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Introduccion

INTRODUCCION

1. FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA, | (IGF-I)

1.1. FACTORES NEUROTROFICOS Y TEORIA NEUROTROFICA

Los factores neurotroficos regulan la proliferacion, la diferenciacion y la
supervivencia de poblaciones seleccionadas de neuronas en el sistema nervioso
central (SNC) y periférico (SNP). El concepto de factor tréfico surgio durante la
década de los cincuenta a partir del hallazgo del primer factor de crecimiento o
factor tréfico denominado Factor de Crecimiento Nervioso (Nerve Growth
Factor o NGF) (Levi-Moltancini, 1987). Esta molécula era capaz de promover la
supervivencia, el crecimiento neuritico y la produccion de neurotransmisores de
las neuronas simpaticas del sistema nervioso periférico. Se vio que era
sintetizado por la célula diana y usado por la neurona aferente y que, en funcién
de su disponibilidad, se modulaba el tamafio de dicha poblacion aferente. Estos
y otros descubrimientos llevaron a la formulacion de la teoria tréfica de las
conexiones neuronales (Easter, S. S., Jr. et al., 1985). En ella se define como
factor neurotréfico a la sefal producida por las células inervadas y que actla
retrogradamente sobre las neuronas que las inervan aunque, en los ultimos afos
se ha visto que también hay influencias de las propias aferencias sobre la célula
postsinaptica. Mediante esta teoria quedaba explicado el fendmeno de muerte
neuronal que ocurre en el sistema nervioso durante el desarrollo: durante los
estadios iniciales del desarrollo embrionario se produce una sobreproduccion de
neuronas y todas aquellas células que no establezcan conexiones con sus
células diana, o que lo hagan de forma incorrecta, moriran ya que no recibiran el
correcto aporte de factores tréficos imprescindible para la supervivencia neuronal
durante el desarrollo (Nieto-Sampedro, M. et al., 1998; Oppenheim, R.W., 1991;
Purves, D., 1988).
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Introduccion

Actualmente se sabe que los factores troficos se sintetizan en todos los
tejidos del organismo y que participan en numerosos procesos bioldgicos tanto
en el desarrollo como en el individuo adulto. En el cerebro existe una produccion
muy abundante de estos factores y se sabe que las células nerviosas estan
embebidas en un ambiente tréfico durante toda su vida. Los factores troficos
participan tanto en la formacion y el desarrollo del sistema nervioso como en el
mantenimiento de la estructura y funcién cerebral, llegando incluso a mediar
procesos de aprendizaje y memoria en el individuo adulto (Agnati, L. F. et al.,
1995).

1.2. EL IGF-I COMO FACTOR TROFICO.

El IGF-1 es un factor tréfico que pertenece a una familia de proteinas
relacionadas estructuralmente que incluye a la insulina, la relaxina y el IGF-II.
Todas ellos se expresan de forma muy regulada y participan de forma esencial

en procesos de diferenciacién, crecimiento y desarrollo tisular.

A finales de la década de los 50 se describié una molécula dependiente
de la hormona de crecimiento (Growth Hormone o GH) que estimulaba la
incorporacién de sulfatos en cartilago de ratas hipofisectomizadas (con el eje
hipdfisis-hipotalamo-higado interrumpido). En un principio esta sustancia se
denominé somatomedina-C aunque, actualmente, se la conoce como factor de
crecimiento tipo insulina, 1 (Insulin-like Growth Factor, 1 o IGF-I), y se propuso
como mediadora de las acciones de la GH (Salmon, W.D. et al., 1957). Con esto
se completaba el eje hipotdlamo-hipofisis-higado encargado de regular el
crecimiento corporal: en el hipotalamo se sintetiza la Hormona liberadora de la
hormona del crecimiento (GHRH o Growth Hormone Releasing Hormone) que
llega a la hipofisis donde provoca la liberacion de GH en sangre. La GH es
captada por el higado donde promueve la sintesis y secrecion de IGF-I en

sangre, donde serd transportado hasta los tejidos diana en los que ejercerd su
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Introduccion

efecto tréfico. Actualmente se sabe que existe sintesis de IGF-I independiente de
GH en numerosos tejidos, incluido el sistema nervioso, y que en muchos casos
ejerce una accion paracrina que no requiere la participacion del sistema

endocrino (Hernandez-Sanchez, C. et al., 1995).

Se sabe que el IGF-I participa en procesos de proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular en gran numero de tejidos tanto en el
desarrollo como en el individuo adulto (de Pablo, F. et al., 1995). Para producir
su accién bioldgica es necesaria la participacion de varios tipos de moléculas
con funciones diversas: proteinas transportadoras, receptores de membrana y un

complejo sistema de segundos mensajeros.

1.2.1. Factores de Crecimiento de tipo Insulina: IGF-I e IGF-II.

Como hemos visto el IGF-I y el IGF-II (IGFs) son factores de crecimiento
peptidicos estructuralmente relacionados con la insulina (Daughaday, W.H. et al.,
1989). El IGF-I es un polipéptido de cadena sencilla, de 7,5 kDa de peso
molecular, compuesto de 70 aminoacidos. Presenta un 70% de homologia de
secuencia con la molécula de la proinsulina, un 49% con la insulina y un 65%
con el IGF-Il (Rinderknecht, E. et al., 1978). Su alta homologia estructural hace
pensar que los IGFs y la insulina han derivado de una molécula ancestral comun.
Su estructura esta muy conservada en la naturaleza ya que todos los IGFs de
mamiferos contienen el mismo numero de aminoacidos y el numero de

sustituciones es relativamente bajo (Shimatsu, A. et al. 1987).

Ambos IGFs se expresan, tanto en el desarrollo como en la vida adulta,
en gran variedad de tejidos entre los que se incluyen musculo, pulmén, higado,
rifones y cerebro (Binoux, M., 1995). Dentro del sistema nervioso los IGFs y sus
receptores se expresan en gran cantidad durante el desarrollo embrionario lo
que sugiere un importante papel de estos factores durante los procesos de

diferenciacion neuronal, sinaptogénesis y mielinizacion (Feldman, E. L. et al.,
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Introduccion

1997; Sara, V.R. et al., 1990). Postnatalmente se produce una disminucién de su
expresion aunque en edades adultas ambos IGFs estan presentes en el sistema

nervioso central.

1.2.2. Proteinas transportadoras (BPs).

Las acciones biolégicas de los IGFs, pero no las de la insulina, estan
moduladas por una familia de, al menos, seis proteinas transportadoras (IGF-
binding proteins o IGFBPSs), las cuales modulan la disponibilidad de los IGFs y
regulan la interaccion con sus receptores (Clemmons, D.R. et al., 1995).
Practicamente todo el IGF-1 presente en el torrente circulatorio y en el espacio
extracelular se encuentra unido a proteinas transportadoras. De esta forma el
péptido es protegido de la degradacién proteica, y se prolonga su vida media
desde unos 10 minutos en forma libre a unas 5-6 horas en forma unida. En el
suero sanguineo el 90% del IGF-I circula unido a la IGFBP-3 y a otra proteina (la
llamada subunidad acido labil), formando un complejo trimérico de elevado peso
molecular (unos 150 kDa) que no puede abandonar el torrente circulatorio. El
resto del IGF-I circula unido a las otras IGFBPs (principalmente IGFBP-1, 2 y 4)
formando complejos mas pequefios (30-40 kDa) capaces de atravesar el
endotelio capilar (Bar, R.S. et al., 1990). Dentro del sistema nervioso adulto la

proteina mas abundante es la IGFBP-2 (Ocrant, I. et al., 1990) .

Al margen de su funcidon protectora, estas proteinas modulan también la
interaccion del IGF-1 con su receptor, potenciando (Jones, J.1. et al., 1995; Jones,
J.I. et al., 1993) o inhibiendo su accién (LaTour, D. et al., 1990) 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 reconocimiento de receptores de integrinas (Jones,
J.l. et al.,, 1993b) y que la IGFBP-3 y la BP-5 son capaces de unirse a moléculas

de superficie celular y de matriz extracelular (Jones, J.I. et al., 1993a).

18



Introduccion

1.2.3. Receptores de membrana

Las acciones biolégicas de la insulina y de los IGFs estdn mediadas por
receptores especificos situados en la membrana plasmética. En el sistema

nervioso aparecen, al menaos, cuatro tipos distintos de receptores de IGFs:
e receptor de IGF-I (receptor de IGF de tipo I)
e receptor de IGF-II (receptor de IGF de tipo II)
e receptor de insulina
e receptor hibrido de insulina e IGF-I

Todos estos receptores estan relacionados estructuralmente aunque es el
receptor de IGF-I el gue media la mayoria de las acciones biolégicas del IGF-I.
Se trata de un receptor con actividad tirosin-quinasa intrinseca. Presenta alta
homologia estructural con el receptor de insulina (Froech, E.R. et al., 1985) y, al
igual que éste, es una glicoproteina de membrana compuesta por dos
subunidades a extracelulares de 115 kDa y dos subunidades f intracelulares de
95 kDa. Ambos tipos de subunidades estan unidas por puentes disulfuro,
formando un complejo funcional heterotetramérico (2 subunidades o, 2
subunidades B) con gran abundancia de residuos N-acetil-glucosamina (LeRoith,
D. et al. 1995).

Cuando la molécula de IGF-l1 se une a la subunidad o del receptor
provoca, a través del dominio tirosin-quinasa de la subunidad B, la
autofosforilacion de la subunidad B y la fosforilacibn de una serie de sustratos
citoplasmaticos especificos, lo que inicia una compleja cascada de sefializacion
intracelular. Debido a su gran homologia estructural, tanto el receptor de IGF-I
como el de la insulina, presentan activacion cruzada con ambos ligandos (IGF-1 e

Insulina) aunque la afinidad por su ligando especifico es muy superior.

El receptor de IGF-Il, por su parte, actia también como receptor
independiente de cationes de la manosa-6-fosfato (M6P). Aunque el receptor de

IGF-1 es el mediador primario de la mayoria de las acciones del IGF-I, los
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receptores de insulina e IGF-Il también pueden mediar algunos de sus efectos.
Recientemente se ha descrito la existencia de un receptor hibrido de insulina e
IGF-I (insulina-IGF-I) (Raizada, M.K. et al., 1993) y un receptor huérfano
relacionado con el receptor de la insulina (Orphan Insulin Receptor-Related
receptor, IRR) (Mathi, S. K. et al., 1995), lo que afiade mas complejidad al

sistema de los IGFs.

En general los receptores de IGFs presentes en el sistema nervioso
central se expresan de forma constitutiva aunque su numero puede ser
modulado por distintos factores como son el propio IGF-I o las hormonas

tiroideas (Werner, H. et al., 1995).

1.2.4. Ruta de sefalizacion intracelular.

Hasta donde se sabe, la ruta de sefalizacion intracelular del IGF-I es
comun con la ruta de la insulina aunque sus efectos finales difieren. Tras la unién
del IGF-1 a la subunidad alfa de su receptor se produce una autofosforilacién de
la porcién citoplasmica de la subunidad beta del propio receptor y una
fosforilacion en tirosina una serie de proteinas, entre las que destacan los
sustratos del receptor de insulina (Insulin Receptor Sustrates o0 IRSs) y la
proteina SHC. Los IRSs méas conocidos son el IRS-1 y el IRS-2. El IRS-1 esta
muy conservado en toda las especies y presenta, al menos, 21 sitios potenciales
de fosforilacién en tirosina, los cuales crean sitios de unién a proteinas con
dominios SH2 (Src Homology-2, dominios homélogos a Src, tipo 2) como la
subunidad p85 de la PI3K, GRB2 (Growth Factor Receptor Bound-2), syp, Nck y
Crk.

Tanto el IRS-1 como la proteina SHC, inician varias cascadas de
sefalizacion intracelular (ver introduccion, figura 1) que pueden ser agrupadas

en dos vias principales:
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e la via de la PI3-Quinasa (Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase, PI3K): se
piensa que esta ruta esta implicada, principalmente, en procesos
metabdlicos, de crecimiento celular y antiapoptéticos (Avruch, J.,
1998; Combettes-Souverain, M. et al., 1998; Peruzzi, F. et al., 1999).
El receptor de IGF-I fosforila al IRS-1, activandolo. El IRS-1
interacciona con la subunidad p85 (subunidad reguladora de la PI3K
de 85 kDa) que activa a la subunidad p110 (subunidad catalitica de la
PI3K de 110 kDa), y produce la formacién de derivados del PIP, con
los que interacciona la serin/treonin quinasa PKB (o Akt), que se
activa y modula la funcion de otras proteinas. Estos derivados del
PIP, también provocan la activacion de algunas isoformas de la PKC

distintas a las clasicas (PKCg,n,¢).

e lavia de la MAP-Quinasa (Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK):
se piensa que esta via esta implicada, principalmente, en procesos de
mitogénesis y diferenciacion celular (Avruch, J., 1998; Cobb, M. H. et
al., 1995). La fosforilacion de SHC por el receptor de IGF-I induce la
activacion de la GTPasa Ras. Ras induce el anclaje a la membrana y
la activacion de la serin/treonin quinasa Raf que, a su vez, conduce a
la activacion de otra serie de proteinas como son las MAP-quinasa-
guinasas (MEKSs), las MAPquinasas (ERKS), otras protein-quinasas,

factores de transcripcion, etc.

Ambas vias no son totalmente independientes sino que presentan puntos

de activacion cruzada a través de la activacion de mediadores intermedios.

Aunqgue estas son las dos vias mejor estudiadas, hay evidencias de toda
otra serie de proteinas que actian como sustratos intracelulares del receptor de

IGF-1 pero todavia no estan bien caracterizadas.
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Ruta dela
P13K

Rutadela
MAPK

- Factores de transcripeion
- Expresion de genes....

Introduccidn, figura 1: Ruta de sefializacién intracelular del IGF-I

1.3. EL IGF-1 EN EL SISTEMA NERVIOSO: LOCALIZACION Y FUNCIONES

Tanto el IGF-1 como su receptor y algunas de las BPs, se encuentran
ampliamente distribuidos en el sistema nervioso, pudiendo detectarse niveles
muy elevados desde edades muy tempranas en areas y tipos celulares
especificos (Bondy, C.A. et al., 1992; Bondy, C.A. et al., 1991). Postnatalmente
se produce una gran disminuciéon de la expresion del IGF-1 y su receptor
(Werther, G.A. et al., 1990; Werner, H. et al., 1989), aunque en edades adultas
sus niveles permanecen constantes en el sistema nervioso lo que sugiere que

podria estar ejerciendo acciones tréficas en el cerebro adulto.

Dentro del sistema nervioso, el IGF-I est4 implicado en uno de los

procesos clave del desarrollo neural temprano y tardio (De Pablo, F. et al., 1995)
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como es la proliferacion de células neuroepiteliales (Lenoir, D. et al., 1983), de
precursores gliales (Shinar, Y. et al., 1995) y neuronales (DiCicco-Bloom, E. et
al., 1989). Interviene también en procesos de diferenciacidon y supervivencia
de neuronas (Lindholm, D. et al.,, 1996; Torres-Aleman, I. et al., 1992) y de
células gliales (McMorris, F.A. et al., 1988) y participa en la maduracion
neuronal (Torres-Aleman, I. et al., 1992; Caroni, P. et al., 1990) y en procesos
antiapoptoticos (Peruzzi, F. et al.,, 1999. La expresion de este factor se ve
incrementada en respuesta a distintos tipos de lesion (isquemia,
desmielinizacion, heridas trauméticas etc..) (Yao, D.L. et al.,, 1995; Garcia-
Estrada, J. et al.,, 1992) por lo que podria estar implicado en procesos de
mielinizacién, reparacion y regeneracion del tejido nervioso. Se sabe también
gue el IGF-1 participa en la modulacién de la liberacion de distintos tipos de
neurotransmisores dentro del sistema nervioso (acetilcolina, dopamina,
serotonina, glutamato, neuropéptido Y etc) (Kar, S. et al., 1997; Castro-
Alamancos, M. A. et al., 1993). Se ha visto ademas que es capaz de inducir la
expresion de varios tipos de receptores y canales ionicos (canales de Ca2+,
receptores de glutamato, etc.) (Guo, W. et al., 1997; Zona, C. et al., 1995) asi
como de producir una modulacion de las respuestas de algunos tipos de
canales idnicos en el sistema nervioso (Blair, L. A. et al., 1997). En neuronas y
células gliales se sabe que el IGF-I participa en acciones metabdlicas diversas

sobre todo en el metabolismo de la glucosa (Binoux, M., 1995).

