCs no se conoce, y el papel de las PKCs en
algunos procesos bioldgicos de importancia tiene que ser todavia estudiado.
De cualquier manera, algunos articulos sobre la accion de las PKCs son
contradictorios (Webb et al., 2000; Wert et al., 2000). La diferente expresion de
los isoenzimas depende del sistema celular. Estructuralmente, las isoenzimas
PKCs son bastantes similares, y su sustrato especifico in vitro es casi idéntico
(Kazanietz et al., 1994).

Las diferentes isoenzimas, sin embargo, cumplen distintas funciones
bioldgicas in vivo. Por ejemplo la PKC3 reduce la proliferacion de fibroblastos
NHI 3T3 y detiene las células de ovario de hamster chino en la fase G,/M en
respuesta a 12-O-tetradecanoylforbol-13-acetato (TPA) (Watanabe et al., 1992)
e induce la diferenciacion de células promieloides de raton (Mischak et al.,
1993). Por el contrario, la sobreexpresion de PKCe en fibroblastos de roedores
estimula la proliferacion celular, induce el crecimiento independiente de anclaje
y provoca tumores en ratones desnudos (Mischak et al., 1993; Cacace et al.,
1993). Ademas, las PKCs han sido implicadas en vias de apoptosis durante
muchos afios (Dempsey et al., 2000; Ghayur et al., 1996; Cross et al., 2000),
pero una vez mas a este respecto no hay consenso entre los investigadores.
Se ha comprobado que las isoformas de PKC a, ¢ y § estan sobreexpresados
en el musculo esquelético de animales geneticamente diabéticos, Psammonys
obesus, siendo la isoforma mas abundante la e. La expresidn/actividad alterada

de la PKCg, puede contribuir al desarrollo de la diabetes en estos animales,

25



INTRODUCCION

junto con los otros subtipos y puede estar implicado en el progreso de la
enfermedad. Esta posibilidad ocurriria a través de la inhibicion de la actividad
tirosina del receptor de insulina por una fosforilacion en serina/treonina del
IRS-1 (lkeda et al., 2001).

Factores de crecimiento

\/)
Neurotransmisores
Hormonas Receptor acoplado a proteina G
Antigenos Receptor tirosina quinasa
Receptor de antigenos Integrinapl
Receptof
—\V = ‘k

) :
y = Pip, —>(PPP,) G arasss> Ts

. IPy 4’ @ P Raf-1
Filamentos
de actina

& graso
ERKs i
Y JINK
@ p38MAPK NFkappaB
factores de transcripcion

Inactivacion de (c-myc, Elk-1, etc)
Bad ¢ ¢
Regulacion <¢—— Expresion génica Transcripcion
de apoptosis 4

Proliferacion Expresion génica

Figura 5: Sefializacion de PKC epsilon en varios tipos celulares. PKCe se
activa por DAG, PIP3 y acidos grasos generando diferentes estimulos, y
mediando distintas respuestas, tales como, apoptosis, adhesion y movilidad.
(Akita, 2002; modificado).
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4.1 PROTEINA QUINASA C Y MUERTE NEURONAL:

El tejido neuronal contiene altos niveles de expresion y actividad de algunos
subtipos de la proteina quinasa C (PKC) (Tanaka et al., 1994; Battaini, 2001).
La activacion de PKC en células nerviosas estd asociada con el control de
canales ionicos, con la desensibilizacion de receptores y el aumento de
respuesta a neurotransmisores. Ademas, en comportamiento existen
evidencias genéticas y farmacoldgicas que subrayan la importancia de PKC en
el proceso de aprendizaje y memoria (Le Merrer et al., 1994; Takana et al.,
1994). PKC no solo controla la proliferacion, sino también la supervivencia
celular. Algunos estudios recientes definen el papel especifico que algunas
isoformas de PKC juegan en la regulacién de rutas apoptoéticas. Mientras
algunas isoformas son antiapoptoticas, dependiendo del sistema celular en el
que se estudie, PKC3, en particular, tiene efectos proapoptéticos actuando en
diferentes poblaciones celulares (Dempsey et al., 2000), incluidas las neuronas
(Maher et al., 2001).

En fendbmenos neurodegenerativos agudos como la isquemia cerebral; los
estudios en animales y con cultivos celulares indican que un incremento del
calcio intracelular activa proteina quinasas, en las que se incluye PKC,
favoreciendo interacciones con segundos mensajeros/activadores |y
traslocandose a regiones especificas de la membrana plasmatica (Domanska-
Janik; 1996). En un estudio con 10 pacientes que murieron entre 1 y 52 dias
tras una isquemia, se estudid la actividad y la expresion de las distintas
isoformas de PKC en el infarto, en la zona de penumbra y en el tejido
contralateral no afectado (Krupinski et al., 1998). La penumbra isquémica
mostraba un aumento en los niveles de PKCy mientras que el tejido infartado

mostraba un aumento
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en la isoforma PKCp y la isoforma a. Es interesante que los cambios en la
actividad PKC no se correspondan con la expresion de sus isoformas. Una
cascada de activacion de las isoformas PKC podria estar asociada con la
progresion del dafio isquémico (Battaini; 2001).

En otro tipo de fendbmeno de neurodegeneracién aguda como los traumas
cerebrales se ha comprobado en estudios con animales, que tras el dafio
cerebral las regiones que sufre degeneracion neuronal experimentan un
aumento en la actividad PKC: los subtipos o y B estdn implicados en esta
pérdida (Padmaperuma et al., 1996). Estudios en humanos indican que la
generacion de radicales libres produce dafios severos en el

cerebro (Muizelaar et al., 1993). Seria posible por tanto postular que la
modulacion de

PKC podria ser una estrategia adicional para controlar el dafio cerebral
(MclIntosh, 1998).

En procesos neurodegenerativos crénicos, como la enfermedad de Alzheimer,
la expresion de PKC en los tejidos afectados cambia y se correlaciona con la
neuropatologia (Jin et al., 1995). Junto a esta observacion, otros estudios han
demostrado que en los cerebros de enfermos de Alzheimer, los niveles y la
actividad de PKC B y ¢ estan disminuidos en la corteza temporal (Matsushima
et al., 1996). También se ha comprobado con extractos crudos que la actividad
de PKC en hipocampo, corteza frontal y corteza temporal disminuye en estos
enfermos (Wang et al., 1994), mientras que las actividades no se modifican en
todas las areas del cerebro

de enfermos de Alzheimer, cuando los extractos de enzima PKC son
purificados de

moduladores enddgenos, sugiriendo la posibilidad de un aumento en la

actividad de inhibidores enddgenos en el cerebro de los enfermos (Kurumatani
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et al., 1998).

En otro proceso neurodegenerativo cronico como es la esclerosis lateral
amiotréfica, se observa un incremento en la actividad PKC, tanto en sus
fracciones de membrana como citosélica, en autopsias de médula espinal; y
este incremento estd relacionado con las isoformas calcio-dependientes
(Lanius et al., 1995). También se ha observado, una tendencia al incremento
de actividad PKC en la corteza motora, mientras que en la corteza visual no se
observan cambios en la actividad PKC. Este dato se podria relacionar con el
aumento de actividad PKC en la médula espinal, que contribuiria a la

degeneracion de las neuronas motoras.

ENFERMEDAD CAMBIO PKC O ISOFORMA IMPLICADA
Isquemia Cerebral (IC) EAumento de PKCy
IC EAumento en PKCp
Enfermedad de Alzheimer Decremento en los niveles y actividad de
PKCBye.

Decremento en la actividad y traslocacion de PKC.
Decremento en la unién a éstres de forbol.
Disminucién de los receptores PKCBIl y RACK1
Enfermedad de Parkinson Disminucion en la union a éstres de forbol
Enfermedad de Huntington Disminucién de PKCBIl y aumento de PKCa
Esclerosis lateral amiotrofica Incremento de actividad PKC y de isoformas cPKC
Desorden Bipolar EAumento de la tralocaciébn en membrana de PKC y
en los niveles de PKCyy & .

Depresién Unipolar iAumento en la union a ésteres de forbol

Tabla 1: relacion entre enfermedades del SNC y cambios en los niveles de

activacion de PKC en el cerebro humano.

29



INTRODUCCION

4.2 PKCS Y GLUTAMATO:

Algunas familias de proteinas quinasas, en las que se incluyen las isoenzimas
de la familia de serina/treonina de la proteina quinasa C (PKC), son activadas
tras dafio cerebral. Las PKCs son quinasas dependientes de calcio y
fosfolipidos (Tanaka et al., 1998). Son abundantes en el cerebro y se activan
de manera diferente en funcion del estimulo externo; dentro de estos estimulos
se incluye la excitotoxicidad (Buchner et al., 1999; Nakayama et al., 1998)

Uno de los modelos de muerte celular excitotoxica mas utilizados in vivo es la
administracion sistémica de kainato, un analogo del glutamato que activa de
manera directa a varios tipos de receptores de AMPA/kainato y de manera
indirecta también a los receptores de NMDA (Berg et al., 1993; Virgili et al.,
1992). Si nos fijamos en el hipocampo de rata tras la administracion sistémica
de kainato, podemos observar que la expresiéon de las isoformas clasicas de
PKC (a, By y) se mantiene dentro de sus valores normales o incluso
disminuye, mientras que las la expresion de las isoformas noveles 3, € y el
subtipo atipico PKCE aumentan de manera secuencial frente al mismo estimulo
(Kaasinen et al., 2002). Autores como Guglielmetti (Guglielmetti et al., 1997)
estudiaron la expresion de las PKCs clasicas y PKCe en el hipocampo, tras la
administracion sistémica de acido kainico, y concluyeron que esta
administracion sistémica provocaba una disminucién significativa de la
expresion de PKCy junto a una tendencia a la reduccién en la expresion de
PKCa y B en laregion CAl entre el dia 1 y 2 de la administracion del kainato.
Asi mismo, observaron un aumento en la expresion de PKCe en células
granulares del giro dentado, pero no en las regiones CA1 y CA2 dias después
de la administracion del kainato.

Las células granulares de cerebelo (que contienen mayoritariamente los

subtipos de PKCs a y B) en cultivo sometidas a tratamiento de 24 horas con
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ésteres de forbol (12-miristato 13-acetato, PMA) no solo reducen de manera
drastica el contenido y la actividad catalitica de PKC, sino que también
previenen la desestabilizacién inducida por glutamato de la concentracion
citosolica de calcio y en consecuencia la neurotoxicidad que éste provoca
(Favaron et al., 1990). Cuando la PKC se reduce en un 90%, el 80% de las
neuronas quedan protegidas frente a la muerte inducida por glutamato. Esta
proteccion es comparable a la obtenida con las dosis mas protectoras de
gangliésidos o con antagonistas no competitivos de los receptores NMDA. De
cualquier manera el pretratamiento con PMA disminuye sensiblemente el efecto
del glutamato incluso con dosis muy altas (1mM) y no requiere la presencia de
PMA en el medio de incubacion. La proteccion producida por PMA persiste
durante horas después de que la droga haya sido retirada del medio.

Se ha comprobado también, que la Activacion de PKC aumenta la apertura de
canales NMDA y recluta nuevas moléculas de canal a la superficie celular por
regulacion de la exocitosis. La PKC debe regular una o varias proteinas
implicadas en el reciclaje del receptor y su diana, ya que aumenta el numero de

los receptores NMDA en la sinapsis (Lan et al., 2001)

4.3 PKCS Y FACTORES TROFICOS:

Las diferentes isoformas de la Proteina quinasa C (PKC) van a juegar un papel
importante en muchas vias de sefalizacion de factores troficos, tanto en su
activacion y regulaciobn como en alguno de los pasos de su cascada de
sefalizacion.

1. Moduladores de vias de factores troficos:

Algunas isoformas de PKC son potencialmente importantes moduladores en la

cadena de sefalizacion de la insulina y pueden estar involucrados en la
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patologia celular de resistencia a insulina (Kellerer et al., 1998). Por ejemplo, el
factor de necrosis tumoral (TNFa) estimula a la PKCe que a su vez inhibe al
receptor de insulina humano (Kellerer et al., 1998). La PKC activada por forbol
12-miristato 13-acetato (PMA) disminuye la fosforilacion en tirosina del IRS-I y
su capacidad para unirse a al PI3 quinasa activada (De Fea et al., 1997%;
1997b; Kellerer et al.,, 1998; Li et al., 1999). La PKC disminuye esta
fosforilacion aumentando la fosforilacion en serina y treonina del IRS-I
(Danielsen et al., 1995; Barthel et al., 1995; De Fea et al., 19972; 1997b; Li et al
1999) provocando de este modo la imposibilidad de activacion de Akt por IGF-
| (Zhen et al., 2000). Mutaciones puntuales en la serina 612 del IRS-1 impiden
que este pueda ser fosforilado por la PKC, indicando que esta serina juega un
papel fundamental (de Fea et al., 1997).

2. Acciones realizadas por la PKC tras la accion de los factores troficos:

En la ruta de sefalizacién de la PI3 quinasa la PKCE va a jugar un papel
importante como efector de las acciones metabolicas de la insulina (Standeart
et al.,, 1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Etgen et al., 1999; Nystrom et al.,
1999). Ademas, la PKCE es mediadora de otras acciones biolégicas de la
insulina, incluyendo activacion de la quinasa p70 S6 (Romanelli et al., 1999),
ERK2 (Sajan et al., 1999), NHE1 (Sauvage et al.,, 2000) y estimulacion de
sintesis proteica (Mendez et al., 1997). De todas formas, los sustratos que se
encuentran por debajo de PKCE en la ruta de sefalizacion de la insulina no
han sido todavia identificados.