1.3.1. Sistema IGF-l en cerebelo.

Tanto el IGF-1 como su receptor y, al menos, dos tipos distintos de IGF-
BPs estdn presentes en zonas y tipos celulares especificos dentro del
cerebelo. En esta estructura la expresion del IGF-I es muy abundante durante el
desarrollo y, aunque posteriormente disminuye, los niveles de IGF-I permanecen

elevados durante toda la vida adulta (Torres-Aleman, I. et al.,, 1994). Se han
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podido detectar mediante hibridacién “in situ” grandes cantidades de ARNm del
IGF-I tanto en cerebelo como en centros relacionados con la corteza cerebelar
como son la oliva inferior, el nudcleo vestibular medial, el nucleo reticular, los

nucleos profundos y el nicleo rojo (Bondy, C. A., 1991).

Dentro del cerebelo se ha visto que las células de Purkinje producen
IGF-1. Una gran parte del IGF-I que contiene el cerebelo adulto es liberado por
las fibras trepadoras aferentes procedentes del nucleo de la oliva inferior. Este
nacleo expresa IGF-I que se transporta ortogradamente por los axones de estas
células (las fibras trepadoras) y se libera en la corteza cerebelar (Nieto-Bona, M.
P. et al., 1993). Se ha visto que las lesiones quirdrgicas y quimicas de la via
olivocerebelar producen un drastico descenso de los niveles de IGF-I en la

corteza cerebelar (Torres-Aleman, I. et al., 1991).

En el caso del receptor del IGF-I, mediante estudios de microscopia
electrénica realizados en ratas adultas se ha podido detectar su presencia tanto
en las dendritas y espinas dendriticas como en el soma de las células de
Purkinje de ratas adultas. También se ha detectado inmunoreactividad en los
nacleos de la oliva inferior (origen de las fibras trepadoras) y en las células en
cesto y las células estrelladas. Tanto los terminales de los axones de las células
de la oliva inferior como los axones de las células granulares (fibras paralelas)
son negativos aunque aparece inmunoreactividad para el receptor en los
terminales de fibras proximas a los somas de las células de Purkinje. El receptor
de IGF-1 también se localiza en los terminales de las fibras musgosas que
establecen sinapsis con las células granulares que, sin embargo, no poseen
receptor de IGF-I en el adulto aunque si en edades tempranas (Garcia-Segura,
L. M. etal., 1997).

Dentro del cerebelo el IGF-I ejerce gran cantidad de efectos tréficos y
neuromoduladores principalmente sobre las células de Purkinje (Torres-
Aleman, I. et al., 1994; Castro-Alamancos, M.A. et al., 1993; Torres-Aleman, |. et
al., 1992). Se piensa que sus efectos en el cerebelo dependen tanto del tipo
celular como de la fase vital en la que se encuentren las células, constituyendo,

principalmente, una sefial mitogénica para glioblastos, una sefial diferenciadora
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en células postmitdticas o una sefial de mantenimiento y supervivencia en
células adultas (Torres-Aleman, I. et al., 1998; Torres-Aleman, I. et al., 1994). En
cerebelo adulto se han encontrado varios parametros que son dependientes de
los niveles normales de IGF-I entre los que destacan los niveles de calbindina y
el tamafo de las espinas dendriticas de las células de Purkinje (Nieto-Bona, M.
P. et al., 1997; Nieto-Bona, M. P. et al., 1995) y el aprendizaje de ciertas tareas
motoras en las que esta implicado el cerebelo (Castro Alamancos, M. A. et al.,
1994). Todo esto sugiere que el IGF-I esta ejerciendo acciones tréficas en el

cerebelo tanto en el desarrollo como en el individuo adulto.
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2. RECEPTORES DE GLUTAMATO

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema

nervioso central de vertebrados. La primera demostracion de que el glutamato

podia actuar como un agente excitador se remonta a los afios 50 cuando se vio

gue una inyeccion directa de glutamato monosodico en el cerebro inducia la

generacion de espigas (Hayashi T., 1954) y que su aplicaciébn en corteza

cerebral causaba despolarizacion masiva (Van Harreveld, A., 1959).

2.1. FUNCIONES DEL GLUTAMATO EN EL SISTEMA NERVIOSO.

Dentro del sistema nervioso central el glutamato no se limita a mediar la

neurotransmision excitatoria sino que presenta un gran numero de funciones

adicionales (Michaelis, E.K., 1998):

Actlla como neurotransmisor excitador de accién rapida.

Participa en la induccién y mantenimiento de cambios a medio y
largo plazo en la excitabilidad neuronal (plasticidad sinaptica),

asociados con procesos de aprendizaje y memoria.

Actlia como estimulo quimiotactico durante la sinaptogénesis y el

desarrollo embrionario.

Actlla como desencadenante de procesos de migracion neuronal.
Modula el crecimiento axonal y la formacién de sinapsis.
Promueve la supervivencia de ciertas poblaciones neuronales.

Produce cambios en la actividad metabdlica, la expresion génica y

la sintesis de proteinas.

Presenta un papel destacado en procesos neurodegenerativos.
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2.2. TIPOS DE RECEPTORES DE GLUTAMATO.

El glutamato ejerce sus acciones a través de varias clases de receptores
gue pueden ser diferenciados no sélo molecularmente sino también en funcion
de sus caracteristicas farmacolégicas y electrofisiolégicas (Michaelis, E.K., 1998;
Ozawa, S. et al., 1998).

De forma general, los receptores de glutamato se clasifican en:

e Receptores ionotrépicos: forman un canal i6nico 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 (acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propidnico).
- Receptores tipo Kainato (acido kainico).

- Receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato).

e Receptores metabotrépicos: estdn acoplados, a través de la
activacion de proteinas G, a sistemas de segundos mensajeros con

efectos funcionales diversos.
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Clase Tipo Agonista Antagonista

AMPA AMPA CNQX/ GYKI
lonotrépicos Kainato Kainato CNQX

NMDA NMDA D-APV

Tipo | DHPG MCPG
Metabotropicos Tipo Il DCG-IV MCCG

Tipo 1l L-AP4 MAP4

Tabla 1: clasificacion de los receptores de glutamato en funcién de sus

propiedades farmacolégicas y electrofisioldgicas.

2.2.1. Estructura molecular de los receptores de glutamato.

El tamafo de las proteinas que forman las subunidades de los receptores
de glutamato varia entre 95 y 163 kDa, un tamafio considerablemente mayor que
el de las proteinas que forman los receptores de otros tipos de

neurotransmisores:

e Receptores ionotrdpicos: son receptores pentaméricos formados
por la combinacion de distintas subunidades cada una de ellas con 4
dominios transmembrana (de M1 a M4). Poseen una gran region
amino-terminal (N-terminal) extracelular implicada en la unién con el
ligando y una gran region carboxi-terminal (C-terminal) intracelular

con funcion reguladora. Recientemente se ha descubierto que el
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dominio M2 no atraviesa completamente la membrana sino que hace

un giro dentro de ella.

e Receptores metabotropicos: son receptores formados por una sola
subunidad que presenta 7 dominios transmembrana (de M1 a M7). Al
igual que en el caso de los receptores ionotrépicos, también
presentan un gran dominio N-terminal extracelular implicado en la
union al ligando, y un dominio C-terminal intracelular con funcion

reguladora.

Receptores ionotrépicos

cancto I Wi
Kainato e Receptores metabotropicos

K* Na* K™

< v

K+
Proteinas (3

+ Fosfolipasa C = Adenilato
Ca* \ 4 Ciclasa

Introduccién, figura 2: Tipos de receptores de glutamato
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2.2.2. Receptores de tipo AMPA.

Su nombre deriva de su principal agonista, el acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol propionico (AMPA). Estos receptores median la mayor parte de la
neurotransmisién excitatoria rapida en el sistema nervioso central de mamiferos.
Se caracterizan, por lo tanto, por tener una rapida activacion y una répida
desensibilizacion (Michaelis, E.K., 1998; Seeburg, P. H., 1997; Bettler, B. et al.,
1995).

Son receptores pentaméricos que forman un canal i6nico permeable,
principalmente, a Na+ y a K+, aunque, algunos subtipos (los que no contienen

GIuR2), son permeables también a Ca*".

Se forman por la combinacién de cuatro tipos de subunidades (GIuR1,

GluR2, GIuR3 y GluR4), con tamafios comprendidos entre 96 y 101 kDa.

Combinacion de subunidades Tipo de receptor

Homdmeros de GIuR1, GIuR2, GIuR3 o|Receptor funcional
GluR4

Heterémeros de GIuR1, GIuR2, GIuR3 o | Receptor funcional
GluR4

Tabla 2: Posibles combinaciones de subunidades de los receptores
AMPA.

La subunidad GIuR2 sufre un proceso de edicion post-transcripcional en

la molécula de ARNm que provoca un cambio en la proteina de una Glutamina
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(Q) por una Arginina (R) (Ozawa, S. et al., 1998; Bettler, B. et al., 1995). En el
cerebro se piensa que, practicamente, todo el GIuR2 estéa editado. Debido a este
cambio se altera la permeabilidad a Ca?* del receptor cuando la subunidad

GluR2-editada esta presente:

- los homémeros y heterémeros de GIuR1, GIUR3 y GIuR4

presentan una alta permeabilidad a Ca**.

- los homémeros de GluR2-editado y los heterémeros de
GluR2-editado con cualquiera de las otras subunidades
presentan una baja permeabilidad a Ca®" y una relacion
corriente/voltaje (1/V) lineal. Se piensa que esta es la forma

neuronal predominante de los receptores AMPA en el cerebro.

Debido a un proceso de lectura alternativa del mMRNA que se produce
entre los dominios transmembrana 3 y 4, se originan dos formas: la forma flip
(que aparece tanto pre como posthatalmente) y la forma flop (postnatal). Ambas
formas difieren en sus propiedades farmacoldgicas y cinéticas (Sommer, B. et
al., 1990).

Tanto los receptores de AMPA como los de Kainato presentan activacion
cruzada por sus respectivos ligandos. Los receptores de AMPA son activados
por el Kainato con una alta afinidad, aunque menor que la del AMPA y la del
glutamato (su ligando fisiolégico). Ademéas el Kainato no produce

desensibilizacién de los receptores de AMPA.

2.2.3. Receptores de tipo Kainato.

Su nombre procede de su principal agonista, el acido kainico. Al igual que
los receptores de AMPA, los receptores de Kainato se caracterizan por tener una
rapida activacién aunque, en el cerebro, se piensa que la mayoria no presenta

desensibilizacion. Su papel funcional es poco conocido y su participacién en la
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transmision sinaptica es objeto de debate (Rodriguez-Moreno, A. et al., 1998;
Lerma, J. et al., 1997).

Son receptores pentaméricos que forman un canal iénico permeable,
fundamentalmente, a Na+ y a K+ aunque algunos subtipos también son
permeables a Ca?* (Michaelis, E.K., 1998; Ozawa, S. et al., 1998; Bettler, B. et
al., 1995).

Se forman por la combinacién de cinco tipos de subunidades (GIuR5,

GluR6, GIuR7, KA1y KA2), con tamafios comprendidos entre 93 y 109 kDa.

Combinacion de subunidades Tipo de receptor

Homdmeros de GIuR5 o GIuR6 Receptor funcional

Homdémeros de GIuR7, KA1 o KA2 Receptor no funcional

Heterébmeros de GIuR5 o GIuR6 con | Receptor funcional con propiedades
cualquiera de las otras subunidades (GIuR7, | semejantes al receptor nativo de
KAl o KA2). Kainato.

Tabla 3: Posibles combinaciones de subunidades de los receptores de

Kainato.

De forma similar a la subunidad GIuR2 del receptor de AMPA, las
subunidades GIuR5 y GIluR6 sufren un proceso de edicidn post-transcripcional
en la molécula de ARN que provoca un cambio en la proteina de una Glutamina
(Q) por una Arginina (R). GIuR6 presenta, ademas, dos sitios adicionales de
edicion. La permeabilidad a Ca?*, sin embargo, no varia con la edicién de GIuR6
aunque si varian las propiedades rectificadoras del canal (Michaelis, E.K., 1998;
Bettler, B. et al., 1995).
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Ambos tipos de receptores (AMPA y Kainato) presentan activacion
cruzada por sus respectivos ligandos. Los receptores de Kainato son activados
también por AMPA aunque con mucha menor afinidad que la activacion por

Kainato o por glutamato (ligando fisioldgico).

2.2.4. Receptores de tipo NMDA.

Su nombre proviene del N-metil-D-aspartato (NMDA), su agonista
principal. Estos receptores se caracterizan por tener una respuesta lenta, con
una desensibilizacion también lenta. Esta lentitud de la respuesta se debe a que,
a concentraciones fisioldgicas y estando la célula en su potencial de reposo, el
canal esta bloqueado en la regién transmembrana por una molécula de Mg?*. Se
trata de un bloqueo voltaje-dependiente que se elimina por despolarizacién,
generalmente provocada por la activacion de los receptores AMPA/Kainato
(Michaelis, E.K., 1998; Mori, H. et al., 1995).

Estos receptores presentan varios sitios de regulacion, entre ellos un sitio
de unién a glicina con alta afinidad y un sitio de unién a Zn?**. La glicina aumenta
la activacion del receptor de forma dependiente de dosis y es un requisito

importante para su activacion.

Los receptores NMDA presentan una alta permeabilidad a Ca®*, aunque

también son permeables a Na+ y K+.

Son receptores pentaméricos que se forman por la combinacién de dos
tipos de subunidades (NR1 y NR2), con tamafios comprendidos entre 103 y 163
kDa. En ambos tipos de subunidades existen algunas variantes de lectura del
ARNmM que dan lugar a distintas isoformas (Ozawa, S. et al., 1998 Mori, H. et al.,
1995).
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Combinacion de subunidades Tipo de receptor

Homémeros de NR1,., Receptor funcional

Homémeros de NR24.p Receptor no funcional

Heterémeros de NR1,; / NR24p Receptor funcional con propiedades
semejantes al receptor nativo de
NMDA

Tabla 4: Posibles combinaciones de subunidades de los receptores de
NMDA.

Segun la combinaciéon de las subunidades NR1 y NR2 variard la

permeabilidad a Ca®* del receptor.

2.2.5. Receptores metabotrépicos de glutamato

A diferencia de los receptores ionotropicos, estos receptores no forman
canales ionicos sino que estan acoplados a un sistema de segundos mensajeros
a través de la activacion de proteinas G. Sus acciones son mas lentas y
duraderas (de segundos a minutos) que las de los receptores ionotropicos
(Michaelis, E.K., 1998; Pin, J. P. et al., 1995).

Los receptores metabotrépicos (mGIuR, del inglés metabotropic

Glutamate Receptors) se localizan tanto a nivel presinaptico, donde se han
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relacionado con la modulacion de las sinapsis mediante cambios en la liberacién

de neurotransmisor, como a nivel postsindptico, modulando canales iénicos y

receptores ionotrépicos. Se piensa que estan implicados en cambios en la

excitabilidad neuronal, en fendmenos de plasticidad sinaptica, en las acciones

téxicas del glutamato (tras isquemia, anoxia...), etc.

Estdn constituidos por una Unica subunidad proteica con 7 dominios

transmembrana. Se han encontrado hasta ocho tipos de subunidades (mGIuR1,

MGIuR2, mGIuR3, mGIuR4, mGIuR5, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) con

tamafnos comprendidos entre 95 y 133 kDa. El algunas de las subunidades

(mGIuR1, mGIuR4 y mGIuRb5) aparecen variables de edicion.

Subunidad Tipo receptor

MGIuR1 .
Tipo |
MGIUR5,.

Sistema de traducciéon de sefial

Activacion de Fosfolipasa C

mGIuR2
Tipo 1l
mGIuR3

Inhibicién de Adenilato Ciclasa

MGIuR4,.
MGIuR6

Tipo Il
MGIuR7

MGIuRS8

Inhibicién de Adenilato Ciclasa

Tabla 5: Clasificacion de los receptores metabotropicos de glutamato.

Todos los mGIuR estan acoplados a un sistema de proteinas G. Los

MGIUR del grupo | estimulan una fosfolipasa C y provocan un aumento de la

concentracién intracelular de inositol trifosfato (IP3) y de diacilglicerol (DAG),
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estimulando gran numero de procesos mediados por estos dos mensajeros

intracelulares.

Los mGIluRs de los grupos Il y Il estdn acoplados a la adenilato ciclasa
produciendo su inhibicién, por lo que causan una disminucion del AMP-ciclico
(AMPc) intracelular y de aquellos procesos mediados por este segundo
mensajero (actividad de PKA, por ejemplo). Se ha descrito, ademas, que pueden

estar acoplados a canales de Ca®" impidiendo su apertura.