Se ha visto que el IRS-1 es un sustrato fisiol6gico de la PKCE. La fosforilacidon
de IRS-1 por PKCE representa un ejemplo adicional de retroalimentacion
negativa de IRS-1 por una Serina/treonina quinasa que se encuentra por
debajo de PI3 quinasa (Ravichandran et al., 2001). La retroalimentacién de

control sobre IRS-1 existe porque serina/treonina quinasas que se encuentran
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debajo de PI3 quinasa, como GSK y Akt son capaces de fosforilar a IRS-1 y
modular su funcion (Eldar-Finkelman et al.,1997; Li et al., 1999; Paz et al.,
1999). La existencia de mecanismos de retroalimentacién muiltiple regulatoria a
nivel del IRS-1 enfatiza la importancia de éste en la sefalizacion por insulina y
podria explicar los efectos de resistencia a insulina en enfermedades como la
diabetes y la obesidad (Ravichandran et al., 2001). También, la fosforilacion en
serina del IRS por PKCE, se define como una regulacién negativa inducida por
insulina. Con drogas como Go6976 (inhibidor de PKC a, By u) o GF 109203X
(inhibidores de a, BI, BIl, v, 8y € ) se ha comprobado que tras la estimulacion
con insulina afadiendo cualquiera de estas drogas a la dosis que inhibe al

subtipo PKCE, se inhibe la fosforilacion en serina de IRS-1. (Liu et al., 2001).
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5. DANO ISQUEMICO EN EL SNC:

Las isquemias-hipdxicas agudas o dafio cerebral por asfixia son una causa
muy frecuente de muerte en seres humanos. Hoy en dia se reconoce que la
muerte neuronal se puede producir en dos fases distintas tras un dafio
hipoxico-isquémico transitorio. La primera fase ocurre durante o
inmediatamente después del dafio isquémico y la segunda ocurre tras 6-12 h,
periodo retrasado o secundario, y continta durante otras 48-72 horas (Johnston
et al., 1996). Esta fase secundaria ha sido caracterizada tanto de manera
experimental (Williams et al., 1990, 1991) como en humanos neonatos que han
sufrido dafio por asfixia (Azzopardi et al., 1989; Wyatt et al.,1991). Se cree que
el dafio inicial dispara una cascada de reacciones citosdlicas que va
destruyendo progresivamente la maquinaria mitocondrial y celular durante
muchas horas, resultando en una falta de energia secundaria y la consiguiente
muerte celular (Vannucci et al., 1993). Gran cantidad de mecanismos han sido
implicados, incluyendo apoptosis (Macmanus et al., 1993; Sei et al., 1994;
Mehmet et al., 1994; Beilharz et al., 1995). El descubrimiento de la fase
retrasada de muerte neuronal ha abierto la posibilidad de aplicar terapias de
rescate neuronal algunas horas después del dafio agudo con la esperanza de
interferir o interrumpir la cascada citotdxica salvando a las células del cerebro
gue de otra manera moririan (Johntson et al., 1996).

La excitotoxicidad va a jugar un papel fundamental en la isquemia; este papel
esta muy bien documentado gracias a la experimentacion con animales. En
esos estudios se demuestra que la isquemia/hipoxia estd asociada con un
aumento del glutamato en el fluido extracelular, y que este disminuye su
concentracibn con denervacion glutamatérgica o con antagonistas del

glutamato. La distribucion del dafio celular provocado por la isquemia se
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corresponde con la de los receptores NMDA, aunque existen notables
excepciones. La mas importante se da en las células de Purkinje, en las que no
existen receptores de NMDA. Los antagonistas del receptor de NMDA son muy
efectivos en la zona de penumbra en modelos de isquemia focal. En estas
zonas, se produce solo una disminucion parcial en la energia, que tiene como
resultado la activacidn selectiva de los receptores de NMDA (Beal., 1992).

Los modelos experimentales de isquemia cerebral en ratas se empezaron a
utilizar en gran medida desde 1970 (Molinari et al., 1976), las técnicas de
isquemia en las que se logra una isquemia del territorio de la arteria cerebral
media (ACM) son las que presentan mayor similitud con los infartos focales en
el humano en los cuales la afectacién de la arteria cerebral media (ACM) se
observa hasta en el 80% de todas las lesiones vasculares cerebrales (Who,
1989).

La obstrucciéon aguda de una de las mayores arterias cerebrales como la arteria
cerebral media (ACM) produce una reduccion inmediata del flujo cerebral en el
area de irrigacion correspondiente (isquemia focal); la reduccion del flujo
sanguineo no es homogénea en el sector afectado y puede cambiar en minutos
u horas especialmente cuando se restablece la perfusién (Ladecola, 1999). La
isquemia se torna severa en el llamado foco isquémico, en la periferia de este
se establece un anillo denominado area de penumbra en la cual la disminucion
del flujo es menos grave gracias a los aportes sanguineos de las colaterales

arteriales del tejido adyacente no isquémico (Back, 1998).

5.1 ISQUEMIA Y FACTORES TROFICOS:

Las estrategias terapeuticas para luchar contra el dafio producido por la

hipoxia/isquemia se centrd durante afios en la busqueda de agentes que
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previnieran el flujo de calcio, mediante por ejemplo, el bloqueo del receptor de
NMDA (Wieloch, 1985). Pero, estudios posteriores han sugerido que los
factores tréficos pueden tener un papel en la prevencion del dafio excitotoxico
actuando como “estabilizadores de calcio” enddégeno pudiendo proteger a las
neuronas reduciendo el flujo de calcio, aumentando la
expulsion/tamponamiento o utilizando ambos procesos. La capacidad de los
factores troficos para proteger a las neuronas del sistema nervioso central
contra condiciones de isquemia/excitotoxicidad in vitro (Mattson et al., 1989;
Cheng et al., 1991, 1992) e isquemia in vivo (Berlove et al., 1991; Shigeno et
al., 1991) sugieren que podrian ser factores efectivos para la isquemia en
humanos. La capacidad de algunos factores de crecimiento, en particular el
NGF y los IGFs, para proteger neuronas, incluso cuando el tratamiento se
aplica de 4 a 12 horas después del dafio isquémico, sugieren que estos
factores podrian ser utilizados en clinica.

En respuesta a dafio isquémico unilateral en crias de ratas o en respuesta a
isquemia focal en ratas adultas, se produce un aumento en la expresion del
ARNmM de IGF-I, junto a un aumento en las proteinas de union IGFBP-2 e
IGFBP-3 (Beilharz et al., 1993; Lee et al., 1992; Gluckman et al., 1992). In vivo,
la administracion central de IGF-I en ratas adultas tras la exposicion a una
hipoxia/isquemia transitoria, reduce la pérdida neuronal (Gluckman et al., 1992)
y la incidencia de infarto cortical (Guan et al., 1993).

El dafio hipoxico-isquémico perinatal es una causa importante de dafio
neurolégico y muerte, y esta estimado que afecta a un 0.6% de los nifios que
nacen (Levene et al., 1985) y entre 5-25% de los bebés prematuros (Volpe.,
1992). Modelos animales con ovejas gestantes han demostrado que la
administracion de IGF-1 dos horas después de producirse el dafio isquémico

reduce significativamente las secuelas provocadas por el mismo. La capacidad
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de rescate del IGF-I se comprobd en un alto rango de dosis y no se produjo
ningun efecto téxico sistémico como hipotension, hipoglicemia, o pérdida de
gases en sangre durante los siguientes cinco dias tras la administracion del
IGF-I. Estos resultados hacen pensar que el IGF-I puede ser un agente
terapéutico potencial para rescatar neuronas tras un dafio hipoxico-isquémico

perinatal (Johnston et al., 1996).
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MATERIALES
DROGAS Y PEPTIDOS:

e Factor de crecimiento parecido a insulina tipo | IGF-I, (GroPep, Australia)
.10 M experimentos in vivo, 10" M para experimentos de supervivencia,
10° M para experimento in vitro.

e Acido L-glutdmico; 100 puM experimentos de supervivencia, 500 pM
experimentos de bioguimica y 1 mM experimentos in vivo. Sigma-
Aldrich, Alemania

e Phorbol 12 myristate 13 acetate (TPA) Sigma-Aldrich, Alemania. 107 M
experimentos in vitro.

e Forskoline 10uM (Sigma).

e R0-32-0432 Inhibidor especifico de proteina quinasa C subtipos PKCa,
PKCBI, yPKCe, experimentos in vitro concentraciones 10nM, 50 nM y
100 nM; experimentos in vivo 100uM. Calbiochem.

e H-89, Dihydrochloride. Inhibidor especifico de proteina quinasa A.
Experimentos in vitro a concentracion 10 uM. Experimentos in vivo 10
uM Calbiochem.

e Bisindolylmaleimide |, Hidrochloride. Inhibidor especifico de proteina
quinasa C. Experimentos in vitro concentracion 1uM Experimentos in
vivo 10uM. Calbiochem.

¢ Wortmannin inhibidor especifico de fosfatidilinositol 3-quinasa inhibiendo
el FMLP inducido por P3P y su produccion de aniones superéxido.
Experimentos in vitro concentracion 20 uM Calbiochem.

e LY 294002 inhibidor especifico de fosfatidilinositol 3-quinasa actuando
sobre el sitio de unidon con ATP. Experimentos in vitro concentracion 25

uM. Calbiochem.
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e PD 98059 inhibidor de la fosforilacion y activacion de MAP quinasa
quinasa (MAPKK). Experimentos in vitro a una concentracién de 20.uM
Calbiochem.

e K-252 ainhibidor de CaM quinasa. Experimentos in vitro a concentracion
40nM. Calbiochem.

e KN-93 inhibidor de CaM quinasa Il. Experimentos in vitro 15 uM.
Calbiochem.

e PP2 inhibidor de la familia de tirosina quinasas src. Experimentos in vitro
a concentracion 50nM. Calbiochem.

e Acido okadaico. Inhibidor de las fosfatasas PP1 y PP2B. Experimentos
in vitro a concentraciones 0.5 nM y 50 nM. Calbiochem.

e Tautomicin inhibidor especifico de las fosfatasas PP1, PP2A, y PP2B.
Experimentos in vitro a concentracion de 10 nM.

e BAPTA AM: quelante de calcio. Experimentos in vitro a concentracion
200uM.

e Ciclosporin A inhibidor de la actividad de la calcineurina. Experimentos in
vitro a concentracion de 2 uM. Sigma-Aldrich, Alemania.

e U733122 inhibidor especifico de PLCy. Experiementos in vitro a
concentracion 10 puM.

e L-trans-pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid inhibidor especifico de la
racaptacion de glutamato. Experimentos in vivo concentraciéon 15 mM.

Sigma-Aldrich. Alemania
MEDIOS DE CULTIVO:
e Medio Neurobasal, Gibco BRL life Technologies.

e Medio Dulbbecco’s Modified Eagle’s + nutrien mixture F-12 Ham.

Sigma- Aldrich. Alemania.
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REACTIVOS PARA CULTIVO:

e EBSS Earle’s balanced salts. Gibco BRL life Technologies.

e Papaina. Worthington biochemical corporation.

e Ovomucoid trypsin inhibitor. Worthington biochemical corporation.
e B-27 supplement. Gibco BRL life Technologies.

e Deoxyribonuclease I. Worthington biochemical corporation
KIT DE INFUSION CEREBRAL:

e Bombas mini-osmaoticas (modelo 1007D, Alza, Palo Alto, CA). Flujo de
liberacion constante 0.5u L/h durante 7 dias.

e Canula de infusion cerebral de 0.36 mm ( alza, Palo Alto, CA).
ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

Se utilizaron en todos los experimentos ratas macho adultas Wistar de pesos
comprendidos entre los 230 y 250 g. Estas ratas pertenecientes a la colonia
del Instituto Cajal, se mantuvieron en condiciones constantes, a una
temperatura de 20 £ 2° C e iluminacion controlada con ciclos alternativos de

12 horas de luz/oscuridad.
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e Anticuerpos primarios

MATERIALES Y METODOS

AC. _Péptidg Casa
Primarios |Inmunoreactividad Tipo |Dilucién |Inmunogeno | comercial
PAKT conejo P 1:1000 |Ser 473 de|Cell
AKT ratébn |signaling
AKT conejo P 1:1000 |345-480aa |Cell
AKT1 signaling
humano
P85 Conejo P 1:1000 S.Pons
Inst Cajal
P85 Raton M 1:1000 S.Pons
Inst Cajal
IGF-IR Conejo /Raton P/M 1:1000 S.Pons
Inst Cajal
P-MAPK |conejo P 1:1000 |Thr202/ Cell
Tyr204 signaling
PKC total |Raton M 1:1000 Sigma
Calbindina | Conejo P 1:5000 |Calbindina |Swant
recombinan
te
IRS | Conejo/Ratén P/M 1:1000 S.Pons
Inst Cajal
Pser IRS-I Conejo ROO 1:1000 Upstate
IRS Il Conejo P 1:1000 S.Pons
Inst Cajal
P-P38 Conejo P 1:1000 |Thr180/ Cell
Tyrl82 signaling
P38 raton M 1:1000 |Aa213-360 |Santa Cruz
p38
humano
JNK Conejo P 1:1000 |Thr 183/ | Cell
Tyrl85 signaling
Glur2/3 Conejo P 1:1000 E.Gcia
Spons
PY20 Ratén M 1:1000 |Anti-PTyr Transductio
n Lab
4G10 Ratén M 1.1000 |Anti-PTyr Upstate

P policlonal; M monoclonal.
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¢ Anticuerpos secundarios:

AC Inmunoreactivid |Tipo Uso Casa

Secundario |ad Comercial

Anti conejo Conejo Unido al 1:20000 Jackson
peroxidasa

Anti Ratén Raton Unido al 1:20000 Jackson
peroxidasa

Anti Proteina| Conejo Unido a| 1:20000 Santa Cruz

AlG peroxidasa
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METODOS
1. CULTIVO DE CELULAS GRANULARES DE CEREBELO:

Para la realizacion de cada cultivo de células granulares de cerebelo se
utilizaron ratas Wistar de siete dias (P7) de la colonia del Instituto Cajal
(CSIC); los animales son sacrificados mediante decapitacién y con la ayuda de
una lupa se extrae el cerebelo en medio salino equilibrado (EBSS, GIBCO
BRL) se limpia de meninges y vasos y se trocea con pinzas. Una vez que el
tejido esta reducido a pequefias porciones comienza la digestiéon quimica con
papaina (Worthingthon) y DNAsa (Worthingthon) a pH acido en agitacién a 37°
C. La digestion dura una hora; transcurrido este tiempo se detiene con una
centrifugacion en gradiente con un ovomucoide (inhibidor de la papaina), segun
las instrucciones del fabricante (Worthingthon).