2.3. RECEPTORES DE GLUTAMATO Y PLASTICIDAD SINAPTICA

Los receptores de glutamato median la mayor parte de la transmision
excitatoria rapida del sistema nervioso y son esenciales para la induccion y
mantenimiento de varias formas de plasticidad sinptica (Bortolotto, Z. A. et al.,
1999a; Zamanillo, D. et al., 1999; Bortolotto, Z. A. et al., 1999b; Roche, K. W. et
al., 1994). Mediante los procesos de plasticidad el cerebro se adapta a las
condiciones del entorno en funciéon de la informacién que recibe. Esta plasticidad
se expresa, entre otras formas, como una variaciébn en la eficacia de la
transmision del mensaje nervioso debida a cambios, mas o menos duraderos, en
la eficacia de una conexién sinaptica en funcion de la actividad de las neuronas

situadas a uno y otro lado de la sinapsis.

Hay gran cantidad de evidencias que apoyan la hipotesis de que los
cambios a medio y largo plazo en la eficacia de las sinapsis estan en la base de
los procesos de aprendizaje y memoria. La capacidad del cerebro de modificar
su funcionalidad en respuesta a la experiencia proporciona al individuo la
capacidad de aprender y recordar. El aprendizaje se puede definir como el
conjunto de representaciones internas sobre el entorno generadas por la
experiencia individual. El término memoria hace referencia al conjunto de
mecanismos mediante los cuales se almacenan Yy retienen dichas

representaciones internas en el tiempo. Ambos procesos estan estrechamente
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ligados y, por definicion, no hay aprendizaje sin memoria ni memoria sin

aprendizaje, aunque éste sea de naturaleza muy elemental.

Las primeras hipoétesis sobre el almacenamiento de la memoria en el
cerebro fueron enunciadas por Tanzi y Ramén y Cajal, el cual, durante su
conferencia de apertura de British Royal Society en 1884, sugiri6 que el
aprendizaje podria provocar cambios morfoldégicos permanentes en las
conexiones sinapticas y que dichos cambios podrian servir como mecanismo de
memoria. En 1949, el psicélogo canadiense Donald Hebb en su libro “The
organization of behavior” propuso que la informaciéon se almacena en el cerebro
de los mamiferos en forma de conexiones sinapticas reforzadas en aquellas
neuronas activas durante el aprendizaje. De acuerdo con esta hipotesis, la

informacién se almacena en el cerebro gracias a la plasticidad de las sinapsis.

En la mayor parte de los procesos de plasticidad sinaptica estan
implicados, de un modo u otro, los receptores de glutamato. Dos de los
fendbmenos mas conocidos de plasticidad son la potenciacion duradera o LTP y

la depresién duradera o LTD.

El fendbmeno de la potenciacion duradera (en inglés, Long Term
Potentiation o LTP) es un modelo de plasticidad sinaptica en el que se produce
un aumento duradero de la eficacia de la transmision sinaptica excitatoria en
ciertas sinapsis glutamatérgicas. Uno de los modelos mas estudiados es la
potenciacién duradera de la transmisidn sinaptica excitatoria entre las células de
la capa CA3y la capa CAl del hipocampo de la rata por estimulacion tetanica de
alta frecuencia (100 Hz). Se ha visto que es necesaria la activacion del receptor
NMDA de glutamato para inducir la LTP, que se expresa como un incremento de
la transmision sinaptica excitatoria mediada por los receptores de AMPA (Barria,
A. etal., 1997; Bliss, T.V.P. et al., 1993).

El fendbmeno de la depresion duradera (en inglés, Long Term
Depression o LTD) es otro modelo de plasticidad sindptica que también es
dependiente de los receptores de glutamato. En el cerebelo se ha visto que para

la induccion de LTD es necesaria la activacion simultanea de los mGIluRs y de
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los receptores tipo AMPA de la célula de Purkinje, produciéndose una reduccién
en la sensibilidad de estos ultimos (Linden, D.J., 1994; Ito, M. et al., 1982). En el
hipocampo se ha observado un tipo de LTD que se genera por largo periodos
de estimulaciéon a baja frecuencia (1 Hz) y que es dependiente de activacion de
los receptores NMDA y en la que, de nuevo, se produce una disminucién de la
transmision singptica mediada por los receptores de AMPA (Lee, H. K. et al.,
1998).

En general, la eficacia de una conexidn sinaptica entre dos neuronas

depende de una serie de parametros entre los que se incluyen:

e el nimero de contactos sinapticos que hay entre las dos

neuronas.

e la cantidad de neurotransmisor que se libera en la célula

presinaptica.

e el nimero de receptores situados en la regién sinaptica de la

célula postsinaptica.
e el estado funcional de dichos receptores.

Cualgquier cambio en alguno de estos pardmetros produce una
modificacion en la transmision sinptica. El estado funcional de un receptor se
puede modular por varios mecanismos entre los que destacan la modificacion de
su estado de fosforilacién y la modulacibn de interacciones con otras
proteinas e iones. Por su parte, la disponibilidad de receptores en la célula
postsinaptica puede estar mediada por procesos de endocitosis/exocitosis de
receptores funcionales y/o por cambios morfoldgicos a nivel de los contactos

sindpticos.
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2.3.1. Modulacion de los receptores de glutamato por procesos de

fosforilacién/desfosforilacion

Los procesos de fosforilacion/desfosforilacion constituyen uno de los
principales mecanismos de modulacion de la actividad de los receptores de
glutamato (Raymond, L. A. et al., 1994). A través de la fosforilacion se produce
una modificacion covalente de la estructura del canal mediante la
incorporacién de un grupo fosfato cargado eléctricamente en un residuo de
serina (Ser), treonina (Thr) o tirosina (Tyr). Esta modificacion estructural
puede causar una regulacion de la actividad del receptor. Dicha reaccion de
fosforilacion puede ser realizada por una gran cantidad de protein-quinasas:
protein-quinasa A (PKA), protein-quinasa C (PKC), etc. (Roche, K. W. et al.,
1994);. Smart, T. G., 1997):

Como hemos visto, la expresion de la plasticidad sinaptica esta mediada
en parte por la modulacion de la funcién de los receptores de glutamato. En
distintas areas cerebrales se ha observado que los fenomenos de plasticidad
son dependientes de la actividad de quinasas y fosfatasas, lo que apoya la
hipotesis de que los mecanismos de fosforilacién directa de los receptores de
glutamato podrian estar mediando ciertas formas de plasticidad sinaptica entre
las que se incluyen los fendbmenos de la LTP (Bliss, T.V.P. et al., 1993; O'Dell,

TJ.etal,1991)ylaLTD (Ito, M. et al., 1992; Linden, D.J. et al., 1991).

Receptores de NMDA

Se ha visto que su actividad puede ser regulada por una amplia variedad
de quinasas que inducen una fosforilacion de varias de sus subunidades. Se
sabe, por ejemplo, que las tirosin-quinasas Src y Fyn producen una modulacién
positiva de las subunidades NR1 y NR2A mediante fosforilacién del dominio
Carboxi-terminal (Tezuka, T. et al., 1999, Salter, M. W., 1998, Kohr, G. et al.,

1996). En el caso de las serin/treonin quinasas, se ha visto que el receptor
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NMDA no es regulado por PKA pero es positivamente regulado por PKC
(Raymond, L. A. et al., 1994).

Del mismo modo se ha visto que la desfosforilacion de las subunidades
del receptor NMDA por activacion de fosfatasas también produce una
modulacion de su actividad. Se ha podido comprobar que la activacion de la
fosfatasas PP1 y/o PP2A por efecto del PDGF induce una depresién del receptor
NMDA, produciendo una reduccion en la probabilidad de apertura del canal (Lei,
S. etal., 1999).

Receptores no NMDA

Hay multitud de datos que sugieren que, al igual que en el caso de los
receptores NMDA, la fosforilacion directa de los receptores de AMPA y de

Kainato también podria regular su funcion.

En el caso de los receptores de AMPA se ha visto que sus diferentes
subunidades pueden ser fosforiladas por varias protein quinasas como la PKC,
la PKA y la CaM-gquinasa (protein-quinasa dependiente de calcio y calmodulina)
y que, como resultado de esta fosforilacion, se produce una modulacion de la
actividad del receptor (Carvalho, A. L. et al., 1999, Roche, K. W. et al., 1996).
También se ha visto que la desfosforilacion de sitios especificos en las
subunidades de estos receptores puede modular su funcion de forma opuesta a
la fosforilacion de esos mismos sitios por efecto de varias quinasas (PKA y CaM-
qguinasa) y que, estos cambios, podrian estar en la base de los fenomenos de
LTD y LTP en hipocampo (Lee, H. K. et al., 2000).

Aunque de los receptores de Kainato se sabe mucho menos, se ha
podido comprobar que su actividad también es susceptible de ser modulada por
fosforilacion de sus subunidades. Por ejemplo en células HEK-293 se ha visto
gue la PKA fosforila a la subunidad GIuR6 en residuos de serina y produce una
potenciacion de las corrientes activadas por el kainato (Raymond, L. A. et al.,
1994).
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2.3.2. Mecanismos de anclaje y modulaciobn de los receptores de

glutamato en la sinapsis excitatoria.

La transmision de sefal en el sistema nervioso debe ser rapida y eficaz
por lo que, tanto los receptores para neurotransmisores como toda una serie de
proteinas implicadas en la neurotransmisién y la traduccion de sefial, se
localizan de forma muy precisa en los contactos sinapticos (O'Brien, R. J. et
al., 1998). Se ha visto que los canales ionicos y los receptores de membrana no
son entidades aisladas sino que estan fisicamente unidos a un gran nimero de
elementos celulares en las areas singpticas formando complejos
multimoleculares. Mediante este tipo de complejos los receptores y los canales
se organizan junto a proteinas de adhesion celular, proteinas adaptadoras,
segundos mensajeros y proteinas de citoesqueleto, formando una unidad fisica
gue integra gran numero de posibles vias de sefializacion y permite una
asociacion directa con el citoesqueleto (O'Brien, R. J. et al., 1998; Kornau, H. C.
et al., 1997). Estos complejos facilitan el anclaje y localizacion de los receptores
en sitios especificos, participan en la traduccion de sefial desde el receptor hacia
rutas intracelulares, son responsables de fijar cerca de los receptores gran
namero de proteinas reguladoras que modulan su funcién, intervienen en los

procesos de reciclaje y de modulacién de la disponibilidad de receptores, etc.

Todas las subunidades de los receptores de glutamato presentan un
dominio intracelular regulador (el Carboxi-terminal) que esta implicado en la
asociacion de estos receptores con gran namero de elementos celulares, asi
como en su fijacién en localizaciones celulares muy precisas (los sitios de
neurotransmisiéon) y en el anclaje en estos mismos sitios de multitud de proteinas

implicadas en la regulacién de su actividad (Bolton, M. M. et al., 2000).
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Receptores de NMDA

En la célula postsinaptica los receptores NMDA estdn embebidos en un
citoesqueleto especializado subyacente a la membrana plasmética conocido
como densidad postsinaptica (DPS). Esta DPS esta constituida por diferentes
tipos de proteinas que interaccionan entre ellas y con el citoesqueleto, y que, a
su vez, estan asociadas a las diferentes subunidades de estos receptores,
formando un complejo multimolecular. Una de los principales componentes de la
DPS es la PSD-95 (Post Synaptic Density-95, también llamada SAP-90,
Synapse Associated Protein-90) (Tezuka, T. et al., 1999; Kornau, H. C. et al.,
1995) que contiene multiples dominios de interaccién con proteinas por lo que
podria estar actuando como un elemento adaptador. La PSD-95 pertenece a una
familia cada vez méas amplia de proteinas con una estructura similar
caracterizada por poseer tres dominios PDZ dispuestos en tandem, un dominio

SH3 (Src-Homology-3) y un dominio guanilato ciclasa.

En los ultimos tiempos se ha avanzado mucho en el conocimiento de
estos complejos multimoleculares y cada dia aumenta el nimero de proteinas
implicadas. Recientemente, empleando una técnica combinada de
espectrometria de masas e inmunodeteccion a gran escala, se han podido
identificar mas de 77 proteinas asociadas con las subunidades de los receptores
de NMDA (Husi, H. et al.,, 2000). Estas proteinas se disponen formando
complejos multimoleculares y poseen funciones muy diversas, que van desde
proteinas con una funcién estructural y adaptadora a proteinas de citoesqueleto,
pasando por gran cantidad de proteinas implicadas en traduccién de sefal
(quinasas, fosfatasas, proteinas G, etc.). Muchas de estas proteinas son nuevas

y es posible que su namero final sea mucho mas elevado.

Receptores de AMPA

En el caso de los receptores de tipo AMPA se han identificado varias
proteinas que se unen especificamente al dominio C-terminal de algunas de sus

subunidades y que estarian implicadas en su anclaje a la zona post-singptica
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(Dong, H. et al., 1999, Xia, J. et al., 1999). Los receptores AMPA interaccionan
con otra serie de proteinas con dominios PDZ como son GRIP (Glutamate
Receptor Interacting Protein) y ABP (Ampa Binding Protein), que se asocia a las
subunidades 2 y 3; las proteinas PSD-96 y PICK1 (Protein Kinase C Interacting
Protein) que se asocian especificamente a la subunidad GluR2 (Xia, J. et al.,
1999); SAP-97 que se une a filamentos de actina del citoesqueleto y a la
subunidad GIuR1 (Matus, A., 1999; Leonard, A. S. et al., 1998); la Neurobina-l y
Neurobina-Il (o Espinofilina) que, a través de sus dominios PDZ, se une a las
subunidades del receptor AMPA y a otra serie de proteinas como son la protein-
fosfatasa 1 (PP1) y la p70 S6 quinasa (Burnett, P. E. et al., 1998; Nakanishi, H.
et al, 1997). Se ha visto también que la subunidad GIuR2 se une
especificamente a la tirosin-quinasa Lyn, perteneciente a la familia de las Src-

quinasas, y cuya actividad es capaz de modular (Hayashi, T. et al., 1999).

En general, muchas de estas proteinas presentan mdultiples dominios de
union a proteinas (PDZ, SH2, SH3, etc.) por lo que actian como elementos
adaptadores y podrian estar participando en la regulacién de la actividad de los
receptores de glutamato modulando las interacciones entre diferentes proteinas,
facilitando el anclaje en los sitios de neurotransmisién de proteinas con funcion

reguladora (quinasas, fosfatasas, etc.), etc.

2.3.3. Modulaciéon del numero y disponibilidad de los receptores de

glutamato en la membrana postsinaptica

Hasta hace relativamente poco tiempo el movimiento de receptores y
canales ionicos desde la membrana hacia el interior celular y viceversa estaba
relacionado con procesos de recicalje de receptores y con procesos de
plasticidad a medio y largo plazo. Recientemente, sin embargo, se ha podido
comprobar que existe un movimiento rapido de receptores desde la membrana

plasmatica que podria estar mediando procesos répidos de plasticidad

43



Introduccion

sinaptica. Sin embargo el mecanismo a través del cual se produce esta

regulacién rapida del numero de receptores esta aun por dilucidar.

La regulacion de la disponibilidad de receptores en la membrana
plasmatica se puede realizar mediante dos mecanismos: un proceso de
endocitosis/exocitosis mediante la formacién de vesiculas recubiertas de
clatrina y/o un proceso de reorganizacion de la membrana postsinaptica
mediante cambios morfoldgicos producidos por variaciones en el

citoesqueleto.

2.3.3.1. Proceso de Endocitosis/Exocitosis

Hay evidencias que indican que el numero de receptores de glutamato
situados en una determinada sinapsis no es fijo sino que esta regulado de forma
rapida por la actividad neuronal (Carroll, R. C. et al., 1999). Estos cambios
rapidos en el numero de receptores postsinapticos estarian implicados en el
control de la eficacia sinaptica (Luscher, C. et al., 2000). El proceso por el cual
se produce esta rapida regulacion no se conoce en detalle aunque el Unico
mecanismo conocido hasta el momento para la internalizacion y externalizacion
selectiva de proteinas integrales y otros componentes de la membrana
plasmética es el proceso de endocitosis/excitosis mediado por vesiculas
recubiertas de clatrina (Turrigiano, G. G., 2000). Este proceso es de gran
importancia en el sistema nervioso ya que a través de él se produce el reciclaje

de las vesiculas secretoras en los terminales sinapticos.

El proceso de la endocitosis se inicia con la asociacion, a una zona
determinada de la membrana, del llamado complejo adaptador de clatrina
(clathrin adaptor complex o AP2) que sirve de molde para el ensamblaje de la
clatrina. Mediante su interaccion con el AP2 esta proteina recubre una porcién
de membrana que, progresivamente, se va haciendo mayor hasta que se

invagina formando una vesicula recubierta de clatrina con un pequefio cuello en
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la zona de unién a la membrana. Este cuello se corta y se forma una vesicula
libre que rapidamente pierde su recubrimiento. Ademas del AP2 y la clatrina en
los Ultimos afios se han descrito gran cantidad de proteinas implicadas en el

proceso de endocitosis como son la dinamina, la ampifisina, la endofilina, etc.

Recientemente se ha visto en cultivos de hipocampo que, tanto el AMPA
como el glutamato, inducen una rapida internalizacion dependiente de ligando de
algunas de las subunidades de los receptores de AMPA. Esta internalizacion es
dependiente de la formacion de vesiculas recubiertas de clatrina lo que sugiere
gue se trata de un proceso de endocitosis tipico (Luscher, C. et al., 1999; Carroll,
R. C. et al., 1999; Turrigiano, G. G., 2000). Este es un proceso muy rapido y
dependiente de la actividad neuronal, lo que sugiere que esta
internalizacién/externalizacion de los receptores de glutamato mediante
endocitosis/exocitosis podria ser responsable de algunos cambios rapidos que
se producen en las sinapsis glutamatérgicas y que conducen a cambios en la

eficacia de la transmision sinaptica.

2.3.3.2. Interacciones con el citoesqueleto

Los dos elementos fundamentales del citoesqueleto celular son los
microfilamentos y los microtdbulos. Los microfilamentos estan constituidos por
polimeros de actina. Por su parte los microtibulos se forman por
polimerizacion de tubulina (o y B) y su estabilidad esta regulada por GTP, Ca*' y
una serie de proteinas asociadas a microtubulos (MAP1-A y MAP-2 (MAPs,
Microtubule Associated Proteins) y la proteina Tau). Tanto los microtubulos
como los microfilamentos estan implicados en numerosas funciones dentro de la
célula: mantenimiento de la estructura celular, reciclaje de vesiculas, anclaje de
elementos celulares, procesos de division celular, etc. (van Rossum, D. et al.,
1999).
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Se sabe que la estabilidad de los microtubulos y los microfilamentos es
muy dependiente de su estado de fosforilacion ya que estos componentes del
citoesqueleto se polimerizan y despolimerizan de forma dindmica por efecto de
diferentes quinasas y fosfatasas dando lugar a cambios morfolégicos y
estructurales en la célula. En el caso de la actina se comprobado ademas que su
estado de polimerizacién es muy sensible a la actividad sinaptica (Fischer, M. et
al., 1998).

Se ha visto que en las espinas dendriticas los receptores de glutamato
interaccionan, directamente o a través de proteinas adaptadoras, con elementos
de citoesqueleto (Fischer, M. et al., 2000a). Las espinas dendriticas son
pequefios engrosamientos de la membrana postsinaptica que conforman los
contactos sinapticos en las sinapsis glutamatérgicas. En el cerebro méas del 90%
de las sinapsis excitatorias estan localizadas en las espinas dendriticas en las
que se concentran también grandes cantidades de actina. En estas zonas es
donde se localiza la DPS y en ella encontramos todo tipo de proteinas de
citoesqueleto entre las que destacan la actina, la tubulina y la MAP-2. En
neuronas se han encontrado numerosas interacciones entre proteinas de
citoesqueleto y proteinas de la densidad postsinaptica (DPS), muchas de las
cuales forman parte de los complejos multimoleculares asociados a distintos

receptores.

En el caso de los microfilamentos se ha descrito una interaccion entre la
subunidad NR1 de los receptores de NMDA vy los filamentos de actina a través
de la proteina alfa-actinina-2 (Wyszynski, M. et al., 1997). Esto mismo hace la
espectrina (llamada fodrina en cerebro) pero a través de un sitio de union distinto
al receptor de NMDA (Wechsler, A. et al.,, 1998). En células granulares de
cerebelo se ha visto que la activacibn de estos receptores induce la
despolimerizacion de los microfilamentos de actina (Shorte, S. L., 1997). En el
caso del receptor de AMPA, en neuronas piramidales se ha visto que las
agrupaciones postsinapticas de receptores son dependientes de la integridad de
los microfilamentos aunque esto no ocurre en neuronas GABA-érgicas (Allison,
D. W. etal., 1998).
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Respecto a los microtubulos, se ha visto que existe una union fisica
entre la tubulina y el dominio C-terminal de las subunidades NR1 y NR2B de los

receptores de NMDA (Wheal, H. V. et al., 1998).

Empleando técnicas de visualizacion directa de neuronas vivas en
rodajas de cerebro se ha podido observar recientemente que los protocolos de
estimulacion para producir LTP dependiente de NMDA inducen la formacion de
nuevas estructuras semejantes a espinas dendriticas en las dendritas. La
movilidad y la relativa rapidez con la que aparecen estas estructuras sugiere que
su formacion se produce a través de un mecanismo dependiente de
polimerizacion/despolimerizacién de filamentos de actina (Fischer, M. et al.,
1998; Fischer, M. et al., 2000b). Se ha visto ademas que estas estructuras
mdviles se originan en respuesta a la activacion del receptor de NMDA aunque
posteriormente su morfologia se estabiliza debido a la transmisién sinaptica
mediada por el receptor de AMPA (Shi, S. H. et al., 1999).

Todos los datos acumulados sugieren que la transmision sinaptica
glutamatérgica se puede modular mediante cambios microanatdmicos de los
receptores de glutamato en la membrana postsinaptica, modulando su anclaje al
citoesqueleto subyacente. Esto provocaria la redistribucion de los receptores,
situandolos fuera o dentro de los sitios sinapticos y produciendo cambios en la
transmisién sinaptica. Las espinas dendriticas por lo tanto son estructuras
dinamicas capaces de modificar su estructura en funcion del patron de
estimulacion y estarian moduladas por la activacion de los receptores de

glutamato.
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3. FACTORES TROFICOS Y PLASTICIDAD SINAPTICA

3.1. FACTORES TROFICOS COMO NEUROMODULADORES: EL IGF-I
COMO NEUROMODULADOR

Aunque tradicionalmente se ha considerado a los factores neurotréficos
como reguladores de procesos de proliferacion, diferenciaciéon y supervivencia
celular, hay una gran cantidad de evidencias recientes que sugieren que estos

factores podrian estar modulando la actividad sinéptica.

Las neurotrofinas son los factores troficos cuyos efectos biolégicos han
sido méas estudiados. Esta familia estd compuesta por el factor de crecimiento
nervioso (NGF, Nerve Growth Factor), el factor neurotréfico derivado de cerebro
(Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF), y las neurotrofinas-3, 4/5y 6 (NT-3,
4/5 y 6). Ejercen sus efectos a través de sus receptores tirosin-quinasa

especificos (Trks) y el receptor de neurotrofinas de baja afinidad, p-75.

La primera demostracion de que las neurotrofinas podian estar
mediando procesos de plasticidad se vio en co-cultivos de motoneuronas y
médula espinal en los que el BDNF y el NT-3 producian una potenciacion de la
transmision sinaptica (Lohof, A.M. et al., 1993). Se ha visto que las neurotrofinas
participan en la sinaptogénesis, promoviendo la maduracion y el desarrollo de
distintos tipos de sinapsis dentro del sistema nervioso central (McAllister, A.K., et
al., 1995; Cadbelli, R.J. et al., 1995). Tanto la expresién de los genes de las
neurotrofinas y sus receptores (Gwag, B. J. et al., 1993 Bessho, Y. et al., 1993)
como su proceso de sintesis (Lindholm, D. et al., 1994) y liberacion
(Lauterborn, J. C. et al.; Zafra, F. et al., 1990) esta regulado por la actividad
neuronal. Del mismo modo las neurotrofinas regulan la expresion de distintos
tipos de receptores para neurotransmisores, incluidos los receptores de
glutamato (Narisawa-Saito, M. et al., 1999) e inducen la liberaci6on de varios
tipos de neurotransmisores entre los que también se incluye el glutamato (Li,

Y. X. et al., 1998; Numakawa, T. et al., 1999). Muy recientemente se ha podido
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comprobar que las neurotrofinas son capaces de inducir potenciales de accion
en neuronas centrales de corteza, hipocampo y cerebelo (Kafitz, K. W. et al.,
1999) y que son capaces de modular la actividad de varios tipos de canales
ibnicos (Tanaka, T. et al., 1997; Lesser, S. S. et al., 1997) y de receptores para
neurotransmisores entre los que se incluyen los receptores de glutamato
(Balkowiec, A. et al., 2000; Song, D. K. et al., 1998). Se ha visto también que las
neurotrofinas tienen efecto sobre los fendmenos de aprendizaje y memoria en
cuya base molecular estaria la modulacién de los receptores de glutamato
(Levine, E.S. et al., 1995; Patterson, S. et al., 1992).

Al igual que las neurotrofinas, el IGF-I cumple los dos criterios principales
que debe poseer cualquier mediador de la plasticidad sinptica: su produccion
esta regulada por la actividad neuronal y tiene potentes efectos sobre las
propiedades de sefializacidn de las neuronas sobre las que actta. Sin embargo,
a diferencia de las neurotrofinas, los efectos del IGF-1 estan mucho menos
estudiados aunque también hay evidencias que sugieren que podria estar

actuando como modulador de la actividad neuronal:

e EI IGF-I promueve la sinaptogénesis durante el desarrollo del
cerebro y modula la formacion de contactos sinapticos en el
individuo adulto: recientemente se ha visto que un bloqueo parcial
de la sintesis enddégena de IGF-I mediante un oligonucleétido
antisentido produce cambios en los contactos sinapticos de las

células de la corteza del cerebelo (Nieto-Bona, M. P. et al., 1997).

e La secrecién de IGF-I es dependiente de actividad: in vivo se ha
visto que por estimulacion eléctrica de la Oliva Inferior a una
frecuencia fisiol6gica (4-5 Hz) se produce una liberacion de IGF-I

en corteza cerebelar (Castro-Alamancos, M. A. et al., 1994).

e EIl IGF-I también es capaz de inducir la expresion de varios tipos
de receptores y canales ionicos: en células granulares de cerebelo
se ha visto que el IGF-I induce la expresion de receptores de

glutamato de tipo AMPA y Kainato (Zona, C. et al., 1995). En el
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musculo esquelético de la rata se ha visto que el IGF-I es capaz
de inducir la expresién de canales de Ca?* (Wang, Z. M. et al.,
1999).

Los IGFs son capaces de modular la secrecion de varios tipos
de neurotransmisores en el SNC: en rodajas de hipocampo y de
corteza cerebral se ha visto que la liberacibn de acetilcolina
inducida por despolarizacion es inhibida por IGF-I y estimulada
por IGF-1I (Kar, S. et al., 1997). En el cerebelo, el IGF-I es capaz
de inhibir in vivo la liberacion de GABA inducida por glutamato
pero no por agentes despolarizantes como las concentraciones

altas de potasio (Castro-Alamancos, M. A. et al., 1993).

El IGF-I tiene un efecto modulador sobre las respuestas de varios
canales i6nicos: se ha visto, por ejemplo, que el IGF-I es capaz
de modificar las respuestas de los canales de Ca?' voltaje
dependientes de tipo L y N presentes en las células granulares de

cerebelo (Blair, L. A. et al., 1997).

El IGF-I produce cambios en el estado de fosforilacion de ciertos
canales i6nicos: en musculo esquelético se produce una
desfosforilacién inducida por IGF-I de canales de Ca** (Delbono,
O. etal., 1997).

El IGF-I tiene un efecto sobre los procesos de aprendizaje y
memoria: en cerebelo de rata adulta se ha visto que la reduccion
temporal de los niveles de IGF-I en corteza cerebelar debido a la
inyeccion en Oliva Inferior de un oligonucle6tido antisentido
produce un bloqueo en el aprendizaje del parpadeo condicionado
(en el que esté implicado el cerebelo) (Castro-Alamancos, M. A. et
al., 1994). También se ha visto que el IGF-I produce una
depresidn de las respuestas de la célula de Purkinje medida como

liberacion de GABA, que puede ser bloqueada empleando
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inhibidores del proceso de la LTD (Castro-Alamancos, M. A. et al.,
1996).
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO DE CELULAS GRANULARES DE CEREBELO

Todos los cultivos fueron realizados a partir de cerebelos de ratas Wistar
de edades comprendidas entre 7 y 9 dias (P7 a P9), nacidas y criadas en el
animalario del Instituto Cajal. Mediante este método obtuvimos cultivos puros en

un 90% (aproximadamente) de células granulares.

Segun la técnica a utilizar, las células fueron sembradas sobre diferentes

soportes:

e para los experimentos de electrofisiologia e inmunocitoquimica, las
células se sembraron sobre portaobjetos de cristal de 20 y 22 mm de
didmetro recubiertos con una mezcla de gelatina/polilisina (1mg/50

ml) a una densidad de 100.000 a 300.000 células por placa.

e para los experimentos de bioquimica las células se sembraron en
placas de cultivo (Falcon; Nunc) de 60 y 100 mm de diametro
recubiertas con gelatina/polilisina a una densidad de 2 a 10 millones

de células por placa respectivamente.

Método de cultivo de células granulares de cerebelo

e Se sacrifican los animales mediante decapitacion y se esterilizan las
cabezas en etanol 96°.

e Se extrae el cerebelo, se limpia de meninges, plexos y vasos y se coloca
en EBSSe? (Earle’s Balanced Salts). El tejido se trocea mecanicamente
con unas pinzas finas.

e Los trozos se mezclan con PapainaP y DnasaP (100 u/ml) en 5 ml. de
EBSS y se procede a una digestion enzimatica del tejido a 37°C durante
1 hora.
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e Tras la digestion el tejido se somete a una agitacion mecanica intensa
durante 2 minutos. Se dejan decantar los trozos grandes de tejido y se
centrifuga el sobrenadante a 1100 r.p.m. durante 5 minutos.

e El precipitado se resuspende, formando un gradiente, en 5 ml. de EBSS
y un inhibidor de la papainab. Se centrifuga a 1100 r.p.m. durante 5
minutos.

o El precipitado se resuspende en 5 ml del medio de cultivo. Se calcula
el nimero de células empleando un hemocitometro y se siembra la
cantidad de células correspondiente a cada tipo de placa. Hasta el
momento de ser utilizadas las placas se mantienen en un incubador a
37°C con una atmosfera saturada compuesta por un 95% de O2 y un 5%

de CO2. Cada 7 dias el medio se sustituye por medio fresco.

MEDIO DE CULTIVO

Concentracion

Neurobasal® -

B27° -
Glutamina® 0.5 mM
Fungizona?® 0.25-2.5 mg/ml
Kcl? 50 mM

2 GIBCO BRL; ® Worthington; © Sigma; ¢ Merck.
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2. INMUNOCITOQUIMICA

Todo el proceso se realizé sobre células sembradas en cubreobjetos de

cristal de diametro variable (20-22 mm).

Protocolo de inmunocitoquimica en cultivo
Se fija el cultivo durante 15 minutos a temperatura ambiente empleando
Paraformaldehido? al 4% en PBS (Phosphate Buffer Saline) 0.1 M.
Se hacen 3 lavados de 5 minutos con PBS 0.1 M y un lavado de 10-15
minutos con PBS 0.1 M —Triton X-100° 0.1 %.
Se incuba durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario a la
dilucion correspondiente (habitualmente 1:1000) disuelto en PBS 0.1 M -
Triton X-100 0.1%.
Se hacen 3 lavados de 5 minutos con PBS 0.1 M.
Se afiade el anticuerpo secundario a la dilucién correspondiente
disuelto en PBS 0.1 My se incuba 2 horas a temperatura ambiente.
Se hacen 3 lavados de 5 minutos con PBS 0.1 M.
Se pasan rapidamente los cubreobjetos por agua destilada y se montan

sobre cubreobjetos empleando una mezcla de glicerol-PBS (9:1).

ANTICUERPO PRIMARIO

Tipo Uso

N-GluR2°

Policlonal de cabra 1:1000

El anticuerpo utilizado reconoce un epitopo extracelular (la pocion N-terminal)de

la subunidad 2 del receptor de AMPA.
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ANTICUERPO SECUNDARIO

Tipo Uso

Anti-cabra® Unido a alexa roja 1:2000-3000

2 Merk; P Sigma; ¢ Santa Cruz; ¢ Molecular Probes

ANALISIS DE IMAGEN

Tras la reaccion inmunocitoquimica las imagenes de fluorescencia se
captaron empleando un microscopio confocal de la casa Leica. Todas la
imagenes correspodientes a un mismo experimento fueron tomadas en las
mismas condiciones de voltaje y compensacion (offset). Posteriormente se
realiz6 la cuantificacion de la fluorescencia mediante el programa de analisis de
imagen Qwin. La cuantificacién se hizo por el método ciego, normalizando en
funcion del tamafio de cada célula (calculado a partir de un umbral minimo de
fluorescencia determinado por la marca inespecifica). Para cada condicion se

estudiaron un minimo de 20 células por experimento.
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3.