Los cultivos se siembran en medio de cultivo para neuronas Neurobasal
(Gibco BRL) suplementado con B27 (Gibco BRL), glutamina (Sigma) y 25mM de
KCI (Merk) para estudios bioquimicos y contajes celulares con tratamientos
agudos.

Para estudios con tratamientos cronicos con IGF-I las células granulares son
sembradas en Medio DMEM-F12 (Sigma) suplementado (selenio (Sigma),
glutamina (Sigma), transferrina-putrescina (Sigma), acido araquidonico (Sigma)
y 25 mM KCI (Merk)), optamos por este medio para los experimentos cronicos

ya que el B-27 contiene insulina.

Las densidades de siembra de las células granulares era diferente segun el
experimento y protocolo a realizar (ver mas adelante).

Las placas utilizadas para ensayos de excitotoxicidad y contajes fueron placas
de 6 pocillos con 1.5 10 ® células por pocillo.

Todos los experimentos fueron realizados siete dias postcultivo.
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2. ENSAYO DE EXCITOTOXICIDAD IN VITRO:

Se utilizan tres protocolos diferentes:
2.1 PRIMER PROTOCOLO. Para la determinacion de vias de senalizacion

intracelulares:

Se afiaden drogas inhibidoras Se afiaden distintos estimulos:
IGF-l; glutamato .
TPA /; forskolin Lisis
@ Cambio medio fresco @ 45 min incubacion @ 30 min 0 2'5min
Muestras preparadas

para |nmunopreC|p|taC|on

N granulares
0 western directo

7 dias postcultivo

Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo de siete dias a una
concentracién de 2 millones de células por pocillo en placas de 35 mm?, se
cambian a un medio definido: Neurobasal sin suplementos y KCl 25mM durante
2 horas y 30 minutos.
El protocolo de administracion de drogas inhibidoras, agonistas, IGF-l y
glutamato fue el siguiente:

1. Las drogas inhibidoras se afiadieron 45 minutos antes de comenzar el

ensayo.

N

El glutamato, IGF-I, los agonistas... son afladidos juntos en cada pocillo.
3. Tiempos de actuacion de los distintos tratamientos:

e 2’5 minutos para fosforilacion del receptor de IGF-1 e IRS.

e 30 minutos para la fosforilacion de AKT
4. Transcurridos los diferentes tiempos las células son lisadas en frio en

tampodn de lisis.
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5. Se centrifuga los lisados a 14000 r.p.m durante 10 minutos y se
congelan los sobrenadantes para su posterior utilizacion para

westernblot.

2.2 SEGUNDO PROTOCOLO: Para la determinacion de excitotoxicidad por

glutamato:

Se afladen drogas inhibidoras Cambio de medio a
Se afiaden distintos medio definido+ KCI
tratamientos:  + IGF-I (los grupos con IGF-I)
IGF-I; glutamato

@ 2 H Medio fresco 45 min 30 min @ 16 6
H

incubacién incubacién
N granulares

7 dias postcultivo

Contaje de células muertas
con ioduro de propidio

Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo de siete dias y
concentracion de 1 millén por pocillo, en placa de 6 pocillos sometidos a ayuno
durante 2 horas y 30 minutos.
Protocolo de administracion de drogas inhibitorias, agonistas, IGF-l1 y
glutamato:
1. Las drogas inhibidoras se afiaden 45 minutos antes del ensayo.
2. El glutamato 100pM y el IGF-I1 10°M son afiadidos al mismo tiempo y se
dejan actuar conjuntamente durante 30 minutos.
3. Se cambian las células a un medio definido (DMEM-F12, selenio,
transferrina-putrescina, glutamina, acido araquidénicoy KCI).
4. Las células son mantenidas en este medio a 37°C y con CO; al 2%

durante 16 horas.
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El método de contaje utilizado es el ioduro de propidio , este colorante se une
al DNA fragmentado en los nucleos de las células muertas, haciéndolas
facilmente distinguibles con ayuda de un microscopio de fluorescencia, la
preparacion de las células tras el ensayo de excitotoxicidad se lleva acabo
siguiendo los siguientes pasos:
1. Las células son incubadas durante 30 minutos en medio EBSS con
loduro de Propidio.
2. Tras la incubacion se lavan las células con medio DMEM-F12 con suero
al 10% 2 veces. Se dejan a las células en este medio durante el contaje.
Protocolo seguido para los contajes en microscopio de fluorescencia:
Los contajes fueron realizados en un microscopio invertido de fluorescencia
Zeiis con objetivo de 36 aumentos
El protocolo se basa en la contabilizacion del nimero de ndcleos rojos por
campo, (células muertas), elegidos de manera aleatoria. Todos los
tratamientos de cada ensayo de excitotoxicidad fueron realizados por

triplicado.

2.3 TERCER PROTOCOLO: Para determinaciéon de proteccion por IGF-I

Neurobasal

tratamientos:
X +KClI25mM Contaje de células muertas
Se afiaden IGF-I; glutamato (los grupos con IGF-I) con ioduro de propidio
drogas
@ inhibidoras
45 min @ 30 min @
7 dias e

postcultivo

Para este experimento partimos de cultivos primarios de células granulares
de cerebelo cultivados en medio Neurobasal (Gibco BRL) con glutamina,

B27 y KCL.
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A los 7 dias postcultivo se afiade glutamato 100 uM durante 30 minutos y se

sustituye el medio por nuevo medio Neurobasal suplementado con KCI. El

grupo IGF-I recibe el factor tréfico desde que se cambia al nuevo medio a una

concentracion de 10°M.

A los 3 dias del ensayo se cuenta el nimero de células muertas tefiidas con

ioduro de propidio siguiendo el mismo protocolo de incubacién y contaje que en

el protocolo anterior.

3.

1.

2.

4,

PREPARACION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS:

Cultivos celulares: si el material de partida son los cultivos primarios el

protocolo a seguir tras el experimento es el lisado de las células en
tampon de lisis (150 mM de NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 1mM Cl,Ca,
1mm CI;Mg, 10% glicerol, 1% NP-40, 1lug/mL aprotinina, 1upg/mL
leupeptina, 400uM vanadato sddico, 200 mM PMSF), este se realiza en
frio y con ayuda de un rascador de células, tras recoger el lisado, se
centrifuga a 4°C a 14000 r.p.m durante 10 minutos.

Tejido fresco: si el material de partida es tejido fresco; éste debe sufrir
homogenizacion tras ser diseccionada la parte que nos interesa.
Partimos del tejido congelado que es resuspendido en tampén de lisis y
homogeneizado en frio, y centrifugado a 4°C a 14000 r.p.m durante 15

minutos.

INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS:

Tanto lisados celulares como homogeneizados de tejidos, se incuban durante

12 horas a 4°C en agitacion con el anticuerpo contra la proteina de interés.

Transcurrido este tiempo se realiza una segunda incubacién también a 4°C
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Con Proteina A-Sefarosa (Amersham-Pharmacia-Biotech). Los
inmunoprecipitados se lavan varias veces y se someten a desnaturalizacion en
tampén reductor y SDS-PAGE.

5. ELECTROFORESIS Y WESTERNBLOT:

Partimos de homogeneizados tisulares (hipocampos), lisados celulares o
inmunoprecipitados (cultivos de células granulares de cerebelo).

Las muestras son cargadas en geles de acrilamida/bisacrilamida (Bio-Rad) en
equipos de electroforesis de proteinas (Bio-Rad). Una vez terminada la
electroforesis las proteinas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Prolan).

La membrana de nitrocelulosa se bloquea en tampon TTBS (tampon Tween-
Tris salino) con leche al 7% para evitar uniones inespecificas de los
anticuerpos. Una vez bloqueada la membrana es incubada con anticuerpo
primario durante toda la noche a 4°C. A la mafiana siguiente se lava con TTBS,
y se Incuba durante 2 horas con el anticuerpo secundario. Transcurrido este
tiempo se vuelve a lavar la membrana con TTBS vy por ultimo con TBS
(Tamp6n Tris salino). Para su revelado se incuba con la solucién
quimioluminiscente ECL (Amersham-Pharmacia-Biotech) para la deteccion de
anticuerpos con preoxidas y se expone sobre Hyperfilm (pelicula de

autorradiografia, Amersham Pharmacia-Biotech) a tiempo variable.
6. EXPERIMENTOS IN VIVO:
6.1 INYECCION INTRACEREBROVENTRICULAR:

Bajo anestesia con 2, 2, 2 tribromoetanol al 2%, se realiza una incisién en la

piel de la linea media de la cabeza en sentido antero-posterior de unos 2 cm,
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dejando al descubierto el tejido subcutaneo, el cual se retira con ayuda de un
bisturi hasta dejar a la vista el crAdneo. Se coloca al animal en un estereotaxico
(David Kopf). Con el craneo limpio y seco se calculan las coordenadas para el
ventriculo lateral. Las coordenadas fueron tomadas del atlas Paxinos y Watson
(1982): 1.4 mm lateral, 0.8 mm anteroposterior a Bregma,4 mm dorso-ventral.

A través del orificio realizado con ayuda de un trepanador se realiza una
inyeccién con una jeringuilla Halmilton, el volumen inyectado en el ventriculo
lateral en todos los casos fue de 5yL, inyectando 1uL cada 10 segundos.

Drogas y tratamientos realizados:

Drogas inhibitorias inyectadas 45 minutos antes de los distintos tratamientos
por el mismo orificio.

e Bisindolylmeleimida 10uM.

e H89 10 uM.

e R0 32-4032 100uM.

Tratamientos realizados:

1. Grupo control: inyeccién de suero salino.

2. Grupo IGF-I: inyeccion de IGF-1 10™M.

3. Grupo IGF-I+Glutamato: IGF-1 10*M + glutamato 10mM + PDC 15 mM (L-

trans-Pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid).

Tras la aplicacion de los distintos tratamientos se retira la aguja y después de
una hora (el tiempo 6ptimo para el sacrificio de los animales fue calculado
realizando inyecciones a distintos tiempos y comprobando que a 1 hora el
grado de fosforilacion de la molécula Akt era maximo) los animales son
sacrificados por decapitacion. Se extrae el hipocampo ipsilateal a la inyeccién
en fresco sobre una superficie fria y se congela a —80°C para su posterior

procesamiento.
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Procesamiento y preparacion de las muestras:

Se homogenizan las muestras en frio en tampon de lisis.

La cantidad de proteina de cada muestra fue estimada por un micro-ensayo de
Bradford, y se prepara la muestra para westernblot y para

inmunoprecipitacion.

6.2 IMPLANTACION DE BOMBAS OSMOTICAS PARA LA
ADMINISTRACION CEREBROVENTRICULAR:

Se implantd un sistema de infusion cerebral, consistente en una canula de 0.36
mm, unida a una mini-bomba osmética (modelo 1007D, Alzet). La bomba se
dispone subcutdneamente en la region dorsal escapular de la rata y la canula
se fija al craneo con cemento dental.

Mini-bombas con una capacidad de 95 pL llenas con el inhibidor de PKC Ro
32-4032 (Calbiochem) disuelto en solucién salina y otras solo con solucién
salina; fueron implantadas en el ventriculo lateral de machos de rata Wistar de
250 g de peso, con las mismas coordenadas e igual protocolo que Ia
administracion aguda cerebroventricular: 1.4 mm lateral, 0.8 mm

anteroposterior a Bregma.4 mm dorso-ventral.
6.2.1 ISQUEMIA POR OCLUSION DE LA ARTERIA CEREBRAL MEDIA:

El modelo de isquemia cerebral utilizado experimentalmente esta basado en la
técnica de desarrollada simultaneamente por Longa et al. Y Nagasawa et al.
en 1989, que consiste en introducir por via cervical a través de la arteria
cardtida interna un nylon recubierto de polilisina (Belayeb, 1996)
monofilamento que alcanza el origen de la arteria cerebral media, mas tarde,
pasada una hora el nylon se retira del lecho arterial lo que permite la

reperfusion vascular. Este tipo de isquemia por oclusion de la arteria cerebral
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media provoca necrosis en el caudadoputamen, corteza frontoparietal posterior
y parte anterior del hipocampo, asi como dafios neuroldgicos visibles.

Los animales de experimentacion fueron sometidos a la implantacion de
canulas cerebroventriculares tres dias antes de realizar la isquemia.

Durante los 90 minutos que dura la oclusién se le implanta al animal una
bomba de infusion (previamente a los animales les han sido implantadas las
canulas cerebroventriculares). Una vez transcurrido el tiempo de isquemia se
tira del nylon dejando solo en el interior del vaso la cabeza del mismo, a partir
de este momento se produce el reestablecimiento del flujo sanguineo en la
zona.

En los controles se sutura la carétida externa y se clampea la comun durante

tres minutos.
6.2.2 Sacrificio y procesamiento de las muestras:

A los siete dias de haber realizado la isquemia los animales se sacrifican y fijan
mediante perfusion con parafolmaldehido al 4%. Una vez extraidos los
cerebros, se cortan en sentido coronal en el vibratomo con un grosor de 50

micras.
6.2.3 Calculo del volumen del infarto isquémico:

Para calcular el volumen de dafio isquémico utilizamos la tincibn con
Hematoxilina-eosina de los cortes. Una vez tefiidos se van tomando los cortes
coronales antero-posteriores con un intervalo de 1.5 mm. De esta manera se
obtienen alrededor de 8 cortes por cerebro. Una vez tefiidos y montados,
calculamos el area de infarto en cada corte con ayuda del programa de
ordenador ICE. Con estas &reas relativas calculamos el volumen (mm?):

V=X areas cortes x distancia entre cortes
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7. DENSITOMETRIA:

La cuantificacion densitométrica de las bandas de proteina se realiz6 con la
ayuda de un scanner Cannon 600 y gracias al programa de cuantificacion de
proteinas 1D-Manager de la empresa TDI (Espafia).

Todos los blots fueron corregidos con un control de carga, la proteina
inmunoprecipitada en el caso de las inmunoprecipitaciones y con una proteina
de referencia (teoricamente no modulada) en el caso de los lisados tisulares y
celulares.

Una vez corregidos, los datos se relativizaron a tanto por ciento para su

posterior analisis estadistico.
8. ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados de los experimentos fueron analizados mediante un andlisis de
la varianza de un factor (ANOVA), para realizar las comparaciones estadisticas
multiples.

Las diferencias significativas entre los grupos fueron determinadas mediante el

andlisis Tukey Post-hoc y prueba t.
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OBJETIVOS:

1. Determinar si el IGF-l es capaz de antagonizar los efectos neurotoxicos

del glutamato.

2. Determinar si existen puntos de convengencia entre la sefializacion del

IGF-l y del glutamato.

3. Determinar su posible significado patolégico.
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1. Efectos antagonicos del glutamato e IGF-lI sobre la supervivencia
neuronal:

En la primera fase del estudio utilizamos como modelo cultivos primarios de
neuronas granulares de cerebelo de ratas neonatales para investigar la interaccion
entre los efectos neurotoxicos del glutamato y la proteccion por IGF-I. El efecto
del glutamato sobre los cultivos de neuronas granulares de cerebelo ya habia sido
descrito por otros autores con anterioridad (Bessho et al., 1994), asi como su
efecto neurotdxico a altas concentraciones (Beal., 1992).

CONTROL

ANENEENEENEEEENEEENEEEE,
L asssmsssmsmsEmEmmnnf

GLUTAMATO

IGF-1+ GLUTAMATO

Figura 1. Cultivos tras 7 dias in vitro: excitotoxicidad del glutamato en cultivos de neuronas
granulares de cerebelo. Columna de la izquierda, células muertas (ioduro de propidio). Columna de
la derecha fotos en contraste de fase de neuronas granulares en cultivo. A: control. B: glutamato:
30 minutos de incubacion con 500uM de glutamato. C: IGF-I+glutamato: 30 minutos de tratamiento
con 100nM de IGF-I + glutamato 500uM. Los experimentos fueron realizados por duplicado, n = 10
experimentos.
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2. El IGF-l no es capaz de reducir la toxicidad del glutamato:

El glutamato interfiere con la supervivencia que ejerce el IGF-I sobre estas y otras
neuronas (D’Ercole et al.,, 1996). Las neuronas granulares expuestas a dosis
excitotoxicas de glutamato (100 uM y 500uM, Figuras 1y 2, presentan una tasa de
supervivencia inferior a las neuronas que no reciben este agente neurotoxico; si
estas neuronas reciben al mismo tiempo que el glutamato IGF-1 (10° M), éste no
es capaz de revertir la muerte excitotoxica por glutamato.

Como el glutamato induce una muerte neuronal aguda y otra mas tardia,
analizamos si el IGF-I interfiere con alguna de éstas fases. Como muestra la figura
2, tras tres dias de estimulo excitotoxico, el IGF-I no es capaz de bloquear el
efecto del glutamato. Igualmente (figura 3) los efectos agudos del glutamato

tampoco son sustancialmente inhibidos por el IGF-I.

200 -
*
150 4 [ [] Control
0 IGF-I
® 100 |
E [ 9lutamato
(]
@ .
S 5. O IGF-l+gluamato
BN
0

Figura 2: Cultivos de neuronas granulares de cerebelo sometidos a tratamientos con
glutamato (500uM) e IGF-I (100nM) de 30 minutos y mantenidos con vida hasta los tres
dias posteriores a la exposicion. El histograma muestra el resultado de los contaje con
ioduro de propidio.(p< 0.005).
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120 *

100 -

80 - T 0 Control

60 - Jj 9lutamato

40 * OiGF-1 + glutamato

20 -

% células vivas

Figura 3: Cultivos de neuronas granulares de cerebelo sometidos a tratamientos con
glutamato (500uM) e IGF-I (100nM) de 30 minutos y mantenidos 18h (p< 0.005) .

3. REGULACION OPUESTA DE LA FOSFORILACION DE Akt POR EL
GLUTAMATO Y EL IGF-I:

Como el IGF-1 no es capaz de inhibir el efecto toxico del glutamato analizamos las
posibles rutas intracelulares implicadas.

Comenzamos centrdndonos en la serina/areonina quinasa Akt ya que el glutamato
es capaz de inactivarla en neuronas (Chalecka-Franaszek et al., 1999). Se ha
visto que Akt juega un papel critico en el efecto promotor de supervivencia del
IGF-I en neuronas (Dudek et al.,1997). Con estos datos parecia probable que Akt
fuera el punto de convergencia entre la sefalizacion por IGF-1y el glutamato.

El efecto opuesto sobre la fosforilacion de AKT se pone de manifiesto cuando a
neuronas que reciben IGF-1y por tanto, aumentan el grado de fosforilacion de

AKT, reciben al mismo tiempo una dosis excitotoxica de glutamato (500u), que
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disminuye esta fosforilacion. Como se muestra en la figura 4, el grado de
fosforilacién de AKT en se ve drasticamente disminuido si se afiade glutamato al

medio de cultivo.

64 kDa P> , —— |pAkt
64 kDa P> , — ‘IAkt
C | G

G+l
*
500 -+ |

g
S 400 -
E
2 300 - O control
3 OIGF- |
2 500 | = B glutamato
= O |GF-I+glutamato
2 100
2 |
s -

0

Figura 4: El glutamato antagoniza la acccion del IGF-I: el IGF-I (100nM) estimula la fosforilacion
de Akt (pAkt el gel superior) en cultivos de neuronas granulares de cerebelo, este efecto es
antagonizado por el glutamato (500uM). El Akt total (gel inferior) no se modifica durante los
distintos tratamientos. En el histograma inferior se muestra el andlisis cuantitativo de las
desetometrias de los western blots. Los resultados revelan que los niveles de pAkt tras normalizar
con el Akt total son significativamente distintos (p< 0.005) entre el grupo del IGF-1y el grupo IGF-
I+glutamato (n=6).

La fosforilacion de Akt via IRS/PI3 quinasa esta muy bien descrita (Dudek et al.,
1997). Sin embargo, la manera en que se produce la defosforilacion de Akt por
glutamato es totalmente desconocida, aunque se ha propuesto que pueda ser a
través de una fosfatasa todavia sin identificar (Chalecka-Franaszek et al., 1999).
Esta interaccion entre el IGF-I y el glutamato puede implicar tanto rutas de

sefalizacion comunes, como independientes.
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Para determinar si las 2 rutas de sefalizacion mejor caracterizadas de GF-I
interaccionaban con el efecto del glutamato utilizamos drogas inhibidoras de PI3
quinasa: Wortmannin y LY294002, y vimos que producian un efecto de pérdida de
fosforilacion de Akt (figura 5).

Por ultimo, el inhibidor de MAP quinasa PD98059 no tenia efecto. Estos resultados

pueden indicar que la ruta de la Pl 3 quinasa converge sobre la activada por

glutamato.
64 KDa p>| wmeme — — P-AKT
64KDA P e o o e = | AKT
R
45001 | G MHGwort LYy pD C
g 4007 %
g 3507 OIGF-I
§ 3007 B Glutamato
& 250 g
£ 200+ IGF-Iglutamato
g 150 = IGFI+glutamato+Wortmannin
3‘ 1001 _ B |GFI+glutamato+LY294002
® 50 B |GFI+glutamato+PD98059
0

Figura 5: Cultivos con inhibidores de la PI3 quinasa: wortmannin 20 uM y LY294002 25uM; la
fosforilacién de Akt en los grupos que reciben IGF-I (100nM) y glutamato (500uM) se reduce de
manera significativa en comparacion con el grupo que solo recibe IGF-I (100nM). El grupo que
recibe el inhibidor de la MAP quinasa PD98059 20uM sigue manteniendo un valor de pAkt similar
al grupo IGF-l+glutamato. (n=7).
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La via de la PI3 quinasa puede estar implicada en la accion del glutamato sobre
Akt tras IGF-I (esquema 1):

<
\@D'

4. RUTA POR LA QUE EL GLUTAMATO EJERCE SU EFECTO ANTAGONISTA
SOBRE LA SENALIZACION DEL IGF-I:

Segun algunos autores, el glutamato puede defosforilar Akt de diferentes
maneras. Por eso, nuestro siguiente paso fue utililizar inhibidores de distintas
fosfatasa/quinasas que podian estar activadas por glutamato. El 4cido okadaico
(inhibidor de PP2B y PP1) que es capaz de inhibir la defosforilacion inducida por
glutamato tras activacion de AKT-1 por litio (Chalecka-Franaszek et al., 1999); la
tautomicina inhibidor de PP2B; la ciclosporina inhibidor de la calcineurina;
U733122 inhibidor de la PLCy; K252% inhibidor de la Cam quinasa; Kn92 inhibidor
de la Cam quinasa Il; PP2 inhibidor de la familia de las src quinasas o el quelante
de calcio BAPTA (figura 6).
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Figura 6: la inhibicion de las fosofrilacion de Akt por glutamato es independiente de calcio,
de las fosfatasas PP2B y PP1, y de calcineurina. La interaccion entre el glutamato y la via de
supervivencia del IGF-1 no depende de calcio, ya que al afiadir el quelante de calcio BAPTA-AM
(200uM) junto a IGF-I y glutamato el nivel de fosforilacion de Akt es igual al de grupo IGF-
I+glutamato y significativamente distinto al grupo IGF-I (p<0.005). Lo mismo ocurre con la
ciclosporina A (2uM) inhibidor de Ila calcineurina y con los inhibidores acido okadaico (50nM)
inhibidor de las fosfatasas PP1 yPP2B y ciclosporina (10uM) inhibidor especifico de calcineurina.
Todos los grupos recibieron IGF-I (100nM)+glutamato (500uM) y todos son significativamente
diferentes al grupo IGF-1(100nM). (n=6).

Estudiamos ademas el efecto del glutamato sobre la fosforilacién de la quinasa
Jun (JNK) ya que existian estudios previos en los que se habia descrito como la
excitotoxicidad inducida por glutamato implicaba la activacion de Jun quinasa
(Schawarzschild et al.,, 1997). Determinamos los niveles de fosfo-Jun quinasa
activada tras glutamato. Con otros tipos de agresiones en células cerebelares
(Gunn-Moore et al., 1998), no habia cambios en la fosforilacion de Jun quinasa

tras tratar a nuestros cultivos con glutamato (figura 7).
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Por tanto, comenzamos a considerar la posibilidad de que el glutamato pudiera
desactivar la fosforilacion de Akt inducida por IGF-I interfiriendo de manera directa
sobre alguna moélecula o moléculas situadas por encima de Akt en la ruta de

sefalizacion de IGF-I.
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Figura 7: JUNK no se activa por glutamato en células granulares en cultivo:al afadir
glutamato (500uM) a cultivos de neuronas granulares de cerebelo en cultivo no se produce
activacion de JUNK, esta quinasa no se modula si se afiade al mismo tiempo IGF-I (100nM). (n=5).

5. INTERACCION ENTRE EL GLUTAMATO Y EL IGF-l SOBRE LA RUTA DE LA
PI3 QUINASA:

Lo primero que analizamos fue si el glutamato era capaz de modular la
fosforilacion del receptor de IGF-I tras la estimulacién por IGF-I (figura 8).
Comprobamos que esta fosforilacion no se veia modulada por la presencia de
glutamato, ya que tanto en presencia como en ausencia de glutamato el IGF-I

seguia produciendo la misma autofosforilacion en tirosina de su receptor.
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Figura 8:la fosforilaciéon del receptor de IGF-l no se ve afectada por el glutamato. En el panel
superior, un blot representativo con anti fosfo-tirosina de un inmunoprecipitado del receptor
de IGF-l. La cantidad de receptor de IGF-l es muy similar en todos los tratamientos (gel
inferior). En el panel inferior: el analisis densiométrico (n=5) de los distintos grupos de
tratamiento demuestra que no existe diferencia entre el grupo que recibe IGF-1 (100nM) y el
grupo IGF-I(100nM) + glutamato (500 M).