INMUNOPRECIPITACION

Mediante la técnica de inmunoprecipitacion es posible seleccionar,

empleando anticuerpos especificos, una proteina determinada a partir de una

mezcla compleja de proteinas (ej. un lisado celular). En nuestro caso aplicamos

esta técnica sobre lisados procedentes de cultivos de células granulares de 13

dias post-siembra realizados a partir de cerebelos de rata de 7 a 9 dias de edad

postnatal sembrados sobre placas de cultivo de 60 y 100 mm.

Protocolo de inmunoprecipitacion
Los cultivos se ayunan en medio minimo (Neurobasal con KCI 50 mM)
durante 3-4 horas Yy posteriormente se hace el tratamiento
correspondiente (estimulacion con IGF-I 107 M o glutamato 100 pM).
Tras la estimulacion se despegan y homogenizan las células con
tampadn de lisis y un rascador.
Se incuba el sobrenadante durante toda la noche a 4° C con el
anticuerpo contra la proteina de interés a la concentracion
correspondiente (entre 1:200 y 1:1000, segUn el anticuerpo).
Se afiaden 30 pl/ml de proteina A-sefarosa2 y se mantiene a 4°C
durante 2 horas con agitacion intensa.
Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 1 minuto, se aspira el
sobrenadante y se hacen 3 lavados sucesivos del precipitado con
tampon de lisis.
Tras el dltimo lavado se aspira el sobrenadante y se mezcla el
precipitado con 65 pl de tampdn de carga. Se hierven las muestras
durante 5 minutos y se congelan o se corren en gel de electroforesis en
condiciones desnaturalizantes para realizar un Western Blot (ver

apartado siguiente).
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TAMPON DE LISIS

Concentracion

Tris-HCI, pH 7.4°
NaCl°®

Glicerol®

Cacl,"

MgCl,°

NP-40¢
Aprotinina®
Leupeptina®
PMSF*

Vanadato Sédico®

20 mM
150 mM
10 %
1 mM
1 mM
1%

1 pg/mi
1 pg/ml
100 pM

400 puM

ANTICUERPOS

Los anticuerpos utilizados fueron los mismos que empleamos en la técnica de

Western Blot (ver apartado 4 de materiales y métodos). Todos ellos fueron

utilizados a una concentraciéon de 1:250.

2 Amersham-Pharmacia-Biotech; ® Roche; ¢ Panreac; ¢ Sigma.
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4. ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Mediante la técnica de electroforesis de proteinas se logra la separacion,

mediante la aplicacion de un campo eléctrico a través de un polimero (gel de

acrilamida/bisacrilamida), de las proteinas contenidas en una mezcla compleja

en funcién de su tamafio. Tras su separacion las proteinas son transferidas a un

soporte solido (membrana de nitrocelulosa) sobre el que se realiza el marcaje de

la proteina de interés empleando anticuerpos especificos (Western Blot).

Protocolo para electroforesis de proteinas y Western Blot
Se empled un equipo de electroforesis de proteinas de Bio-Rad para
minigeles. En cada pocillo se cargaron de 25 a 50 g de proteina total
de cada muestra diluida previamente en tampon de carga reductor. Se
utilizaron geles de Acrilamida/Bisacrilamida2 con una concentracion
comprendida entre el 8 y el 12% segln el tamafio de la proteina de
interés. Los geles fueron corridos durante toda la noche a 18-20 V.
Tras la separacion, las proteinas fueron electrotransferidas durante 2
horas a 250 mA a una membrana de nitrocelulosa®? empleando un
equipo de transferencia de geles de BioRad. La transferencia se realiza
en tampon Towbin y a temperatura controlada.
Tras la transferencia la membrana se lava brevemente con agua
destilada y se realiza un bloqueo de los sitios de unién inespecificos
mediante una incubacion con leche desnatada al 8% en TTBS (Tween-
Tris Buffer Saline).
Se incuba la membrana durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario a la concentracion correspondiente (normalmente 1:1000) en
TTBS con BSA (Bovine Serum Albumine)c al 2.5% y azida 0.01M.
La membrana se lava 3 veces con TTBS.
Se incuba la membrana durante 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario correspondiente (en funcion del tipo de

anticuerpo primario)
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e Lamembrana se lava 3 veces con TBS (Tris Buffer Saline).

e Se incuba la membrana con una solucion quimioluminiscented para
realizar la inmunodeteccion. La membrana se expone un tiempo variable
con una pelicula de autorradiografia (Hyperfilm)d y se revela

inmediatamente.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Tipo Uso
GluR 1° Policlonal de conejo 1:1000
GluR 2/3' Policlonal de conejo 1:1000
GluRr 6° Policlonal de cabra 1:1000
GSK-3p" Monoclonal de ratén 1:1000
Fyn' Policlonal de conejo 1:1000
Lyn® Policlonal de conejo 1:1000
PY20 (P-Tyr)" Monoclonal de ratén 1:1000
KM (P-Tyr)' Policlonal de conejo 1:1000
FAK®Y Policlonal de cabra 1:1000
P-MAP-K* Policlonal de conejo 1:1000
P-Akt* Policlonal de conejo 1:1000
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ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Tipo Uso
Anti-conejo’ Unido a peroxidasa 1:20000
Anti-rat6n! Unido a peroxidasa 1:20000
Anti-cabra® Unido a peroxidasa 1:20000
Proteina A/G? Unido a peroxidasa 1:20000

2 BioRad; ® SS; ©¢ Sigma; ° Amersham-Pharmacia-Biotech; ¢ Chemicon;

Anticuerpo generado por Eva Garcia Galloway (Instituto Cajal); ¢ Santa Cruz; "
Transduction Laboratories; 'Anticuerpo generado por Sebastidn Pons Fuxa

(Instituto Cajal); ! Jackson; ¥ New England Biolabs.

DENSITOMETRIA

Tras el revelado, la pelicula de autorradiografia fue escaneada a una
resolucion grafica de 150 ppp empleando un scanner marca Primax. La
cuantificacién de las bandas se realiz6 empleando el programa 1D-Manager de

la empresa TDI.
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5. EXTRACCION DE MEMBRANAS CELULARES

Para realizar la separacion de los lisados totales procedentes de cultivos
de 13 dias post-siembra en distintas fracciones celulares nos basamos en el

protocolo de Arai y Cohen (Arai, M. et al., 1994).

Protocolo para la preparacion de extractos de membranas

e Se lisan las células por choque osmdtico empleando un tampon de
extraccion de membranas. Se rascan las células del fondo de la placa
de cultivo y se homogenizan empleando una punta de pipeta.

e El lisado se centrifuga a 1000 g durante 10 minutos con objeto de
precipitar la fraccion nuclear y el citoesqueleto.

e El sobrenadante se centrifuga a 25000 g durante 10 minutos. En el
precipitado estaran las membranas plasmaticas. Ahora se resuspende
en solucion fisioldgica, tampoén de carga o tampon de lisis segln el tipo

de ensayo bioldgico a realizar.

TAMPON DE EXTRACCION DE MEMBRANAS:

Concentracion

NaHCO3® 5 mM
Aprotinina® 1 pg/ml
Leupeptina® 1 ug/ml
PMSF® 100 pM

4 Merck; ® Sigma
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6. ELECTROFISIOLOGIA

Para realizar los registros electrofisiologicos empleamos la técnica de

parche (patch-clamp) en la modalidad de célula completa.

6.1. EQUIPOS Y SOLUCIONES EMPLEADAS

6.1.1. Camara de registro

La camara de registro consistio en una placa de Petri de material plastico
cortada con un volumen final de 2 ml. En la camara se colocaban, sobre una
gota de vaselina médica, los cubreobjetos de 20 mm que contenian las células a
estudiar. Las células fueron visualizadas mediante un microscopio Nikon
colocado dentro de una torre con tres sistemas de micromanipuladores que
permitian el movimiento por separado de la pipeta de registro, la placa de
registro y el sistema de perfusion. A su vez todo el sistema estaba acoplado
sobre una mesa con dispositivo neumatico de amortiguacion que impedia la

transmision de las vibraciones ambientales a la preparacion.

Todos los experimentos fueron realizados a T2 ambiente (20-23 °C).

6.1.2. Microelectrodos

Se emplearon electrodos de plata clorurada (Ag/AgCl) incluidos en
micropipetas de vidrio afilado rellenas con la solucion intracelular. Las
micropipetas se obtuvieron a partir de microcapilares de vidrio de borosilicato

(WPI) de 1.5 mm de didmetro externo y 0.7 mm de diametro interno con un fino
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capilar interno para facilitar el llenado. Para su fabricacibn se empledé un
estirador de pipetas (modelo P80, Sutter Instruments). La resistencia de las
micropipetas oscilé entre 4-8 MOhm. Como electrodo de referencia se empled un
electrodo indiferente de plata clorurada (Ag/AgCl) de baja resistencia en
comunicacion con la solucion de perfusion a través de de un puente salino de
agar (agar al 3% con KCl a una concentracibn menor o igual que la

concentracién de cloruros de la solucion intracelular).

6.1.3. Sistema de perfusiéon y estimulacién

La entrada del liquido en la camara de registro se hizo por gravedad
mientras que la salida se hizo por aspiracion. Se empled una doble linea de
entrada, una con solucién extracelular normal y otra con solucién extracelular

modificada (con IGF-I, inhibidores, etc.)..

Para la estimulacion de las células se emple6 un sistema de micropulsos
de aire comprimido (Picospritzer 1l, General Valve). Este sistema estaba
conectado a un capilar de vidrio afilado (una pipeta de las empleadas para el
registro electrofisiolégico) llena de la solucién con la que queriamos estimular a
la célula. Esta pipeta estaba conectada al sistema impulsor del aire y unida,
mediante un vastago de metal, a un sistema de micromanipulacién que permitia

moverla y colocarla de una forma muy precisa en la posicién deseada.

6.1.4. Soluciones de registro

Las soluciones extra e intracelular empleadas fueron tomadas, con
ligeras modificaciones, de los trabajos del grupo de Connor (Yuzaki, M. et al.,
1996).
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SOLUCION EXTRACELULAR

Concentracion

NacCl? 150 mM
KCI? 5mM
CaCl," 2 mM
Mg,S04° 2mM
Hepes® 10 mM
Glucosa? 20 mM

El pH se ajust6 a 7.3-7.4 empleando NaOH. La osmolaridad se ajusto en
torno a los 310-315 mOs.

SOLUCION INTRACELULAR

Concentracién

Gluconato Potéasico” 130 mM
KCl? 10 mM
CacCl,? 1 mM
MgCl,° 2 mM
EGTAP 11 mMm
Hepes® 10 mM
Nap-ATP® 2mM
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En este caso el pH se ajustdé a 7.3 empleando KOH. La osmolaridad se
ajusté en 290-300 mOs.

2 panreac; ” Sigma; © Merck

6.1.5. Drogas y toxinas

AGONISTAS Y MODULADORES

Concentracion

Glutamato® 1M
AMPAP 10 mM
Kainato® 1 mM
NMDA? 50 mM
IGF-1° 10 M
BLOQUEANTES

Concentraciéon

Wortmanina® 100 mM
JB-1° 10° M
PD98059' 20 pM

2 Sigma; ® Genosys; © Tocris; ¢ Gro. Pep.; ¢ Chiron; "New England Biolabs.
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6.2 DESCRIPCION DE LA TECNICA

Los registro electrofisiologicos se realizaron empleando la técnica de
parche (patch-clamp) en su configuracion de célula completa. Se emplearon dos

modalidades:

e modalidad de fijacion de voltaje o “voltage-clamp”, para detectar
las distintas corrientes que atraviesan la membrana de la célula

registrada.

e modalidad de fijacibn de corriente o “current-clamp”, para

detectar los cambios del potencial transmembrana en la célula.

Para realizar los registros se empleé un amplificador EPC-7 (List
Electronics). Los estimulos de voltaje o de corriente y las correspondientes
respuestas de corriente o voltaje de la célula (segun estuviéramos en fijacion de
corriente o fijacion de voltaje), fueron visualizadas en un osciloscopio digital
(Tektronic 2221). Las sefiales de estimulacion y las respuestas de las células se
generaron y se registraron, respectivamente, empleando el programa de
ordenador “Clampex”, incluido dentro del conjunto de programas pClamp
(version 5.5.1; Axon Instruments), mediante un ordenador PC386SX, a través de
una tarjeta de conversion analogico-digital. Las frecuencias utilizadas para la
digitalizacion de los registros nunca fueron inferiores a 2 kHz ni superiores a los
0.3 MHz. Los registros fueron filtrados (con frecuencias de corte nunca inferiores

a 1 KHz) mediante el uso de un filtro externo (Kemo, tipo VBF/4).

Los experimentos se realizaron de acuerdo con lo descrito previamente
por Hamill et al. 1981 (Hamill, O. P. et al., 1981). Inicialmente partimos de la
configuracion de fijacion de voltaje. Al introducir la pipeta en el bafio, y antes de
tocar la membrana, se compensoé la diferencia de potencial entre el electrodo de
la pipeta y el indiferente o electrodo de referencia. La pipeta de registro se
presioné mediante un macromanipulador contra la célula y se aplicé succion a
través de un tubo conectado a ella. De este modo se establece un contacto de

alta resistencia (del orden de GigaOhmios=10" Ohmios) entre la pipeta y la
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membrana llamado “gigaseal” o sello de alta resistencia. En ese momento se
cambié6 el potencial de la pipeta a valores negativos (semejantes a potencial de
membrana, en torno a los —70 mV respecto al potencial del bafo), y se
inyectaron una serie de pulsos repetitivos de 10 mV de amplitud, para el
seguimiento de los cambios de corriente que se producian a través de la pipeta
de registro. En ese momento se empled el sistema r4pido de compensacion de
la capacidad (C-FAST) para compensar las corrientes transitorias provocadas
por la capacidad del soporte de la pipeta (holder) y las paredes de la pipeta. A
continuacion se continué succionando lentamente hasta que se produjo un
incremento brusco en el tamafio de los transitorios capacitivos. Esta corriente
adicional se consider6 como la contribucion de toda la capacidad de la
membrana celular a la capacidad de la pipeta previamente compensada una vez
se hubo roto el fragmento de membrana que separaba el interior de la célula del
interior de la pipeta. A continuacién se dejo la célula en reposo unos minutos
para estabilizar el contacto membrana-pipeta y permitir que se produjera la
dializacion del contenido intracelular. Una vez el acceso al interior de la célula se
estabiliz6 se empleé el sistema de compensacion lento (C-SLOW) para la
compensacion de los transitorios lentos, que son un reflejo del valor de la
capacidad celular. Antes de la realizacion de los registros electrofisiolégicos se
compenso6 en un 60 a un 80% la resistencia en serie (Rs) con objeto de evitar
errores en la medida del potencial de membrana y en el registro de las corrientes

rapidas que se generen.
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACION DEL CULTIVO DE CELULAS GRANULARES DE
CEREBELO

Todos los experimentos se realizaron empleando cultivos de células
granulares de cerebelo. Estas células son las mas numerosas de todo el
sistema nervioso y se localizan en la capa granular del cerebelo. Sus axones no
mielinizados ascienden hasta alcanzar la capa molecular donde se bifurcan en T,
formando las llamadas fibras paralelas. Estas fibras se extienden,
perpendiculares a las dendritas de las células de Purkinje, por una distancia de
varios milimetros y establecen sinapsis con las dendritas distales de varios miles
de éstas neuronas. Cada Purkinje recibe informaciéon de, aproximadamente,
200.000 fibras paralelas. El potencial de accién evocado por estas fibras en las
células de Purkinje es gradual y se conoce con el nombre de espiga simple (Ito,
M., 1984).

1.1. CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Todo el estudio lo hemos realizado utilizando cultivos de entre 3 y 13 dias
post-siembra obtenidos a partir de cerebelos de ratas Wistar de 7 a 9 dias de
edad postnatal. A estas edades las células granulares de cerebelo constituyen

un modelo ideal ya que:

1) expresan tanto el receptor de IGF-I como todo su sistema de
traduccién de sefal: al estimular el cultivo con IGF-I se produce la
activacion por fosforilacion de dos proteinas (MAP-quinasa y Akt)
asociadas a las dos rutas principales de sefializacion del IGF-I: la ruta
de la PI3-quinasa (PI13-K) y la ruta de la MAP-quinasa (MAP-K) (ver
figura 1, apartado A).
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2) poseen todos los tipos de receptores de glutamato. Sin embargo,
como pudimos comprobar al realizar una caracterizacion bioquimica
de los niveles de expresion de las subunidades de estos receptores a
diferentes tiempos, no todas las subunidades se expresan desde el
primer dia de cultivo. Al comienzo de nuestro estudio no existian
anticuerpos comerciales contra todos los tipos de subunidades por lo
gue nos centramos en estudiar la expresion de las subunidades
GluR1 y GIuR2/3 de los receptores de AMPA y la subunidad GIuR6

de los receptores de Kainato.