El TNFo es capaz de interrumpir la sefializacion del IGF-1 actuando sobre la
activacion del IRS, provocando su fosforilacién en serina/treonina (Kanety et al.,
1997); ¢Podia el glutamato ejercer sobre la sefializacion del IGF-I un efecto
parecido al inducido por TNFa?. Tras la activacion del receptor de IGF-I, el
siguiente paso es la activacion de IRS mediante la fosforilacién en residuos de
tirosina, esta fosforilacion es fundamental para que IRS se pueda asociar a la PI3

quinasa.
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Figura 9: el glutamato interfiere con la ruta de supervivencia del IGF-l a través de la
inhibicion de la fosforilacion en tirosina del IRS-1. El IGF-I produce un aumento en la
fosforilacién en tirosina del IRS-1 que es antagonizada por el glutamato. En la figura 9.A vemos
como tras la inmunoprecipitacién con la subunidad p85 de la PI3 quinasa los niveles de IRS-1
asociado a esta molécula disminuyen si ademés de IGF-I (100nM) afiadimos glutamato (500u M)
carril de la derecha. El la figura 9.B Podemos comprobar que la cantidad de IRS-1 fosforilado en
tirosina disminuye de manera significativa (p<0.005) en el grupo IGF-I (100nM)+glutamato (500u
M), si lo comparamos con el grupo que solo recibe IGF-I (100nM) (n=5). Como se comprueba en el
gel inferior, la cantidad de IRS-1 no se modifica con los distintos tratamientos.

Como se muestra en las figuras 9.A y 9.B, el glutamato interacciona a nivel del
IRS-1 aboliendo de manera significativa (p<0.005) su fosforilacién en tirosina tanto
si inmunoprecipitamos lisados celulares con IRS-I y vemos su nivel de fosforilacién

en tirosina con anticuerpos anti-tirosina (figura 9.B), como si lo medimos de
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manera indirecta analizando la interaccion entre el IRS-1 y la subunidad catalitica
de la PI3 quinasa inmunoprecipitando p85 y revelando con anticuerpos anti-IRS
(figura 9.A).
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Figura 10: los niveles de IRS-1 fosforilado en tirosina asociado a la PI3 quinasa disminuyen
tras anadir glutamato. El grado de asociacion entre IRS-1 activado (fosforilado en tirosina) y la
subunidad de la PI3 quinasa p85 disminuye de manera significativa (p<0.005) en el grupo que
recibe IGF-I+glutamato al compararlo con el grupo que solo ha recibido IGF-I (n=6),; los niveles de
p85 total no varian. (gel inferior).

El siguiente paso es el acoplamiento de IRS-1 fosforilado en tirosina a la
subunidad p85 de la PI3 quinasa p85. Este paso es fundamental para la
activacion de la PI3 quinasa (Pons et al., 1995), como se puede comprobar en la
figura 10 en presencia de glutamato esta interaccion esta inhibida de manera
significativa (p<0.005). En este punto comenzamos a hablar de inhibicion del
glutamato a nivel de IRS-I, pero no de IRS-2, por que los niveles de esta molécula
en nuestros cultivos es muy baja y aunque no se muestra no presentan

modulacién en su fosforilacién por parte del glutamato.
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6. EL GLUTAMATO INHIBE LA SENALIZACION DEL IGF-I A TRAVES DE LA
ACTIVACION DE LA PROTEINA QUINASA A 'Y LA PROTEINA QUINASA C:

La fosforialcién de IRS-I en residuos de serina impide que éste se pueda asociar al
receptor de IGF-I activado y se induce de esta manera resistencia celular al IGF-I
(Rui et al., 2001). La sefalizacion del glutamato a través de sus receptores
ionotrépicos y metabotropicos de membrana implica multitud de vias de
transduccion en las que se incluyen la activacion de diferentes serina quinasas
(Skaper et al., 2001).
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Figura 11: el glutamato inhibe la sefalizaciéon del IGF-l a través de una PKA y una PKC la
inhibicién de PKA o de PKC impide al glutamato ejercer sus efectos sobre la asociacion inducida
por IGF-I de asociacion entre el IRS-1 fosforilado en tirosina y la PI3 quinasa. Gel superior: blot
representativo de inmunoprecipitacion de Pl3quinasa que muestra como la inhibicién de PKA con
H89 o la inhibicion de PKC con bisindolylmaleimide (Bis) impide al glutamato ejercer sus efectos
inhibidores sobre la asociacion entre PI3 quinasa e IRS fosforilado en tirosina tras IGF-1 (p<0.005
vs glutamato+IGF-I para ambas drogas n=5). Los niveles de PI3 quinasa no se ven afectados por
los distintos tratamientos (gel inferior).
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Figura 12: el glutamato inhibe la sefalizaciéon del IGF-l a través de una PKA y una PKC. H89 y
bisindolylmaleimide abolen el efecto del glutamato en la activacién de Akt inducida por IGF-I. Gel
superior: blot representativo de fosfoAkt mostrando que con el H89 o la bisindolylmaleimide se
inactiva el efecto inhibidor del glutamato sobre la fosforilacion de Akt tras la aplicacion de IGF-|
(p<0.005; n=5). Los niveles de Akt total no se ven afectados por los distintos tratamientos (gel
inferior).

Para determinar que tipo de serina quinasa estaba implicada en la disociacion de
IRS-1 del receptor de IGF-I por glutamato utilizamos distintos tipos de inhibidores.
De todos los inhibidores utilizados comprobamos que solo el inhibidor de PKA, el
H89, y el inhibidor de PKC, la bisindolylmaleimida, eran capaces de bloquear la
inhibicion inducida por glutamato de la asociacion entre el IRS y la PI3 quinasa
(figura 11). El glutamato provoca una bajada significativa en la asociacién inducida
por IGF-I de pTyrIRS-1 y la subunidad p85: desde un aumento de méas del doble
de asociacién en el grupo IGF-1 con respecto al control hasta un incremento menor
al 50% en el grupo de glutamato + IGF-I (p<0.005). Al afadir H89 o
bisindolylmaleimide se suprime por completo el efecto inhibidor que ejerce el
glutamato sobre esta asociacion.

Como era de esperar, los efectos de los inhibidores de PKA y PKC sobre la

fosforilacion de Akt son muy parecidos a los obtenidos sobre la asociacion de PI3
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quinasa e IRS-I (figura 12). La fosforilacion de Akt inducida por IGF-I, se ve
reducida significativamente por el glutamato, pero tras la exposicion conjunta de
glutamato e IGF-I con H89 o bisindolylmaleimide los niveles de fosforilacion se
restauran llegando a los mismos niveles que el grupo que solo recibié IGF-I. Si
afladimos las dos drogas juntas, el efecto de inhibicion sobre la accion del
glutamato es el mismo, sugiriendo que estas serina proetina quinasas son

estimuladas de manera secuencial por el glutamato (ver mas adelante).
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Figuras 13:: la activacion de PKA o PKC imita el efecto del glutamato sobre la via de
supervivencia del IGF-l. Figura 13: La activacion de PKA con forskolin imita el efecto negativo del
glutamato en la sefializacién del IGF-1. El gel superior muestra como la estimulacién de PKA con
forskolin inhibe la estimulacién inducida por IGF-1 de la asociacién entre fosfo-IRS-1 y PI3 quinasa
(p<0.005 vs IGF-I solo), mientras que H89 inhibe el efecto de la forskolin (p<0.005 vs IGF-
I+forskolin). La cantidad total de PI3 quinasa total no se ve afectada por los distintos tratamientos
(gel inferior).
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Figura 14: Gel representativo de fosfo-tirosina inmunoprecipitado con PI3 quinasa que ilustra como
la estimulacién de PKC con TPA inhibe el incremento en los niveles de IRS-1 fosforilado en tirosina
asociado a la PI3 quinasa (p<0.005 vs IGF-l solo) y como el inhibidor de la PKC
bisindolylmaliemide es capaz de contrarrestar este efecto de TPA (p<0.005 vs IGF-
I+bisindolylmaleimide, n=4). Los niveles totales de PI3 quinasa no se ven afectados por los
diferentes tratamientos (gel inferior.

Para confirmar que la estimulacion de PKC y/o PKA estaban implicadas en los
efectos del glutamato en la sefializacion del IGF-I, afiadimos a los cultivos TPA
100nM), un agonista de PKCs de amplio espectro o Forskolin (10u M), un potente
estimulador de PKA, al mismo tiempo que el IGF-l. Como se puede comprobar en
las figuras 13 y 14, ambas drogas son capaces de imitar el efecto del glutamato
inhibiendo la asociacién del IRS-1 con la PI3 quinasa (p<0.005 vs IGF-I solo) De
cualquier forma, la bisindolymaleimide es capaz de inactivar por completo la
estimulacion de PKC inducida por TPA (carril de la derecha de la figura 14),
dejando al grupo que recibe esta droga al mismo nivel de estimulacién que el
grupo gue solo ha recibido IGF-I. El mismo efecto sobre la estimulacion de PKA
inducido por forskolin, ejerce el inhibidor H89 (banda de la derecha de la figura 13)
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devolviendo al grupo que recibe esta droga a los niveles de estimulacién,
(fosforilacién en tirosina) de IRS-1 que el grupo que solo habia recibido IGF-I.
Debido a que si afladiamos al mismo tiempo los dos inhibidores en el mismo grupo
de experimentacion no encontrabamos un aumento en la inhibiciéon de la accién
del glutamato dedujimos que ambas quinasas debian de estar convergiendo en la
misma ruta de sefializacion. En este punto debiamos comprobar si la estimulaciéon
de estas dos quinasas era simultdnea tras la estimulacién por glutamato, o por el
contrario era una activacion secuencial que implicaba en un primer paso la
activacion de una de ellas, y si la respuesta correcta era esta segunda hipotesis
cual de ellas estaba primero y cual era la que fosforilaba en serina al IRS-1y lo

descoplaba de la ruta de supervivencia del IGF-I.

P
Glutamato Glutamato

>’ N ®
. -

IRS | IRS |

Esquema 2: las figuras muestran las posibilidades de interaccion del glutamato a través de las
quinasas PKC y PKA. El esquema de la izquierda muestra la posibilidad de que la activacion de las
quinasas inactiven a IRS | fosforilandolo en dos puntos distintos, pero como la accién de los
agonistas de las dos quinasas juntos no son sinérgicos, esta posibilidad est4 descartada. El
esquema de la derecha muestra las dos posibles situaciones de las quinasa en la activacion
secuencial de cada una de ellas.
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Para ver el orden de estimulacion secuencial combinamos inhibidores y
estimuladores de PKC y PKA y examinamos como afectaban a la activacion por
parte del IGF-1 de IRS/PI3 quinasa.

H89 — FKA - F—— " Bisin

TPA —» PKC PKA <—  Forsk

Esquema 2: Esquema del experimento con las distintas combinaciones de estimuladores e
inhibidores. El esquema de la izquierda muestra la combinacién del inhibidor de PKC H89 con
TPA. El esquema de la derecha muestra la combinacién del inhibidor de PKA bisindolimaliymine y
el agonista de PKC forskolin.
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Figura 15: la activacion de PKA y PKC es secuencial: la activacion de PKC en presencia de
PKA inhibida imita los efectos inhibitorios del glutamato sobre la activaciéon de IRS/PI3 quinasa,
mientras que la activacién de PKA en presencia de PKC inhibida no lo imita. En el panel superior
se muestra un gel de inmunoprecipitacion de PI3 quinasa que muestra que la accién combinada de
TPA+HB89 reduce los niveles de asociacion de IRS fosforilada en tirosina con PI3 quinasa tras
tratamiento con IGF-I, mientras que bisindolylmaleimide+forskolin no afectan a la respuesta frente
a estimulacién por IGF-I. En la grafica se puede comprobar que esta reducccién en la asociacién
inducida por TPA+H89+IGF-| es estadisticamente significativa p<0.005, n=5.
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Cuando la PKC esta inhibida por bisindolymaleimide mientras que la PKA es
estimulada con forskolin, la estimulacion de fosfotirosina-IRS en asociacion a PI3
guinasa debida a IGF-I no se ve afectada (ver gel de figura 15 banda de la
derecha). Mientras que si, PKA es inhibido por H89, y al tiempo se aflade al medio
que contiene IGF-lI el activador de PKC TPA, se inhibe por completo la
fosforilacidn en tirosina del IRS-1 y su consiguiente asociacion a la subunidad p85
de la PI3 quinasa tras la estimulacion con IGF-I (ver banda del centro en blot de
figura N 15, p<0-005, siendo n=5). De esta manera se demuestra que PKA
necesita la actividad de la PKC intacta para bloquear la sefalizacion del IGF-I,
mientras que la activacion de la PKC imita el efecto del glutamato incluso en
ausencia de la activaciéon de PKA. En resumen la estimulacién de PKA precede a
la de PKC (en la inhibicion inducida por glutamato sobre la fosforilaciéon en tirosina
del IRS-1 tras la estimulacion de IGF-I).

Glutamato @—» 'PKA —» PKC — IRS |

Esquema 3. Representacidon de la activaciéon secuencial de las quinasas PKA y PKC tras la
estimulaciéon con glutamato, PKC fosforila en serina a IRS-I desacoplandolo de la ruta de
supervivencia inducida por IGF-I.

7. LA FOSFORILACION DEL IRS-1 INDUCIDA POR EL GLUTAMATO ES
PRODUCIDA POR PKCe:

Para determinar que isoforma de PKC estaba implicada en la accion inhibidora del
glutamato sobre la activacion del IRS-1 utilizamos inhibidores especificos de PKC.
En experimentos anteriores (figura 6) habiamos comprobado que el proceso de

inhibicién ejercido por el glutamato era independiente de calcio, ya que afiadiendo
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el quelante BAPTA-AM no se inhibia la accién del glutamato; por lo tanto, nuestra
investigacion se centré en la busqueda de isoformas de PKCs de las llamadas
noveles y las atipicas, ya que estos dos grupos no necesitan calcio para su
activacion. Descubrimos que Ro 32-0432, a la dosis de 100 nM, que es capaz de
inhibir selectivamente PKC epsilon (Birchall.et al., 1994), bloqueaba la accion
deleterea del glutamato sobre la sefalizacion del IGF-I. Como se puede
comprobar en la figura 16, la dosis de 100nM de Ro 32-0432 que inhibe al subtipo
epsilon de la PKC inhibe por completo su accién sobre fosfo-Akt, mientras que a
dosis menores que inhiben a los subtipos de PKC clasicas alfa y beta Il no inhiben

la accion del glutamato.

64KDa>| — — | PAKT
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Figura 16: la inhibicion de PKC épsilon inactiva el efecto inhibitorio del glutamato sobre la
senalizacion del IGF-l Ro 32-0432 (Ro) inhibe de manera dosis dependiente la defosforilacion de

Akt por el glutamato (p<0.005). Figura
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En la figura inferior (figura 17) se puede comprobar como la dosis de 100nM de Ro
32-0432 es capaz de abolir por completo la fosforilacion de PI3K-IRS-1 inducida
por el glutamato, devolviendo al grupo que ha recibido la droga a los mismos
niveles de fosforilacion en tirosina que el grupo que solo ha recibido IGF-I
(p<0.005y n =4).
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Figuras 17: la inhibicion de PKC épsilon inactiva el efecto inhibitorio del glutamato sobre la
sefalizacion del IGF-l. 17: la administracién conjunta de Ro 32-0432 (100nM) bloquea la
reduccién inducida por glutamato de la asociacion entre IRS-1 y PI3 quinasa inducida por IGF-I
(p<0.005 vs glutamato+IGF-1, n=4). Panel superior: gel representativo de IRS-I Inmunoprecipitado
con PI3 quinasa; el panel inferior muestra que los niveles de PI3 quinasa inmunoprecipitados no

sufren variacién con los distintos tratamientos.
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Tras estos experiementos, estudiamos la activacion de la PKC epsilon por

glutamato.
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Figura 18: El glutamato aumenta la activacion de la PKC épsilon. La fosforilacion en serina
debida a glutamato es abolida absolutamente por Ro 32-0432 100nM. La activacion de PKC
épsilon es significativamente distinta en el grupo glutamato 500uM (p<0-005, n=4) al resto de
grupos de experimentacion. En el gel inferior se muestran los niveles de PKC totales que no se
modifican con los distintos tratamientos.

La figura 18 muestra como el glutamato es capaz de estimular la fosforilacion en
serina 729 de la PKC epsilon a dosis excitotoxicas de 500 uM (p<0.005) en
comparacion con el control, pero no a 5uM que corresponde a una dosis no toxica
de glutamato. La fosforilacion de este residuo de serina de la PKC epsilon es
necesaria para la activacion de esta quinasa (Cenni et al., 2002). Esta fosforilacién
por 500uM glutamato es totalmenta abolida por 100 nM Ro 32-0432 (p<0.005
n=4). Como se habia comprobado en experimentos anteriores utilizando TPA y
forskolin, la activacion de PKC epsilon con 500uM de glutamato requiere actividad

PKA ya que si afiadimos al medio H89 se inhibe la fosforilacion de la serina 729 de
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la PKC epsilon tras estimulacion con glutamato (figura 18, segundo carril desde la
izquierda).

Estd documentado que la fosfirilacion de IRS-1 en el residuo Serina 307 interfiere
en la union de esta molécula al receptor de IGF-1 (Aguirre et al., 2002). Por lo
tanto, analizamos a continuacién si este residuo de serina era fosforilado por

glutamato de forma dependiente de PKC épsilon.
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Figuras 19y 20: El glutamato induce fosforilacion en serina de IRS-1 a través de PKC. Figura
19: glutamato 500uM estimula la fosforilacién de IRS-1 en la serina %', esta fosforilacién es dosis
dependiente. Los niveles de IRS-1 total no se modifican. Figura 20: La fosforilacién en serina '
por altas dosis de glutamato es inhibida por la dosis de Ro 320432 que interfiere con la PKC
épsilon (100 nM). De manera parecida, la inhibicion de PKA inhibe el efecto de 500uM de
glutamato. Los niveles totales de IRS-1 no estan alterados. El histagrama muestra como en un total
de 3 experimentos el grupo glutamato 500uM es significativamente distinto p<0.005 a los grupos
que reciben junto a esa dosis de glutamato los inhibidores de PKA h89 y el de PKC.
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Para ello utilizamos un anticuerpo fosfo-especifico para este residuo concreto de
IRS-1, y como se puede comprobar en la figura 19, el glutamato fosforila la serina
307 del IRS-1 de manera dosis dependiente. El efecto del glutamato depende de
la activacion de la PKC epsilon, ya que si afiadimos al mismo tiempo que el
glutamato el inhibidor Ro 32-0432 el efecto de fosforilacion de este residuo en el
IRS-1 desaparece (figura 20). Ademas, la inhibicion de la PKA mediante H89
también impide la fosforilacion inducida por glutamato de IRS-1(figura 20), lo que
confirma la relacion de PKA con este efecto.

8. LA ACTIVACION DE PKC POR GLUTAMATO INTERVIENE EN LA MUERTE
NEURONAL EXCITOTOXICA:

A continuacién, determinamos la importancia que tiene la estimulacion de PKC
epsilon por glutamato en los efectos neurotoxicos de este aminoacido. Cultivos de
neuronas granulares de cerebelo fueron sometidos a dosis excitotoxicas de
glutamato tres dias después se analiza supervivencia (figura 21). Los grupos de
neuronas que recibieron junto al glutamato el inhibidor de PKC épsilon Ro 32-0432

manifiestan un bloqueo de la accion del glutamato (p<0.005).
120 -

100 - T

80 - * [J control
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Figuras 21: la inhibicién de PKC épsilon impide la excitotoxicidad en cultivos sometidos a
tratamientos con glutamato. Figura 21: Cultivos de neuronas granulares de cerebelo sometidos
a tratamientos con glutamato (500uM) y Ro 320432 de 30 minutos y analizados tres dias después.
Muestran una inhibicién de la muerte p<0.005 si al mismo tiempo que se le afiade glutamato se
afiade Ro 32-0432 100nM (n=4).
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Figura 22: el glutamato interfiere con la sefalizacion del IGF-l neuronas. Diagrama resumen.
Las dosis excitotoxicas de glutamato implican tanto a receptores ionotrépicos como a receptores
metabotropicos de glutamato teniendo como resultado la activacion primero de una PKA seguida
de PKC épsilon. En este punto, PKC épsilon debe sefializar a través de dos rutas paralelas: 1)
fosforilando IRS-1 en serina **’ unida a la disociacién del IRS-1 del receptor activado (Aguire et al.;
2002). Esto se traduciria en resistencia en la sefializacién de IGF-I, por que si IRS-1 no es
fosforilado en tirosina por el IGF-I la subunidad reguladora del PI- quinasa p85 no se asocia a IRS-
1. Como resultado la subunidad catalitica de PI3 quinasa (p100) no puede sefializar mas abajo en
la via, por lo que no se activa Akt y se interrumpe asi la cascada de supervivencia inducida por
IGF-1. 2) incrementa el flujo intracelular de calcio (Ca2+) gue resulta en la activacion de vias de
muerte celular. Una ruta mas tardia podria consistir en la activacion de otras rutas de muerte que
incluyeran la activacion de otras isoformas de PKCs. Ademas, la via de inhibicién a través de PKC
épsilon podria a su vez ser utilizada por TNF-a para fosforilar en serina a IRS (Kellerer et al.,
1997). De cualquier manera, otras quinasas han sido implicadas en las acciones inhibitorias de
TNF-a sobre el IRS.

77



RESULTADOS

9. EL GLUTAMATO REDUCE LA FOSFORILACION DE AKT INDUCIDA POR IGF-I IN
VIVO:

Para comprobar si la activacién de PKC tenia importancia fisiolégica en el papel
excitotéxico del glutamato sobre el cerebro; nuestro siguiente paso fue primero
comprobar si el glutamato era capaz de interferir la sefial de fosforilacion de Akt
por IGF-1 in vivo. Administramos intracerebroventricularmente (icv) las diferentes
sustancias a testar. La figura nUmero 23 muestra ademas de los resultados del

experimento un esquema descriptivo del protocolo de inyeccion.
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- glutamato e IGF-I - IGF-I

v: @2 - : -
st =
...............................> Sobre:

O |GF-I+glutamato

[
o

1 hora
pAkt
64 KDa>| | pAkt
64 KDa 4--|
250 |

g 200 | *
g T
.-*é
© 150 |
8 0 control
g [ 0 IGF-I
S
)
o
Q
[a)]
X

Figura 23: El glutamato inhibe la fosforilacion de Akt inducida por IGF-I in vivo. La inyeccion
aguda intracerebroventricular de IGF-I (100 uM) aumenta el nivel de fosforilacion de Akt en
hipocampo, la administracién de 10 mM de glutamato + 15mM de PDCA reduce significativamente
(p<0.005) la fosforilacibn de Akt tras IGF-I (n=5). El histograma muestra los niveles de Akt
fosforilado tras su correccion con los niveles de Akt.
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Los animales que recibieron IGF-I experimentan un aumento en los niveles de
fosforilacién de Akt en hipocampo. El grupo que recibié el IGF-I con glutamato y
PCDA (un antirecaptador de glutamato para mantener la concentraciones externas
de glutamato altas) disminuy6 la fosforilacion de Akt inducida por el IGF-I
(p<0.005).

Parecia por tanto que el glutamato interferia en la ruta del IGF-I también en
animales vivos. El siguiente paso era averiguar si se replicaban los datos
obtenidos in vitro y las drogas inhibidoras de la PKA y la PKC eran capaces de

bloquear los efectos del glutamato.

10. LA INHIBICION POR GLUTAMATO DE AKT IN VIVO ES DEPENDIENTE DE PKC Y
PKA:

Al igual que los resultados obtenidos in vitro con cultivos, la administracion de los
inhibidores H89 (inhibidor de PKA) o bisindolymaleimide (inhibidor de PKC)

protege a Akt de la desfosforilacion por glutamato.

i f

,Q ) - Inyeccién i.c.v de 45% Inyeccion i.c.v de
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Figura 24: la administracion icv de inhibidores de PKA y PKC inhibe la acciéon del glutamato
sobre Aktcuando anadimos IGF-l. La inyeccién aguda icv de glutamato (10mM) + PDCA (15
mM)+ IGF-I (100uM) disminuye la fosforilacién de Akt en homogeneizados de hipocampo. Esta
disminucién se ve reducida por la inyeccion icv previa del inhibidor de PKA H89 o por el inhibidor
de PKC bisindolylmaleimide.

En la figura nimero 24 podemos comprobar tanto en la grafica como en el blot de
referencia que los grupos experimentales que recibieron alguna de estas dos
drogas inhibidoras son capaces de restaurar los niveles de fosforilacion de Akt
casi a la misma intensidad que el grupo que solo habia recibido el factor tréfico, a
diferencia de el grupo que al mismo tiempo habia recibido glutamato y su
antirecaptador.

El mismo protocolo de preincubacion con drogas inhibidoras fue también utilizado
en el siguiente experimento descrito en la figura niamero 25, en el que se tratd de
comprobar la efectividad in vivo de la droga inhibidora selectiva de los subtipos de
PKC alfa, beta Il y épsilon, Ro 32-0432.
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Figura 28: la reduccion en la fosforilacion de Akt inducida por IGF-l tras la administracion
icv de glutamato es inhibida por Ro 32-0432. La reduccién en la foforilacién de Akt en cerebro
inducida por glutamato tras la administracion de IGF-I es inhibida por la administracion de Ro 32-
0432 (100 uM). Histograma: cuantificacién de fosfo-Akt normalizada con niveles de calbindina
(marcador neuronal que no se maodifica por los distintos tratamientos) indica la desaparicion de los
efectos del glutamato tras la incubacién con Ro 32-0432 p<0.005, n=5.

Los resultados son muy llamativos, ya que la administraciébn con esta droga
protege (p<0.005) a Akt de la defosforilacion provocada por la inyeccion icv de
IGF-I + glutamato. Este resultado nos planteaba la posible utilizacion de un

inhibidor de PKC en algin modelo in vivo de dafio excitotoxico.
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11. REDUCCION DEL VOLUMEN DE INFARTO ISQUEMICO EN ANIMALES
TRATADOS CON EL INHIBIDOR DE PKC RO 32-0432:

El dafio excitotoxico parece estar implicado en el proceso isquémico (Beal, 1992),
y en muchos tipos de enfermedades neurodegenerativas agudas, asi como en
muchas de las enfermedades neurodegenerativas cronicas.

La obstruccién aguda de una de las mayores arterias cerebrales como la arteria
cerebral media (ACM), produce una reduccién inmediata del flujo cerebral en el
area de irrigacion correspondiente y es la que presenta mayor similitud con los
infartos focales en el humano (Who, 1989).