Al realizar el curso temporal de expresion de la subunidad 1 del receptor
de AMPA (GluR1) observamos que no existe un nivel apreciable de expresion

hasta el dia 13 de cultivo (ver figura 1, apartado B).

Respecto a la subunidad GIuR2/3 del receptor de AMPA (el anticuerpo
que utilizamos reconoce un epitopo comdn para ambas subunidades y no
permite discriminar entre GIuR2 y GIuR3), es posible detectar la expresion de
dicha subunidad desde el dia 1 de cultivo y su nivel de expresion aumenta

progresivamente hasta dia 13 (ver figura 1, apartado C).

En el caso de la subunidad GluR6 del receptor de Kainato, su expresion
comienza aproximadamente en el dia 6 de cultvo y se incrementa

considerablemente hasta el dia 13 (ver figura 1, apartado D).

1.2. CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA

Desde un punto de vista electrofisiolégico las células granulares resultan
muy adecuadas ya que, debido a su pequefio tamafio y a su forma redondeada
con pocas prolongaciones, es relativamente sencillo fijar su potencial de
membrana evitando asi los errores experimentales derivados de un mal control

del potencial.
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En nuestros cultivos realizamos registros electrofisiolégicos de la
actividad de los distintos receptores ionotropicos de glutamato (AMPA, Kainato y
NMDA) a diferentes tiempos. Todos los registros fueron realizados mediante la
técnica de parche (patch-clamp) en célula completa en la modalidad de fijacion
de voltaje (ver materiales y métodos). En los primeros dos dias de cultivo se
observd una gran inestabilidad en las respuestas por lo que todos los registros

fueron realizados a partir del dia 3.

En el caso de los receptores de AMPA, en los primeros dias no se
observan respuestas apreciables a la estimulacién por AMPA 10 mM y hubo que
esperar hasta el dia 11 y posteriores para obtener respuestas apreciables y
estables (ver figura 2, apartado A). Esta falta de respuesta a la estimulacion por
AMPA en los primeros dias en cultivo ha sido observada también en cultivos de
células piramidales de hipocampo (Lerma, J., 1997). Por este motivo todos los
registros electrofisiolégicos de la actividad de los receptores de AMPA los

realizamos empleando cultivos de mas de 11 dias post-siembra.

En el caso de los receptores de Kainato comprobamos que desde el
primer dia de cultivo es posible obtener respuestas estables a la estimulacién por
Kainato 1 mM (ver figura 2, apartado B). En general las respuestas de Kainato se
caracterizan por su gran estabilidad independientemente de la edad del cultivo.
Realizamos todos los experimentos a partir del dia 3 y hasta el dia 8 como
maximo, ya que a este tiempo de cultivo, las células granulares no responden a
la estimulacion por AMPA (ver figura 2, apartado A) y, de este modo, evitamos
los problemas de activacibn cruzada que presentan ambos agonistas,

asegurando que obtenemos respuestas puras de Kainato.

Desde el dia 3 los cultivos de células granulares presentaron respuestas
medibles a la estimulacion con NMDA 50 mM (ver figura 2, apartado C) por lo
gue los estudios con estos receptores se realizaron desde el dia 4 y hasta el dia
8.
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Al estimular los cultivos con glutamato 1 M pudimos registrar respuestas
medibles y estables desde el dia 3 de cultivo (ver figura 2, apartado D) por lo que

los experimentos fueron realizados desde el dia 3 hasta el dia 13 post-siembra.
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2. EFECTOS MODULADORES DEL IGF-I SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LOS RECEPTORES IONOTROPICOS DE GLUTAMATO

A lo largo del tiempo se han ido acumulando evidencias que apoyan la
hipotesis de que el IGF-I podria estar mediando mecanismos de plasticidad
sinaptica en el SNC. Datos indirectos obtenidos por nuestro laboratorio sugieren
que el IGF-I podria actuar como modulador de la actividad de los receptores de
glutamato en el cerebelo de la rata adulta y que podria estar participando en
procesos plasticos en esa estructura (Castro-Alamancos, M. A. et al., 1996;

Castro-Alamancos, M. A. et al., 1994; Castro-Alamancos, M. A. et al., 1993).

Con objeto de caracterizar el posible efecto modulador del IGF-I sobre la
actividad de los receptores ionotropicos de glutamato, realizamos registros
electrofisioldgicos en células granulares de cerebelo de edades comprendidas
entre 3 y 13 dias de cultivo, eligiendo la edad mas adecuada para cada tipo de
receptor. En todos los experimentos se emplearon células con una morfologia
similar (bipolar) y, aproximadamente, el mismo tamafo estimado en base a dos

parametros:

e Medida directa del tamafio del cuerpo celular mediante la utilizacion
de una escala graduada situada en el ocular del microscopio. Las

células elegidas tenian tamafios comprendidos entre 15y 25 um.

e Calculo de la capacidad de la membrana mediante la compensacion
de la C-slow. La C-slow sirve como valor estimativo del tamafio
celular (ver materiales y métodos). Las células elegidas tenian

capacidades comprendidas entre 55y 75 pF.
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2.1. DEPRESION DE LAS RESPUESTAS DEL RECEPTOR DE AMPA
INDUCIDA POR IGF-I

Para estudiar el efecto modulador del IGF-1 sobre la actividad del receptor
de AMPA disefiamos una serie de experimentos en los que realizamos registros
electrofisiol6gicos de células granulares estimuladas con una breve infusion (20-
50 ms) de una solucion de AMPA 10 mM. Desechamos todas aquellas células
que no presentaron respuestas estables a la estimulacién por AMPA (en todos
los casos se esperd un tiempo variable hasta obtener una respuesta estable) o

cuya amplitud de respuesta fue inferior a 40 pA.

El IGF-I produjo una reduccién de un 30 a un 40 % de las respuestas
inducidas por AMPA en las células granulares (ver figura 3, apartado A). Este
efecto fue muy homogéneo y se produjo sobre el 100 % de las células
estudiadas (ver figura 3, apartado B). Aunque la depresion inducida por el IGF-|
es reversible se mantiene durante todo el tiempo que el IGF-I permanece en la
solucion extracelular. Tras sustituir el medio por una solucion sin IGF-1 el efecto
se lava de forma progresiva en un tiempo minimo de 14 minutos aunque, como
se ve en el apartado A de la figura 3, en ninguno de los casos estudiados

conseguimos un 100 % de lavado.

2.2. POTENCIACION DE LAS RESPUESTAS DEL RECEPTOR DE
KAINATO INDUCIDA POR IGF-|

Para estudiar el posible efecto modulador del IGF-I sobre los receptores
de Kainato realizamos registros electrofisiologicos en células granulares en
cultivo estimuladas con una breve infusion (20-50 ms) de una solucion de
Kainato 1 mM. De nuevo, desechamos todas aquellas células que no

presentaron respuestas estables a la estimulacion por Kainato (aunque, en
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general, las respuestas inducidas por Kaihato son muy estables) y todas

aquellas cuya amplitud de respuesta fue inferior a 100 pA.

En este caso el IGF-I tuvo el efecto contrario al del AMPA y produjo una
potenciacion de las respuestas inducidas por el Kainato sobre las células
granulares (ver figura 4, apartado A). En total el IGF-I produjo de un 40 a un 80
% de aumento de las respuestas de Kainato. Sin embargo este efecto no fue tan
homogéneo como en el caso del receptor de AMPA ya que ocurrié sobre el 78 %
de las células estudiadas, mientras que en un 11 % el IGF-I produjo una
depresion de la respuesta y no tuvo efecto en el 11 % restante (ver figura 4,
apartado B). También en este caso el efecto del IGF-1 se mantiene durante todo
el tiempo que estd presente en la solucion extracelular. De nuevo es un efecto

reversible que es posible lavar en un tiempo minimo de 17 minutos.

2.3. EL IGF-I NO TIENE EFECTO SOBRE LAS RESPUESTAS DE LOS
RECEPTORES DE NMDA

Realizamos registros de las respuestas de las células granulares de 8
dias post-siembra a la estimulacion con NMDA desechando todas aquellas
células que no presentaron respuestas estables y todas aquellas cuya amplitud

de respuesta fue inferior a 50 pA.

En este caso el IGF-I no tuvo ningun efecto sobre la respuesta de las
células granulares a la estimulacion con NMDA 50 mM. La amplitud de la
respuesta control fue exactamente igual a la amplitud de la respuesta tras
estimulacion con IGF-I, independientemente del tiempo que el IGF-I permanecio
en el bafio (20 minutos maximo) (ver figura 5, apartado A). Esta falta de efecto la
pudimos observar en el 86 % de las células estudiadas (ver figura 5, apartado B)
mientras que, tan sélo en un 11 % de ellas, el IGF-I produjo una depresién de la

respuesta inducida por el NMDA.
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2.4. EL IGF-I TIENE DISTINTOS EFECTOS SOBRE LAS RESPUESTAS
INDUCIDAS POR EL GLUTAMATO

En los experimentos previos hemos utilizado agonistas especificos para
estudiar el efecto modulador del IGF-I sobre la actividad de cada uno de los tipos
de receptores ionotropicos de glutamato presentes en las células granulares. El
glutamato, sin embargo, produce una activacién de todos los tipos de receptores
de glutamato presentes en la célula. En este caso las células fueron estimuladas
mediante una breve infusion (20-50 ms) con una soluciéon de glutamato 1 M.
Como siempre desechamos todas células que no presentaron respuestas
estables asi como todas aquellas cuya amplitud de respuesta fue inferior a 35
PA.

El IGF-I tuvo efectos moduladores distintos sobre las respuestas de las
células granulares a la estimulacion con glutamato. En una serie de células
(44%) el IGF-I produjo una potenciacion de la respuesta inducida por el
glutamato, produciendo de un 40 a un 50 % de aumento de la respuesta
original, mientras que en otra serie de células (44%) el IGF-I indujo una
depresion de dicha respuesta produciendo de un 20 a un 35 % de reduccion
(ver figura 6, apartados A y B). En otro pequefio porcentaje de células (12%) el
IGF-1 no tuvo ningun efecto. Al igual que en los casos anteriores, el efecto es
reversible y se lava de forma progresiva tras sustituir el medio por una solucién
sin IGF-I. Tampoco en ninguno de los casos estudiados conseguimos un 100 %
de lavado del efecto modulador del IGF-I. No existe ninguna relacion aparente

entre el tipo de efecto y la edad del cultivo, tamafio o morfologia celular.

Todo lo anterior indica que el IGF-I tiene un efecto modulador rapido y
reversible sobre las respuestas de los receptores ionotrépicos de glutamato. Este
efecto es distinto, e incluso opuesto, segun el tipo de receptor de glutamato lo
que sugiere que el IGF-I podria tener distintos efectos sobre tipos celulares

similares dependiendo de su composicion de receptores.

61



Resultados

3. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN EL EFECTO
MODULADOR DEL IGF-I SOBRE LOS RECEPTORES IONOTROPICOS
DE GLUTAMATO

3.1. VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA MODULACION POR
IGF-1 DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE KAINATO

A diferencia de los receptores de AMPA, la fisiologia y funcion de los
receptores de Kainato dentro del SNC es mucho menos conocida. Se ha visto
gue estos receptores se localizan tanto en sitios singpticos (Castillo, P. E. et al.,
1997) como extrasingpticos (Rodriguez-Moreno, A. et al.,, 1997) y que en
determinadas areas cerebrales podrian estar mediando la transmisién sinéptica
rapida aunque, a este respecto, los datos son contradictorios (Lerma, J. et al.,
1997). Se ha sugerido también que el Kainato podria estar implicado en algunas
enfermedades como la epilepsia (Contractor, A. et al., 2000; Rodriguez-Moreno,
A. et al., 1997) y, recientemente, se ha descrito un posible efecto metabotrépico
de este tipo de receptores, relacionandolos con la modulacion de la liberacion de

ciertos neurotransmisores en el SNC (Rodriguez-Moreno, A. et al., 1998).

Hasta el momento no se ha descrito ninguna modulacion del receptor de
Kainato dependiente de factores de crecimiento por lo que la potenciaciéon
inducida por el IGF-1 constituye la primera evidencia de un efecto modulador

mediado por un factor tro6fico sobre este tipo de receptores.

Con objeto de determinar la via implicada en el efecto modulador del IGF-
| utilizamos drogas especificas para bloquear la ruta de sefializacion del IGF-I en
diferentes puntos. Inicialmente realizamos un bloqueo del receptor de IGF-I
utilizando JB-1 (10°M), un péptido inactivo analogo al IGF-I que produce una
inhibicion competitiva de su receptor. Utilizando este inhibidor pudimos bloquear

completamente la accion del IGF-1 en, aproximadamente, el 70% de los casos
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estudiados (n=9), mientras que en el 30% restante no se produjo bloqueo del

efecto del IGF-I (ver figura 7, apartado A).

Para estudiar la posible participacion de la ruta de la PI3-quinasa
realizamos un bloqueo de esta quinasa utilizando Wortmanina (100 nM). Este
inhibidor a la concentracion utilizada produjo un bloqueo total en el 100% de los
casos estudiados (n=7) del efecto potenciador del IGF-I sobre la actividad de los

receptores de Kainato (ver el apartado A de la figura 7).

Con objeto de ver la implicacion de la ruta de la MAP-quinasa
blogueamos a esta enzima empleando un inhibidor especifico, el PD98059 (20
HM). Como se puede ver en el apartado A de la figura 7, este bloqueante no fue
capaz de inhibir el efecto del IGF-I en el 90% de los casos (n=10), mientras que
tan so6lo en una de las células estudiadas produjo un bloqueo total del efecto

modulador del IGF-I.

De estos experimentos de bloqueo de la via de sefializaciéon del IGF-I se
deduce que el efecto potenciador de este factor trofico sobre la actividad del
receptor de Kainato es dependiente de la activacion de la ruta de la PI3-quinasa

e independiente de la activacién de la ruta de la MAP-quinasa.

3.2. MECANISMO MOLECULAR IMPLICADO EN LA DEPRESION
DEPENDIENTE DE IGF-I DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE
AMPA

Para determinar los mecanismos moleculares que median el efecto
modulador del IGF-I sobre las respuestas de los receptores ionotropicos de
glutamato decidimos centrarnos en los receptores de AMPA debido a su enorme
importancia biolégica. Estos receptores median la mayor parte de la

neurotransmisién excitatoria rapida del SNC de mamiferos y se piensa que su
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modulacion dependiente de actividad esta en la base de los procesos de
plasticidad sinaptica que se producen el cerebro adulto. Evidencias previas de
nuestro laboratorio sugieren que estos receptores podrian estar siendo
modulados “in vivo” por el IGF-I (Castro-Alamancos, M. A. et al., 1996; Castro-
Alamancos, M. A. et al., 1994; Castro-Alamancos, M. A. et al., 1993), aunque se
desconocen los mecanismos moleculares a través de los cuales este factor

trofico podria estar produciendo dicho efecto.

Como hemos visto, el IGF-I modula de forma diferencial las respuestas
de los receptores de glutamato en células granulares de cerebelo. La eficacia de
una conexioén sindptica se puede variar a través de diferentes mecanismos entre
los que se incluyen la modificacién de la disponibilidad de receptores y/o la
regulacion de su estado funcional. La disponibilidad de receptores en la célula
postsinaptica puede estar regulada por procesos de endocitosis/exocitosis de
receptores funcionales y/o por cambios morfoldégicos a nivel de los contactos
sinpticos. El estado funcional de un receptor se puede modificar mediante
varios mecanismos entre los que destacan la modificacion de su estado de

fosforilacion y la modulacion de interacciones con otras proteinas e iones.

3.2.1. Modulacién por IGF-I de la disponibilidad de receptores de AMPA en

la membrana plasmatica de la célula postsinaptica

Aunque tradicionalmente se pensaba que los mecanismos que regulan la
disponibilidad de receptores en la célula postsindptica eran muy lentos
actualmente hay un nuamero creciente de evidencias que indican que estos
procesos se regulan muy rapidamente, pudiendo mediar fenbmenos plasticos a

corto plazo (Turrigiano, G. G., 2000; Luscher, C. et al., 1999).

Basandonos en estos datos disefiamos una serie de experimentos con
objeto de estudiar si la depresion inducida por el IGF-I sobre la respuesta de los

receptores de AMPA podia deberse a una modulacion de la disponibilidad de
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dichos receptores en la célula postsinaptica. Todos los experimentos se
realizaron con cultivos de células granulares de cerebelo de 13 dias post-
siembra con objeto de que existiera un nivel suficiente de expresion de las
distintas subunidades de los receptores de glutamato. Previamente a la
estimulacion, las células se ayunaron de 3 a 4 horas con un medio sin factores
troficos (Neurobasal con KCI 25 mM). El cultivo se estimulé afiadiendo el IGF-I
directamente en el medio de ayuno a una concentracion de 107 M y
manteniéndolo durante 5 minutos, o afladiendo glutamato a una concentracion

de 100 pM durante 3 minutos.

Para detectar la posible internalizacion de los receptores de AMPA
inicialmente marcamos todas las subunidades de tipo 2 del receptor de AMPA
(GluR2) localizadas en la membrana plasmética empleando un anticuerpo que
reconoce un epitopo extracelular de la regién N-terminal (extracelular) de esta
subunidad. Una vez marcadas estimulamos a las células durante 5 minutos con
IGF-I o durante 3 minutos con glutamato. Tras la estimulacién se produjo una
reduccion de la marca fluorescente en la membrana plasmatica (ver figura 8,
apartado A) lo que sugiere que se ha producido una internalizacion de la
subunidad 2 o una pérdida de inmunoreactividad. La posterior cuantificacion
mediante analisis de imagen confirmd este descenso de fluorescencia en la
membrana plasmatica. El glutamato tuvo el mismo efecto que el IGF-1y, en este
caso, lo utilizamos como control positivo ya que recientemente se ha descrito
que induce una internalizacion del receptor de AMPA a través de un mecanismo
de endocitosis mediada por vesiculas de clatrina (Turrigiano, G. G., 2000;
Carroll, R. C. et al., 1999).

Posteriormente estudiamos la cantidad de receptor presente en los
distintos compartimentos mediante la técnica de Western Blot empleando un
anticuerpo especifico contra la subunidad 2/3. Tras el tratamiento con IGF-1 y/o
con glutamato realizamos una separacion diferencial de los lisados celulares
procedentes del cultivo en fraccibon de membrana y fraccion citoplasmica
observando que, tanto el IGF-I como el glutamato, producen un rapido descenso

(en un tiempo inferior a 5 minutos) de los niveles de proteina de la subunidad 2/3
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detectada en la fraccion de membrana (ver figura 8, apartado B). Como se puede
observar en el apartado C de la figura 8, este descenso de los niveles de
GIluR2/3 en la membrana va acompaiado, en paralelo, por un ligero incremento
de los niveles de esta subunidad en la fraccion citoplasmica. Esto se podria
interpretar como que el IGF-I estd induciendo un desplazamiento de la
subunidad 2/3 del receptor de AMPA desde la membrana plasmética al interior
celular, produciendo una disminucion de los niveles de proteina en la fraccion de

membrana y un incremento en la fraccion citoplasmica.

Mediante esta serie de experimentos podemos concluir que tanto el IGF-I
como el glutamato, su ligando endbgeno, producen una rapida internalizacion de
la subunidad 2 del receptor de AMPA lo que conduciria a una reduccion del
namero de receptores de AMPA situados en la membrana plasmatica o a una
variacién de su funcionalidad. Este podria ser un posible mecanismo que podria

explicar el efecto depresor del IGF-I sobre la actividad del receptor de AMPA.

3.2.2. Modificacion del estado de fosforilacion de una proteina asociada a

la subunidad 2/3 del receptor de AMPA

Uno de los posibles mecanismos de regulacién de la actividad de los
receptores y canales ionicos en el cerebro es la modificacion covalente de su
estructura por la incorporaciéon de grupos fosfato en residuos de serina (Ser),
tirosina (Tyr) o treonina (Thr). Desde hace tiempo se sabe que la actividad de los
receptores de glutamato se modifica por fosforilacion de sus subunidades
(Raymond, L. A. et al., 1994; Roche, K. W. et al., 1994).

Con objeto de estudiar la capacidad del IGF-I para inducir una
modificacion en el estado de fosforilacion de las subunidades del receptor de

AMPA o de proteinas asociadas a ellas, disefiamos una serie de experimentos
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basados en la utilizacibn de anticuerpos fosfoespecificos. Inicialmente
comenzamos el estudio empleando anticuerpos especificos para residuos

fosforilados en tirosina.

Tras la estimulacién con IGF-I realizamos una inmunoprecipitacion de
todas las proteinas con residuos de tirosina fosforilados presentes en el cultivo
comprobando que, tras 5 minutos de estimulacion con IGF-I, se produce un
considerable aumento del nivel de fosforilacion en tirosina de la subunidad 2/3
del receptor AMPA o de una proteina asociada a ella (ver figura 9, apartado A).
Tras 15 minutos de exposicién al IGF-I, su estado de fosforilacion vuelve al nivel
basal (figura 9, apartado A). En este experimento utilizamos a la proteina FAK
(Focal Adhesion Kinase) como control positivo de la accién a medio plazo del
IGF-1 ya que, como se ha descrito, resulta fosforilada en tirosina por efecto del

IGF-I con un curso temporal lento (15 minutos) (Kim, B. et al., 1998).

Cuando realizamos la inmunoprecipitacion opuesta utilizando un
anticuerpo especifico contra la subunidad 2/3 podemos ver que esta subunidad
no esta fosforilada basalmente en residuos de tirosina y que el IGF-1 no varia su
estado de fosforilacién (figura 9, apartado B). Esto indica que el incremento de
fosforilacion en tirosinas inducido por el IGF-1 no se produce sobre la propia
subunidad sino sobre una proteina asociada a ella. Aunque inicialmente se
sugiri6 que los receptores de glutamato podian fosforilarse en residuos de
tirosina (Moss, S. J. et al.,, 1993) ya que sus subunidades presentan sitios
potenciales de fosforilacion, actualmente se sabe que las subunidades de los
receptores de AMPA se fosforilan exclusivamente en residuos de serina y
treonina (Carvalho, A. L. et al., 1999; Matsuda, S. et al., 1999; Roche, K. W. et
al., 1996; Nakazawa, K. et al., 1995). El receptor de AMPA, sin embargo, forma
complejos multimoleculares con gran nimero de proteinas por lo que es muy
posible que la subunidad 2/3 esté asociada a alguna proteina susceptible de ser
fosforilada en tirosinas por el IGF-I y que sea esta proteina desconocida la que
co-inmunoprecipite junto a GIuR2/3 al utilizar un anticuerpo especifico contra

fosfotirosinas.
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El efecto del IGF-I sobre el nivel de fosforilacion se produce sobre una
proteina asociada especificamente a la subunidad 2/3 pero no a las subunidades
GluR1 y GIuR6 de los receptores de AMPA y Kainato respectivamente (figura 9,
apartado C).

Todos estos datos sugieren que el IGF-1 induce un aumento en el nivel de
fosforilacion en tirosinas de una proteina desconocida asociada especificamente
a la subunidad GIluR2/3 del receptor de AMPA.

3.3. MOLECULAS MEDIADORAS DEL EFECTO DEL IGF-I SOBRE LAS
RESPUESTAS DEL RECEPTOR DE AMPA

Los receptores de glutamato se asocian formando complejos
multimoleculares con gran cantidad de proteinas con funciones diversas
(proteinas estructurales, reguladoras, etc.) (Husi, H. et al., 2000; Braithwaite, S.
P. et al., 2000). En el caso del receptor de AMPA los cambios estructurales y
funcionales de los elementos que forman parte de estos complejos podrian estar
modulando su funcion asi como podrian ser responsables del proceso de
internalizacion de dicho receptor. Entre las proteinas que se asocian con los
receptores de AMPA se encuentran GRIP1 (Dong, H. et al., 1997), ABP
(Srivastava, S. et al., 1998), algunas proteinas de la familia de las Src-quinasas
como Lyn (Hayashi, T. et al., 1999) y toda una serie de nuevas proteinas cuyo
namero va en aumento (PICK1, SAP97, NSF, etc.) (Xia, J. et al., 1999; Song, |.
et al., 1998; Leonard, A. S. et al., 1998).

Inicialmente comenzamos estudiando la asociacion entre GRIP1 y el
receptor de AMPA comprobando que, como posteriormente fue descrito por
otros autores (Dong, H. et al., 1999), en células granulares de cerebelo no existe
interaccion entre ambas proteinas debido al bajo nivel de expresion de GRIP1
(datos no mostrados), por lo que decidimos continuar estudiando la interaccion
del receptor AMPA con las Src-quinasas. Estas proteinas presentan una

expresion muy abundante en cerebro, especialmente en conos de crecimiento y
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en regiones postsinapticas (Hanissian, S. H. et al., 1992; Grant, S. G. et al.,
1992) donde se agrupan con otras proteinas formando parte de los complejos
multimoleculares de distintos receptores. Hasta el momento se han identificado 9
miembros de esta familia (Src, Fyn, Lyn, BIk, c-Fgr, Hck, Yes, Yrk y Lck) v,
algunos de ellos (Src y Fyn), son muy abundantes en la DPS. Todas ellas
poseen una estructura comuln que consiste en una regiéon N-terminal con un sitio
de miristilacion, seguido de un dominio SH2 (Src Homology-2) y un dominio SH3
(Src Homology-3), ambos responsables de su interacciébn con gran nimero de
proteinas.

Se ha visto que algunos de los miembros de las Src-quinasas se asocian
a las subunidades de los receptores de glutamato (Tezuka, T. et al., 1999;
Hayashi, T. et al., 1999) y que son capaces de modular la funcion de diferentes
tipos de canales (Sobko, A. et al., 1998) y de receptores de membrana entre los
que incluyen los receptores de glutamato (Sala, C. et al., 1999; Salter, M. W.,
1998; Kohr, G. et al., 1996; Grant, S. G. et al., 1992). Se ha visto ademas que
estas proteinas se activan por fosforilacion en tirosina (Narisawa-Saito, M. et al.,
1999a) y que su actividad es regulada por varios tipos de factores
extracelulares entre los que se incluyen factores neuronales y factores de
crecimiento como el propio IGF-I (Narisawa-Saito, M. et al., 1999b; Lesort, M. et
al., 1999; Iwasaki, Y. et al., 1998; Sun, X. J. et al., 1996; Courtneidge, S. A. et al.,
1993). Todos estos datos sugieren que existe la posibilidad de que algun
miembro de la familia de las Src-quinasas pudiera estar actuando como

mediador de la accién moduladora del IGF-I sobre los receptores de AMPA.

3.3.1. Interacci6on de la protein-quinasa Lyn con la subunidad 2/3 del

receptor de AMPA y modulacién por el IGF-I

En el apartado 3.2.2. vimos que el IGF-I es capaz de modificar el estado
de fosforilacion en tirosina de una proteina asociada a la subunidad 2/3 lo que
podria influir en la actividad del receptor de AMPA mediante la activacion de la

internalizacion de la subunidad GIuR2 u otro mecanismo desconocido.
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Basandonos en esta observacion hemos tratado de identificar moléculas que
pudieran actuar como mediadoras de la accion del IGF-I. Para ello nos hemos
centrado en proteinas que, como Lyn, se fosforilan en residuos de tirosina, que
se asocian a las subunidades de los receptores de glutamato formando
complejos multimoleculares y que son susceptibles de ser moduladas por el IGF-

| a través de su sistema de sefializacion intracelular.

Lyn es una proteina de la familia de las Src-quinasas que se ha visto que
interacciona especificamente con la subunidad 2 del receptor de AMPA
(Hayashi, T. et al., 1999). La activacion de este receptor induce un aumento en la
actividad de Lyn lo que, a su vez, produce una activacion de diferentes proteinas

de la ruta de la MAP-quinasa.

Con el fin de estudiar si la protein-tirosin quinasa Lyn podia estar
actuando como mediadora, directa o indirecta, de los efectos del IGF-I sobre el
receptor AMPA inicialmente realizamos una inmunoprecipitacion de la proteina
Lyn mediante un anticuerpo especifico comprobando que, al igual que lo
observado por el grupo de Yamamoto (Hayashi, T. et al.,, 1999), existe una
asociacion entre la tirosin-quinasa Lyn y la subunidad 2/3 del receptor de
AMPA (ver figura 10, apartado A). Empleando un anticuerpo especifico contra la
subunidad 2/3 realizamos también la inmunoprecipitacion opuesta, confirmando
la asociacion entre ambas proteinas (figura 10, apartado B). Tras 5 minutos de
estimulacion con IGF-I podemos constatar que este factor trofico, a la
concentracion utilizada, no modifica la asociacion entre Lyn y GluR2/3 (ver

figura 10, apartado C).

Posteriormente realizamos una serie de experimentos con objeto de ver
si el IGF-1 era capaz de inducir una modificacion del nivel de fosforilacion en
tirosina de Lyn. Como hemos visto las proteinas de la familia de las Src-
quinasas, como Lyn, se activan por fosforilacién en tirosinas por lo que una
modificacion de su nivel de fosforilacion induciria una modificacién de su
actividad lo que, a su vez, podria estar afectando a la actividad del receptor de
AMPA. Tras 5 minutos de estimulaciéon observamos que, al igual que vimos en el

apartado 3.2.2., el IGF-I aumenta el nivel de fosforilaciébn en tirosina de una
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proteina asociada a la subunidad 2/3 del receptor de AMPA y que, en paralelo,
induce un aumento en el nivel de fosforilacion en tirosina de Lyn o de alguna
proteina asociada a ella (figura 11, apartado A). Cuando realizamos la
inmunoprecipitacion opuesta empleando un anticuerpo contra Lyn podemos ver
que el IGF-1 no modifica el nivel de fosforilacién basal en tirosinas de Lyn
(figura 11, apartado B) por lo que este factor tréfico no induciria la fosforilacién
de esta Src-quinasa sino de una proteina asociada a ella. Hay que destacar que
Lyn presenta un nivel de fosforilacién basal elevado lo que podria explicar la
falta de efecto observada ya que se encontraria activa de forma constitutiva

(figura 11, apartado B).

Mediante esta serie de experimentos podemos concluir que:

. Existe una asociacion entre la tirosin-quinasa Lyn y la subunidad
2/3 del receptor AMPA.

« El IGF-I no maodifica esta asociacion ni modifica el nivel de

fosforilacion basal de la proteina Lyn.

. Aligual que en el caso de la subunidad 2/3 del receptor de AMPA,
el IGF-I incrementa el nivel de fosforilacion en tirosina de una
proteina asociada a la proteina Lyn. Esto podria tener un efecto
modulador sobre la actividad de Lyn y/o sobre la actividad de la
subunidad 2/3 del receptor de AMPA.

3.3.2. Interaccion de la protein-quinasa Fyn con la subunidad 2/3 del

receptor de AMPA y modulacién por el IGF-I

Fyn, al igual que Lyn, es una proteina de la familia de las Src tirosin-
quinasas que se localiza en la DPS y que se ha visto que interacciona con gran

namero de proteinas entre las que se incluyen las subunidades de los receptores
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de glutamato con los que se asocia formando complejos. Dentro del sistema
nervioso se ha descrito que Fyn es capaz de regular la expresion de distintos
tipos de receptores entre los que se encuentran los receptores de AMPA
(Narisawa-Saito, M. et al., 1999b), asi como es capaz de modular la actividad de
gran numero de receptores y canales idnicos (Sala, C. et al., 1999; Sobko, A. et
al., 1998; Kohr, G. et al., 1996). En el caso de los receptores de glutamato se ha
observado que existe una interaccion, mediada por PSD-95, entre Fyn y las
subunidades NR1 y NR2A del receptor de NMDA (Tezuka, T. et al., 1999) y que
Fyn produce una modulacién de su actividad por fosforilacion en tirosina de sus
subunidades. Se ha visto también que el raton mutante (Knock Out) para Fyn
presenta alteraciones en la LTP y la memoria espacial, lo que sugiere la
participaciéon de Fyn en procesos de plasticidad sinaptica en los que estan

implicados los receptores de glutamato (Grant, S. G. et al., 1992).

La actividad de Fyn estd regulada, entre otros factores, por el IGF-I
(Narisawa-Saito, M. et al., 1999b; Iwasaki, Y. et al., 1998; Sun, X. J. et al., 1996;
Courtneidge, S. A. et al., 1993). Se ha visto que este factor tréfico es capaz de
modular a Fyn facilitando su asociacion con el IRS-1 con el que forma un
complejo capaz de regular mediante fosforilacion en tirosina a diferentes
proteinas entre las que se incluye la serin/treonin-quinasa GSK-3p (Lesort, M. et
al., 1999).

Puesto que Fyn se asocia a los receptores de glutamato y su actividad es
regulada por el IGF-I decidimos determinar su posible papel como molécula
mediadora, directa o indirecta, de los efectos moduladores del IGF-1. Para ello
disefiamos una serie de experimentos que fueron realizados en las mismas

condiciones que en los casos anteriores.