Como muestra las imagenes de la figura 28 la serie de animales que recibieron la

Efecto de:
Ro 32-0432

> $ Sobre:
3dias 2 horas ‘? Isquemia

Colocacion ISQUEMIA Colocacion de » \ .
de canulas bombasde 7 dias e - Esterologia
con Ro 32-0432 7
..................................................................................................... L 2

9dias
droga tras sufrir la oclusion de la arteria cerebral media experimentaron una
reduccion significativa en el volumen del infarto isquémico (figura N 29, grupo Ro
32-0432) en comparacion con los animales a los que solo se les administrd
solucion salina tras sufrir el infarto cerebral (figura N 29, grupo bomba salino
p<0.005). Tanto el grupo Ro 32-0432 como el grupo salino recibieron su
tratamiento mediante la colocacibn de una bomba de liberaciébn controlada
intracerebroventriculas conectada justo después de sufrir la oclusion de la ACM,

imitando un posible uso terapedtico tras dafio isquémico.
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Figuras 29 y 30. Ro 320432 protege de los efectos provocados por oclusion de la arteria
cerebral media. Figura 29: esta figura muestra dos series de cortes frontales de animales
sometidos a la oclusion de la arteria cerebral media. En la serie superior se muestran cortes de un
animal que tras la isquemia recibié un tratmiento de 7 dias con el inhibidor de PKC épsilon Ro 32-
0432. La serie inferior muestra cortes de un animal que tras sufrir la isquemia recibié solucion
salina durante 7 dias. Notese que el volumen de infarto del animal que recibié el inhibidor es
significativamente inferior al del animal que solo recibié solucién salina (las ratas control muestran
una lesion telenfalica extensa en el lado izquierdo; comparar con el lado contralateral intacto)
Figura 30: en esta figura se describe el protocolo seguido antes, durante y después de la oclusién
de la arteria cerebral media; y como la administracién crénica de Ro 32-0432 (100mM)
inmediatamente después de la isquemia reduce drasticamente el volumen de infarto (~ 50%)
determinado 7 dias tras el dafio isquémico. La diferencia respecto al grupo de animales tratados
con suero salino tras la isquemia es estadisticamente diferente con una p<0.005, siendo 5 el
namero minimo de ratas por grupo.

83



RESULTADOS

grupo con bomba R032-0432

grupo con bomba salino




DISCUSION

El IGF-1 es capaz de promover supervivencia neuronal, en esta capacidad
esta implicada una de las rutas de sefalizacibn mas estudiadas de este factor
trofico, la via de la PI3 quinasa/Akt (Dudek et al., 1997). Durante el desarrollo de
esta tesis doctoral hemos comprobado como las dosis excitotoxicas de glutamato
interfieren con esta via. Nuestro resultados, junto a observaciones recientes en las
gue se demuestra la pérdida de sensibilidad a la insulina y/o IGF-I en diferentes
tipos de condiciones neurodegenerativas (Ostlund et al., 2001; Peretz et al., 2001,
Venters et al., 1999), dan una nueva perspectiva en la que sefiales citotdxicas
pueden operar interfiriendo con rutas neurotroficas. En esta nueva interpretacion,
el exceso de glutamato seria también neurotoxico por ser capaz de atenuar la
sefial trofica del IGF-I. En principio, esta hipotesis pareceria contradictoria con
otros estudios que otorgan un papel fundamental al calcio intracelular en la
excitotoxicidad del glutamato (Sattler et al., 2000), pero no lo es, ya que se podria
considerar esta pérdida de sensibilidad al IGF-I como una ruta paralela implicada
en la muerte neuronal por glutamato.

Los cultivos de neuronas granulares de cerebelo proporcionan un modelo muy util
para estudiar la toxicidad del glutamato. El glutamato reduce su supervivencia en
més de un 50%. El IGF-1 afiadido junto al glutamato es incapaz de revertir por
completo la muerte que éste Ultimo provoca en las neuronas granulares,
sugiriéndonos que el glutamato interfiere o bloquea la ruta de supervivencia
inducida por el IGF-I.

El IGF-I activa a la serina/treonina quinasa B (PKB o Akt) a través de la activacion
de la PI3 quinasa, y esta activacion es necesaria y suficiente para la supervivencia

de neuronas cerebelares (Dudek et al., 1997). Nuestros resultados demuestran
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que el glutamato y el IGF-I modulan de forma opuesta el estado de fosforilacion
de Akt. La activacion por fosforilacion de Akt/PKB juega un papel fundamental en
la prevencion de la muerte celular por apoptosis, ya que fosforila e inactiva
muchas proteinas implicadas en apoptosis (Vincent et al., 2002). En el caso del
glutamato, se produce una pérdida de la fosforilacion y actividad de Akt que se
traduce en una inhibicién de su capacidad antiapoptética; en este punto habia que
formularse la pregunta de si ¢ el glutamato modifica el nivel de fosforilacion de Akt
de manera directa o si por el contrario esa disminucion es consecuencia de la
modulacién previa sobre una o varias moléculas de la ruta?

Para orientarnos en la busqueda de respuesta a estas preguntas descubrimos en
estudios previos por ejemplo, que la activacion de Akt inducida por litio es inhibida
por glutamato, sugiriéndose que la molécula capaz de reducir esta fosforilacién
inducida por glutamato es la fosfotasa 2A (Chalecka-Franaszek et al., 1999). Esta
observacion nos llevd a utilizar inhibidores de fosfatasas para comprobar si
mediaban la disminucién de la fosforilacion de Akt tras glutamato en nuestro
modelo, ya que parecia que la inhibicion en el grado de fosforilacion de Akt
inducido por glutamato no era una accion directa, pero la adicion de inhibidores de
proteina fosfatasas como el 4cido okadaico o la tautomicina no tenia ningun efecto
sobre el grado de inhibicién del glutamato sobre Akt; asi como la adicion de
drogas implicadas en el metabolismo del calcio como el quelante BAPTA-AM, tan
relacionadas con excitotoxicidad por glutamato, no tenia ningun efecto sobre el

grado de fosforilacion de Akt.
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1. VIAS DE INTERACCION ENTRE EL GLUTAMATO Y EL IGF-I:

El IGF-1y la insulina ejercen sus efectos uniéndose a su receptor especifico en la
superficie celular (Myers et al., 1993). Tras la union de la insulina o el IGF-1 a la
subunidad extracelular o de su receptor, la tirosina-proteina-quinasa de la
subunidad intracelular (B) del receptor se activa. Esta activacion se traduce en una
autofosforilacion de la subunidad B en tirosina. La actividad tirosina-quinasa del
receptor, fosforilando sustratos intracelulares es crucial para que el IGF-1 y la
insulina puedan ejercer su accion, su abolicibn mediante anticuerpos o mutantes
especificos destruye por completo la sefializacion de la insulina o el IGF-I (Myers
et al., 1993). Por ello, en una primera aproximacion estudiamos si el grado de
fosforilacion en tirosina del receptor de IGF-I se veia disminuido por el tratamiento
con glutamato, y comprobamos que no se modificaba,

lo que nos indicaba que la interaccion entre el glutamato y la supervivencia
inducida por IGF-1 no se producia en este nivel.

En un siguiente paso comprobamos si la fosforilacion de IRS-I se veia afectada
por el tratamiento con glutamato, y a diferencia del receptor de IGF-I, la
fosforilaciéon en tirosina del IRS-I1 se veia significativamente diminuida cuando
administramos al mismo tiempo IGF-I y glutamato. El IRS-I posee gran cantidad de
sitios de fosforilacion en serinal/treonina, la fosforilacion en estos residuos puede
ser uno de los mecanismos por

los que el factor de necrosis tumoral (TNF) provoca resistencia a insulina
(Feinstein et al., 1993; Hotamisligil et al., 1996: Kanety et al., 1995; Paz et al.,
1997; Rui et al., 2001). También se ha comprobado que la estimulacion en células

de PKC provoca la fosforilacion en serina/treonina de IRS-I, inhibiendo su
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capacidad de fosforilacion en tirosina (Sun et al., 1991; Chin et al., 1994). Otro
estudio demuestra que la quinasa c-jun NH, (JNK) es capaz de activarse por
diversos estimulos inflamatorios, formando complejos estables con IRS-I, para ello
fosforila su serina®®’, impidiendo que la insulina lo pueda fosforilar en tirosina.
También, la sustitucion de la serina®®’ por una alanina evita que la insulina pueda
fosforilar al IRS-1 en sus residuos de tirosina en neuronas en cultivo (Aguirre et al.,
2000). Por tanto, la fosforilacion en residuos tirosina de IRS-1 es necesaria para la
sefalizacion del IGF-1 ya que crea un complejo de sefializacion activo por unién de
varias proteinas, incluyendo a las dos sudunidades de regulacion de la PI3
quinasa (p85a. p85p), esta unidn es necesaria para que se pueda activar la PI3
quinasa y se puedan asi producir los efectos pro-supervivencia de esta via de
sefalizacion (Myer et al., 1996).

Parece, por tanto que la fosforilacion en residuos especificos del IRS-I es un
mecanismo importante de regulacion, ya que otorga gran especificidad en multitud
de niveles incluyendo la interaccién entre serina quinasas especificas e IRS-I,
regulacion de la actividad de quinasas asociadas, y la seleccion de residuos
especificos de fosforilacién.

De todas formas, es dificil demostrar que la fosforilacion en serina de IRS-I es
diferente segun las condiciones fisiologicas, ya que IRS-I tiene cerca de 100
residuos potencialmente fosforilables en serina que complican mucho los analisis
bioquimicos (Rui et al., 2001). Nuestros resultados muestran que el glutamato es
capaz de disminuir la fosforilacion de IRS-I en tirosina disminuyendo la capacidad
de IRS-I de asociarse a la subunidad p 85, la subunidad reguladora de la PI3

quinasa. Esta fosforilacion especifica no es dependiente de JNK, ya que esta
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quinasa no modifica sus niveles de fosforilacion en presencia de glutamato.

2. LAS PROTEINAS QUINASAS PKA Y PKC ESTAN IMPLICADAS EN LA
FOSFORILACION EN SERINA DEL IRS-I:

Las proteinas IRS como se ha mencionado anteriormente poseen mas de 100
sitios potenciales de fosforilacidn en serina y treonina para quinasas como PKAs
(quinasas dependientes de cAMP), PKC y MAP quinasa (Mothe et al., 1996). La
disminucién en la fosforilacion en tirosina de IRS-Il, o el aumento de la
fosforilacion en serina, parecia depender de las proteina quinasas PKA y PKC, ya
que los inhibidores especificos de estos dos subtipos de treonina serina quinasas,
el H89 y la bisindlolymaleimide eran capaces de restaurar el nivel de fosforilacién
en tirosina del IRS-I tras la estimulacion con IGF-l1 y glutamato; también si
avanzabamos a lo largo de la via de la PI3 quinasa podiamos comprobar que al
afadir estos inhibidores junto al glutamato y el IGF-I los niveles de fosforilacion de
AKT volvian a los niveles normales de fosforilacion por IGF-I.

Tras los resultados obtenidos con los inhibidores de PKA y PKC, nuestra
investigacion se centré en estas dos proteina quinasas.

En un segundo tipo de experimentos empleamos agonistas de PKA y PKC. El
tratamiento con forskolin o con TPA imita el efecto del glutamato sobre la
sefalizacion del IGF-1, disminuyendo la fosforilacion en tirosina de IRS-I, e
incapacitando la union de esta molécula con la subunidad p85 de la PI3 quinasa,
que se traduce en una disminucién en el grado de activacion de Akt.

Otro punto a tener en cuenta fue que la incubacién conjunta de los dos inhibidores
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o de los dos agonistas de PKA y PKC no aumentaban sus efectos, o que nos
sugirié que estas moléculas no competian por la fosforilacion en serina del IRS-I,
sino que por el contrario estaban dispuestas de manera secuencial en la via que el
glutamato activaba produciendo resistencia al IGF-l. La comprobacion del orden
de colocacion secuencial de estas quinasas en la fosforilacion de IRS-1 fue

sencilla combinando los inhibidores y los agonistas.

| IGF-| i
i y U
Heog ——] PKA L — " Bisindol !
: - N :
| TPA —p PKC PKA <4 Forsk !

_______________________________________________________________________

Esquema 1 de la discusion.

El esquema 1 resume de manera grafica un experimento en el que se combinaron
activadores e inhibidores de la PKA y la PKC. Cuando la PKC esta inhibida por
bisindolymaleimide y al mismo tiempo PKA es estimulada con forskolin, la
fosforilacion en tirosina de IRS-I y su la asociacion a P13 quinasa inducida a IGF-I

no se ve afectada, Mientras que si PKA es inhibida por H89, y al tiempo se afiade
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al medio que contiene IGF-I el activador de PKC TPA, se inhibe por completo la
fosforilaciéon en tirosina del IRS-1 impidiendo asi su asociacion a la subunidad p85
de la PI3 quinasa.

Se comprueba con este experimento que en primer lugar se activa PKA y en
segundo lugar algun subtipo de PKC que podria ser el encargado de fosforilar a

IRS-I en uno o varios residuos de serina.

3. LA PKC EPSILON FOSFORILA A IRS-l TRAS LA ACTIVACION POR
GLUTAMATO:

La PKC implicada en la fosforilacion en serina de IRS-1 debia ser independiente
de calcio, ya que el quelante de calcio BAPTA-AM no parecia tener ningun efecto
sobre su actividad, eso situaria a esta PKC dentro de 2 posibles subtipos, las
noveles (independientes de calcio, pero dependientes de diacilglicerol) y las
atipicas (independientas de calcio e independientes de diacelglicerol). Por otro
lado como ya hemos descrito anteriomente la PKC implicada en esta fosforilacion
es dependiente de ésteres de forbol, por lo que las posibles camdidatas se
reducen al grupo de la PKC noveles.

Nuestros resultados con el inhibidor de PKC Ro 32-0432 muestran como esta
droga es capaz de devolver al IRS-1 a su nivel de fosforilacién en tirosina tras el
tratamiento conjunto con IGF-1 y glutamato a los niveles propios de un tratamiento
exclusivo con IGF-I, ya que es capaz de inhibir por completo el efecto de negativo
que el glutamato ejerce sobre la fosforilacion en residuos de tirosina. Esta

inhibicion que Ro 32-0432 ejerce sobre el glutamato es dosis dependiente, siendo
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ineficaz a las dosis que inhibe a los subtipos de PKC a y BlI (subtipos clasicos), y
siendo totalmente efectiva a la dosis de 100nM capaz de inhibir al subtipo de PKC
novel g, que es independiente de calcio y dependiente de ésteres de forbol.
Nuestros resultados muestran que el glutamato induce resistencia a IGF-I a través
de la activacion de PKA que a su vez activa PKC épsilon. Esta Ultima se
encargaria de fosforilar en uno o varios residuos de serina al IRS-1desacoplandolo
asi del receptor de IGF-I, esta propuesta es totalmente novedosa. Existian
evidencias previas de que las proteinas de union multifuncionales IRSs inducian a
resistencia a IGF-1 y a la insulina (Paz et al., 1997). Por ejemplo, no solo PKC alfa
o épsilon (Kellerer et al., 1997; Ozes et al., 2001; Rosenzweig et al., 2002), sino
también MAP quinasa (Rui et al., 2001) o PI3 quinasa (Ozes et al., 2001) median
en la desensibilizacién de los receptores de insulina e IGF-I inducida por TNF-alfa.
Otro ejemplo parecido del que ya se ha hablado en esta discusion, ocurre con
PKC zeta (Liu et al., 2001) y PI3 quinasa (Ozes et al., 2001) que ha sido implicada
en la autoregulacién negativa de IGF-I e insulina. Otros resultados muestran que
la estimulacion de PKC inhibe la fosforilacion de Akt debido a la fosforilacion en
serina del IRS-I. (Motley et al., 2001; Zheng et al., 2000). Todas estas
observaciones parecen estar de acuerdo con nuestros datos, sugiriendo que el
glutamato necesita la activacion de la PKC épsilon como un efector final para la
inactivacion de IRS-I por fosforilacion en serina.

Se han descrito varios inhibidores de PKCs capaces de bloquear la accién
excitotoxica del glutamato (Favaron et al., 1990; Wagey et al., 2001). La diferencia
fundamental entre estos estudios previos y el nuestro, es que, las rutas que se

desencadenaban tras la activacion de PKC se creia que necesitaban calcio e
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implicaban al receptor de NMDA, mientras nosotros aportamos una evidencia
directa de que PKC inhibe la sefializacion del IGF-I sin una necesaria activacion
por calcio, ya que comprobamos en una siguiente fase del estudio que el
glutamato activa a la PKC épsilon fosforilado y también que el inhibidor de este
subtipo de PKC, Ro 32-0432 es capaz de abolir no solo la activacion de la PKC
épsilon sino el efecto excitotdoxico del glutamato implicando de una manera directa
a esta proteina quinasa en los efectos excitotoxicos del glutamato. La PKC épsilon
por tanto, una vez activada por dosis excitotoxicas de glutamato fosforila en
serina al IRS-I desacoplandolo de la ruta del IGF-I e impidiendo que esta avance y
pueda ejercer su efecto promoviendo supervivencia. La fosforilacion en serina del
IRS-1 parece que se produce en su residuo 307 ya que con un anticuerpo fosfo-
especifico contra este residuo parece que se activa con glutamato y esta
fosforilacion es inhibida por Ro 32-0432 de manera dosis dependiente,
coincidiendo con la dosis que inhibe al subtipo PKC épsilon. La fosforilacion de
PKC épsilon en la serina 729 (imprescindible para su activacion) depende, en
nuestro modelo, tanto de glutamato como de PKA. La inhibicién de esta proteina
quinasa disminuye de manera drastica el grado de activacion de PKC épsilon lo
que nos demostraria que el glutamato ejerce su efecto sobre la via de
supervivencia del IGF-1 activando una PKA que a su vez activa a PKC épsilon que
fosforila en serina al IRS-1 desacoplandolo de esta via antiapoptotica.

Tanto la estimulacion de PKA (Beaver et al.,2001) como la de PKC (Calabresi et
al., 2001; Pastorino et al., 2000; Schinkmann et al., 2000.) han sido descritas como
pasos posteriores a la activacion del receptor de glutamato. La activacion

simultanea de PKA y PKC ha sido también descrita recientemente en respuesta a
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glutamato (Brandroswski et al., 2001; Huang et al., 1999). De cualquier forma, las
rutas especificas ligadas al receptor de glutamato que activan PKA/PKC todavia
necesitan ser estudiadas, aunque existan evidencias muy importantes que otorgan
al subtipo de receptores glutamato metabotrépicos un papel previo en esta
estimulacién (Beaver et al., 2001; Schinkmann et al., 2000; Brandrowski et al.,
2001). Debido a las altas dosis de glutamato utilizadas en nuestro estudio, que son
capaces de interaccionar con ambos subtipos de receptores de glutamato,
ionotrépicos y metabotropico, es complicado determinar que subtipo de receptor
esta implicado en estos efectos deleterios del glutamato (Sattler et al., 2001). De
todas formas, existen estudios que muestran como los receptores de glutamato
metabotropicos son capaces de activar a la PKC épsilon (Pastorino et al., 2000).
Esto podria sugerir que la resistencia al IGF-I inducida por el glutamato se podria
producir a través de la activacion de estos receptores.

Un dato importante, puesto de relieve con estos resultados es como la atenuacién
de la ruta de supervivencia inducida por IGF-I no implicaria a las rutas pro-
apoptoticas implicadas en la excitotoxicidad del glutamato (Sattler et al., 2001).
Para ser mas exactos, la inhibicion de la actividad de Akt es el ejemplo prototipico
de bloqueo de la sefalizacion antiapoptética del IGF-I, suficiente para
desencadenar la muerte neuronal (Dudek et al., 1997). De todas formas, la
homeostasis implicada en la supervivencia neuronal debe incluir la activacion de
Akt y posiblemente otras rutas pro-supervivencia. Bajo condiciones patoldgicas,
como altas concentraciones de glutamato, la inhibicion de estas rutas pro-
supervivencia que estan intimamente ligadas a rutas de muerte (Datta et al., 1997)

haria que la balanza se inclinara a favor del proceso de muerte. Como se muestra
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en el esquema 2 de esta discusion, este proceso de muerte podria muy bien
coexistir con el proceso muy reconocido de aumento de calcio intracelular inducido
por glutamato, ya que

PKC épsilon es capaz de estimular los niveles de calcio intracelular (Fahrmann et
al., 2002; Saiton et al., 2001) y la actividad de PKC es necesaria para la activaciéon
por parte de los receptores de NMDA de la NO sintasa (Marin et al., 1992), un
conocido efector de la neurotoxicidad del calcio tras glutamato (Sattler et al.,
2000). Una muerte celular alternativa en excitotoxicidad dependiente de NMDA
podria predominar en tipos especificos de dafio excitotoxico. Ademas, lo que
sugerimos en este trabajo es que la activacion de PKC épsilon por glutamato es
una bifurcacién hacia la excitotoxicidad del calcio (esquema 2 de la discusion) y
sefalizacion pro-apoptotica interfiiendo con la sefalizacion que induce
supervivencia. Nuestra propuesta esta de acuerdo con descubrimientos anteriores
que seflalan que las PKCs son necesarias en los cambios intracelulares
homeostéasicos de calcio inducidos por glutamato y muerte neuronal (Favaron et
al., 1990) y muestran como la inhibicion de PKC épsilon es suficiente para inhibir

la muerte neuronal inducida por glutamato.
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Esquema 2 de la discusion. El receptor de glutamato a través de la activacion

secuencial

de PKA y PKC épsilon fosforila en la serina 307 al IRS-1

desacoplandolo de la ruta de sefializacion y supervivencia de IGF-I, produciendo

el fendbmeno conocido como resistencia a IGF-I.
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4. SIGNIFICADO PATOLOGICO DE LA INHIBICION DE IGF-l POR
GLUTAMATO:

En un primer experimento in vivo, se demostré que el glutamato es capaz de
reducir significativamente la fosforilacion de Akt inducida por IGF-I, lo que sugiere
gue el glutamato anula la capacidad neuroprotectora del IGF-I. En una segunda
aproximacion, se comprob6é que los inhibidores de PKA H89 y de PKC
bisindolymaleimide eran capaces de revertir esta defosforilacion, lo que implica a
estas proteina quinasas en este proceso excitotoxico también in vivo. Un tercer
paso sirvid para demostrar que la inyeccion intracarebroventricular del inhibidor
especifico de PKC Ro 32-0432 seguida de una de glutamato blogueaba la accién
deleterea de este ultimo. Produciéndose asi, en presencia de Ro 32-0432 la
accion neuroprotectora del IGF-1 aun cuando existan concentraciones altas de
glutamato, ya que los niveles de Akt fosforilado vuelven a ser iguales al de los

animales que solo recibieron como tratamiento de IGF-I.

Las lesiones isquémicas se piensa que estan formadas al menos en parte por
muerte neuronal debida a excitotoxicidad por glutamato (Benveniste., 1991). La
obstrucciéon aguda de una de las mayores arterias cerebrales como la arteria
cerebral media (ACM) produce una reduccion inmediata del flujo cerebral en el
area de irrigacion correspondiente a la isquemia (isquemia focal). Las técnicas de
isquemia en las que se logra una isquemia del territorio de la arteria cerebral
media son las que presentan mayor similitud con los infartos focales en el

humano, en los cuales la obstruccion de la arteria cerebral media se observa
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hasta en el 80% de todas las lesiones vasculares cerebrales, por eso utilizamos en
el estudio este modelo de lesion (Longa et al., 1989; Nagasawa et al., 1989).
Nuestros resultados muestran una reduccién en un 50% del area de infarto
isquémico en los animales tratados con el inhibidor Ro 32-0432. Este resultado es
parecido a los obtenidos con la administracién de IGF-I1 dos horas después de
producirse el dafio isquémico en los que se reduce significativamente las secuelas
producidas por el mismo (Johnston er al., 1996).

Si tomamos como referencia los datos que hemos obtenido con los experimentos
in vitro se podria decir que la inhibicion PKC épsilon disminuye el efecto negativo
que el glutamato ejerce cuando es administrado en dosis excitotoxicas sobre la
supervivencia de neuronas de cerebelo. Es posible que este mecanismo se de
también en animales sometidos a isquemias, y las rutas de supervivencia de no
solo el IGF-I, sino de otros factores tréficos que en procesos como la isquemia
serian capaces de reducir los efectos nocivos que produce la falta de flujo
sanguineo en la zona infartada.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la activacion de PKC mediada por
glutamato unida a la pérdida de sensibilidad del IGF-I es un mecanismo
patogénico en el dafio isquémico, ya que su inhibicion produce una reduccién en
el tamafo del infarto isquémico.

Nuestros resultados hacen pensar que algun inhibidor especifico de PKC épsilon
podria actuar como terapia coayuvante en el tratamiento con farmacos anti-
isquémicos, anti-epilépticos y neuroprotectores en general, ya que facilitan su
accion al frenar el efecto patogénico antineuroprotector, permitiendo asi que los

factores troficos como el IGF-I ejerzan su funcién neuroprotectora y trofica.
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Como resumen, afiadir que nuestros resultados proponen que la pérdida de
sensibilidad que el glutamato produce sobre las acciones del IGF-I en neuronas
€S un mecanismo patogénico comun por lo menos en los procesos
neurodegenerativos ligados a la excitotoxicidad tales como inflamacion,
encefalopatias relacionadas con el consumo de alcohol y puede que incluso en
enfermedades neurodegenerativas hereditarias. Los niveles elevados de IGF-1 en
las lesiones cerebrales puede que reflejen procesos de compensacion local, asi
como las altas o bajas concentraciones de IGF-I en suero que se observan en
diferentes enfermedades neurodegenerativas (Busiguina et al., 1997; Schwab et
al., 1997; Tham et al., 1993; Torres-Aleman et al., 1996; 1997; Vanhala et al.,
2001) podrian reflejar los distintos estados de un proceso de
resistencia/deficiencia de IGF-1, como ha sido con anterioridad sugerido en otros
estudios (Torres-Aleman., 2000). Si nuestra hipdtesis es correcta, la
administracion de IGF-1 seria beneficiosa en condiciones de neurodegeneracion
donde se sospecha que existe pérdida de sensibilidad al IGF-I. Realmente, lo que
esta muy bien documentado es que en los modelos de excitotoxicidad en animales
ligados a isquemia, el IGF-I es neuroprotector (Jonhston et al., 1996). Por otro
lado, la modulacion de la actividad de PKC épsilon podria convertirse en una
nueva diana terapeutica contra el dafio excitotoxico. Esta posibilidad parece muy
atractiva si tenemos en cuenta que existen inhibidores de PKC épsilon como Ro
32-0432 que son activos mediante ingesta oral (Birchall et al., 1994). Si este u
otros compuesto equivalentes pudieran atravesar la barrera hematoencefalica, su

aplicacion podria ser muy prometedora.
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CONCLUSIONES:

1. El glutamato en dosis excitotoxicas es capaz de interferir la ruta de

supervivencia del IGF-I.

2. Esta inhibicion del glutamato se realiza mediante la estimulacion espacifica de

PKA y después de PKC épsilon.

3. La PKC épsilon fosforila en un residuo de serina al IRS-I probablemente

desacoplandolo de la via de sefalizacion del IGF-I.

4. Esta nueva ruta que conecta excitotoxicidad con neuroproteccion tiene un

significado patolégico en al menos la isquemia experimental.
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