Empleando un anticuerpo especifico realizamos una inmunoprecipitacion
de la proteina Fyn comprobando que esta tirosin-quinasa co-inmunoprecipita
con la subunidad 2/3 del receptor AMPA pero no con las subunidades 1y 6 de
los receptores de AMPA y de Kainato, respectivamente (ver figura 12, apartado
A). La inmunoprecipitacién opuesta empleando un anticuerpo especifico contra

la subunidad GIuR2/3 confirma la asociacion entre ambas proteinas (figura 12,
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apartado B). Al igual que en el caso de Lyn, tras 5 minutos de estimulacion con
IGF-1 no se produjo ninguna modificacion de la asociacién entre Fyn y
GIuR2/3 (ver figura 12, apartado C)

Posteriormente realizamos una serie de experimentos con objeto de
determinar si el IGF-I era capaz de inducir una modificacion del nivel de
fosforilacion en tirosina de Fyn, lo que estaria modificando su actividad y podria
estar influyendo en la actividad del receptor de AMPA. Al igual que en el caso de
Lyn, tras 5 minutos de estimulacion con IGF-1 107 M se produjo un incremento en
el nivel de fosforilacion en tirosinas de una proteina asociada a la subunidad 2/3
del receptor de AMPA asi como un aumento en el nivel de fosforilacién en
tirosina de la proteina Fyn o de alguna proteina asociada a ella (figura 13,
apartado A). Sin embargo, al inmunoprecipitar Fyn con un anticuerpo especifico,
pudimos comprobar que el IGF-I realmente esta induciendo una reduccion del
nivel de fosforilacion en tirosinas de la proteina Fyn respecto a su nivel de
fosforilacion basal, lo que podria tener un efecto inhibidor sobre esta Src-quinasa
(ver figura 13, apartado B). El IGF-I por lo tanto estaria produciendo la activacion
simultanea de una quinasa y una fosfatasa ya que, en paralelo, esta induciendo
tanto una reduccion del nivel de fosforilacion en tirosinas de Fyn como un
incremento sustancial de la fosforilacion en tirosinas de una proteina

desconocida asociada a Fyn.

Mediante esta serie de experimentos podemos concluir que:

. Existe una asociacion entre la tirosin-quinasa Fyn y la subunidad
2/3 del receptor AMPA. Esta asociacion es especifica y no se

produce con otras subunidades estudiadas (GIuR1 y GIuRG).

« El'IGF-1 no modifica la asociacion entre GIuR2/3 y Fyn aunque si
gue modifica el nivel de fosforilacion de la proteina Fyn,
disminuyéndolo respecto a su nivel de fosforilacién basal. Esto

podria tener un efecto inhibidor de la actividad de Fyn.

73



Resultados

. Sin embargo, al igual que hemos visto en el caso de Lyn, el IGF-I
aumenta el nivel de fosforilacion en tirosina de una proteina
desconocida asociada a la proteina Fyn lo que podria tener un
efecto modulador sobre la actividad de Fyn y/o sobre la actividad
del receptor de AMPA.

3.3.3. Interacciéon de la protein-quinasa GSK-3B con la subunidad 2/3 del

receptor de AMPA y modulacién por el IGF-I

Como vimos en la introduccion, uno de los posibles mecanismos de
regulacion de la disponibilidad de receptores en la region postsinaptica es la
reestructuracion de esta zona mediante cambios en el citoesqueleto celular. De
forma general, el citoesqueleto esta formado por microtibulos y microfilamentos
y los cambios estructurales se deben a procesos de
polimerizacion/despolimerizacién de las proteinas que forman estos dos tipos de
elementos. Asociadas a los microtibulos hay toda un serie de proteinas (MAPs,
proteina Tau, etc.) que regulan su estabilidad y cuya modificacion provoca
cambios estructurales en el citoesqueleto. Los microtubulos y los microfilamentos
también se regulan por procesos de fosforilacién/desfosforilaciéon (Tseng, H. C.
et al., 1999; Julien, J. P. et al., 1998).

Datos recientes indican que la proteina Tau y la MAP-1B son dos de los
sustratos fisioldgicos de la serin/treonin-quinasa GSK-3p (Glycogen Syntase
Kinase-3). Esta proteina que inicialmente se identific6 como una serin/treonin-
gquinasa capaz de inactivar a la glucogeno sintetasa por fosforilacion en serinas,
se expresa en grandes cantidades en el cerebro donde se ha visto que fosforila
a un gran numero de sustratos entre los que se incluyen la PKA, algunos
factores de transcripcion, la sinapsina-l, el inhibidor 2 de la fosfatasa PP1, etc
(Leroy, K. et al.,, 1999). En relacién con la MAP-1B y la proteina Tau, su

fosforilacion por efecto de la GSK-3p reduce su capacidad de unirse y estabilizar
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microtubulos, produciendo una desestabilizacion del citoesqueleto (Goold, R. G.
et al., 1999; Utton, M. A. et al., 1997).

La actividad de la GSK-3p se regula tanto por fosforilacion en tirosinas
(se activa) como en serinas (se inhibe) y, en neuronas, tanto la insulina como el
IGF-I juegan un importante papel en su regulaciéon. Se ha visto que ambos
factores tienen un doble efecto ya que, a tiempos cortos de estimulacion,
inducen una fosforilacion en tirosinas de GSK-33 dependiente de Fyn
produciendo su activacion mientras que, a tiempos largos de estimulacion,
inducen una fosforilacion en serinas produciendo su inactivacion (Lesort, M. et
al., 1999). En relacion con el IGF-I, se conoce desde hace tiempo que tanto Akt
(PKB) como p70 S6 quinasa fosforilan en serinas a GSK-3p produciendo su
inactivacion (Shaw, M. et al., 1997; Cui, H. et al., 1998).

Disefiamos una serie de experimentos con objeto de determinar si la
proteina GSK-3p podia estar actuando como mediadora de la depresion inducida
por el IGF-I sobre el receptor de AMPA ya que la modulacion de GSK-3(3 por
efecto de este factor trofico podria inducir cambios estructurales en el
citoesqueleto que podrian ser responsables de la internalizacién de la subunidad

GIluR2 anteriormente descrita.

Inicialmente realizamos una inmunoprecipitacion de la proteina GSK-33
mediante un anticuerpo especifico observando que esta serin/treonin quinasa
co-inmunoprecipita con la subunidad 2/3 del receptor de AMPA (ver figura 14,
apartado A). La inmunoprecipitacion opuesta empleando un anticuerpo
especifico contra la subunidad GIuR2/3 confirma la asociacion entre ambas

proteinas (figura 14, apartado B).

En este caso, a diferencia de los anteriores, tras 5 minutos de
estimulacion con IGF-I 107 M se produjo una reduccion de la asociacion entre
GSK-3B y GIuR2/3 (ver figura 14, apartado C). Este efecto, sin embargo, es
transitorio ya que, tras 15 minutos de estimulacion con IGF-I, la asociacion entre
GIuR2/3 y GSK-33 no se modifica respecto a la situacion control. Esta

disociacion de la subunidad 2/3 y GSK-3p podria estar afectando directamente a
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la actividad del receptor de AMPA ya que, como vimos en la introduccién, la
actividad de los receptores y canales ibnicos se modula, entre otros

mecanismos, por modificacion de las interacciones proteina-proteina.

Posteriormente quisimos determinar si el IGF-I era capaz de inducir una
modificacion del nivel de fosforilacion en tirosinas de GSK-3p. Aunque algunos
autores han descrito que la forma activa de la GSK-3p se encuentra fosforilada
en tirosinas (Bhat, R. V. et al., 2000) en nuestro sistema la GSK-33 no esta
fosforilada de forma constitutiva (ver figura 15, apartado B). El IGF-I por su parte
no produce modificacién alguna ni del nivel de fosforilacion basal en tirosinas de

la GSK-3p ni de ninguna proteina asociada a ella (figura 15, apartado A).

Mediante esta serie de experimentos podemos concluir que:

. Existe una asociacién entre la serin/treonin-quinasa GSK-3p y la
subunidad 2/3 del receptor AMPA.

« El'IGF-I produce la disociacion rapida y transitoria de GSK-3p y la
subunidad GIuR2/3.

« EIIGF-I no produce ninguna modificacién del nivel de fosforilacion

en tirosina de GSK-3p o de alguna proteina asociada a ella.

76



Discusion

DISCUSION

1. OBJETO DEL ESTUDIO

A través del presente trabajo de tesis hemos tratado de caracterizar el
efecto neuromodulador del IGF-1 sobre los receptores de glutamato de células
granulares de cerebelo asi como hemos intentado dilucidar el posible

mecanismo a través del cual este factor tréfico produce dicha modulacion.

Al inicio de este estudio tan sOlo existian algunas observaciones
indirectas que apoyaban la hip6tesis de una posible accién neuromoduladora del
IGF-I sobre la actividad de los receptores y canales i6nicos en el sistema
nervioso central. En relacién con los receptores de glutamato, no existia ninguna

evidencia directa que relacionara al IGF-I con su modulacién.

Mediante este trabajo hemos demostrado que el IGF-I es capaz de
modular de forma diferencial la actividad de los distintos tipos de receptores
ionotrépicos de glutamato presentes en las células granulares de cerebelo. Esta
modulacion es répida (inferior a 3 minutos) y especifica para cada tipo de
receptor. También hemos identificado toda una serie de nuevas proteinas que se
asocian al receptor de AMPA y que son susceptibles de ser moduladas por
efecto del IGF-I. Asimismo hemos descrito un posible mecanismo mediador del
efecto del IGF-I a través de un proceso de internalizacibn de algunas
subunidades de los receptores de AMPA. Parte de nuestros resultados han sido
confirmados posteriormente por varios grupos lo que apoya la validez de

nuestras observaciones.

Segun nuestro conocimiento, esta es la primera observacién de un efecto
regulador de la funcién de un receptor por modulacién simultanea de numerosos
eventos (internalizacién, fosforilacién/desfosforilacion y asociacion/disociacion de

proteinas) por la influencia de un tnico modulador: el IGF-I.

77



Discusion

2. MODULACION POR IGF-I DE LA ACTIVIDAD DE LOS RECEPTORES
IONOTROPICOS DE GLUTAMATO

Todos nuestros resultados indican que, al margen de sus funciones
clasicas como factor trofico, el IGF-1 tiene un efecto modulador de la actividad de
los receptores ionotropicos de glutamato en células granulares de cerebelo. Esta
modulacion tendria una enorme importancia funcional debido al gran niamero de
procesos en los que participan estos receptores entre los que se incluyen

procesos de aprendizaje y memoria en el individuo adulto.

Los factores neurotréficos regulan gran variedad de procesos durante el
desarrollo del sistema nervioso aunque sus efectos en el cerebro adulto estan
poco caracterizados. Desde hace tiempo se sabe que el IGF-I tiene potentes
efectos sobre las propiedades de sefalizacion de las neuronas sobre las que
actlia y que su produccién esta regulada por la actividad neuronal. Sin embargo,
al inicio de este estudio, no existia ningun dato que relacionara al IGF-I con la
modulacion de la actividad de los receptores de glutamato. En el caso de otros
factores tréficos como las neurotrofinas si que se habian descrito efectos
moduladores sobre las respuestas de estos receptores en diferentes estructuras
cerebrales (Levine, E. S. et al., 1998; Carmignoto, G. et al., 1997; Lessmann, V.
et al., 1994). En el caso del IGF-I se sabia que era capaz de modular la actividad
de varios tipos de canales i6nicos como los canales de potasio (Sakuta, H.,
1994) y los canales de calcio (Chik, C. L. et al., 1997; Blair, L. A. et al., 1997,
Kleppisch, T. et al., 1992), sobre los que podia tener efectos distintos segun el

tipo celular.

En nuestro modelo hemos podido constatar que, excepto en el caso de
los receptores de NMDA, el IGF-I produce una modulacién rapida y especifica
para cada tipo de receptor ionotrépico de glutamato presente en las células
granulares de cerebelo. Este efecto diferencial no es exclusivo del IGF-I sino que
varios autores han observado que otros factores tréficos como las neurotrofinas

también son capaces de inducir en un Unico tipo celular una modulacion
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diferente para cada tipo de receptor de glutamato. Se ha visto, por ejemplo, que
el BDNF en neuronas de hipocampo es capaz de inducir una potenciacion de la
transmision sindptica a través los receptores de NMDA, produciendo
simultdneamente una depresion de las respuestas de los receptores de AMPA
(Song, D. K. et al.,, 1998). Otros autores han observado, tanto en cultivos de
células de hipocampo como de corteza, que el BDNF es capaz de producir una
potenciacién de los receptores de NMDA y no producir ningun efecto sobre los
receptores de AMPA (Lessmann, V., 1998a).

Segun nuestras observaciones, el IGF-1 induce una depresion de las
respuestas del receptor de AMPA, una potenciacién de las respuestas del
receptor de Kainato y no tiene ningun efecto sobre la actividad del receptor de
NMDA. En el caso del receptor de AMPA se ha comprobado que otros factores
troficos son capaces de producir una depresion similar a la inducida por el IGF-I.
Se ha visto que el BDNF produce una inhibicién de las corrientes de AMPA tanto
en neuronas de hipocampo (Song, D. K. et al., 1998) como en neuronas
sensoriales (Balkowiec, A. et al., 2000). Muy recientemente parte de nuestros
resultados han sido confirmados por los grupos de Wang y Linden que han
observado que, tanto la insulina como el IGF-I, producen una depresion de las
respuestas del receptor de AMPA en células de hipocampo (Man, Y. H. et al.,
2000) y en células de Purkinje (Wang, Y. T. et al., 2000). Ambos grupos han
demostrado que este efecto modulador es especifico para el receptor de AMPA
ya que el IGF-I no produce ninguna modulacion de la actividad del receptor de

NMDA lo que concuerda con nuestros resultados.

En relacion con el receptor de Kainato, hasta la fecha no existe ninguna
evidencia que relacione a los factores troficos con la modulacion de este tipo de
receptores por lo que ésta es una de las primeras evidencias al respecto. Como
pudimos comprobar mediante los experimentos de bloqueo de la ruta de
sefalizacion del IGF-I, la potenciacion de las respuestas del receptor de Kainato
inducida por este factor trofico es dependiente tanto de la activacion del propio
receptor de IGF-I como de la activacion de la PI3-quinasa, e independiente de la

activacion de la MAP-quinasa. Esta dependencia de la PI3-quinasa ya se habia
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visto anteriormente en el caso de otros efectos moduladores mediados por el
IGF-1 como es la modulacién de la actividad de los canales de calcio de tipo Ny
L de células granulares de cerebelo (Blair, L. A. et al., 1999; Blair, L. A. et al.,
1997). Segun nuestro conocimiento esta es la primera observacion de que la
PI13-quinasa esta implicada en la modulacién de los receptores ionotrépicos de
glutamato. Sin embargo es necesario realizar mas estudios para comprobar si
esta protein-quinasa fosforila directamente a las subunidades de los receptores

de Kainato o a alguna proteina asociada a ellas.

Respecto a los receptores de tipo NMDA, segun nuestras observaciones,
el IGF-I no tiene ningun efecto modulador sobre ellos. Este resultado ha sido
confirmado por los grupos de Wang y Linden (Man, Y. H. et al., 2000; Wang, Y.
T. et al.,, 2000) que han observado que, tanto la insulina como el IGF-I, no
producen ningun efecto sobre la actividad del receptor de NMDA. Por el contrario
otros autores han observado que la insulina produce una potenciacién de las
corrientes idnicas de receptores NMDA clonados en oocitos (Liu, L. et al., 1995).
Estos autores han visto ademas que este efecto modulador de la insulina es
dependiente de la combinacién de subunidades del receptor de NMDA,
existiendo algunas combinaciones sobre las que la insulina no produce ningun
efecto. Es posible, por lo tanto, que la combinaciéon de subunidades del receptor
de NMDA presente tanto en células granulares de cerebelo como en células de
hipocampo (Man, Y. H. et al., 2000) y en células de Purkinje (Wang, Y. T. et al.,
2000), origine un receptor funcional insensible a la modulacién por insulina e

IGF-1 lo que explicaria la diferencia de efecto.

Por lo tanto el IGF-I, al igual que otros factores troficos, podria actuar
como modulador sinaptico produciendo una regulacion diferencial de la actividad
de los receptores ionotrépicos de glutamato. A través de dicha modulacion el
IGF-I podria estar mediando procesos de plasticidad sinaptica en el cerebelo de
manera analoga a como recientemente se ha observado en células de Purkinje
(Wang, Y. T. et al., 2000). Esta modulacién podria ser dependiente tanto de la
composicion de receptores de la célula diana como de la estructura vy

composicion de subunidades de dichos receptores por lo que un mismo factor
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tréfico (el IGF-I) podria producir distintos efectos en células similares, asi como
podria producir el mismo efecto sobre células de distintas areas pero con una

composicion parecida de receptores.

CONCLUSION: El IGF-I produce una modulacion diferencial de los
receptores ionotropicos de glutamato presentes en células granulares de

cerebelo.
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3. MODULACION DE LA DISPONIBILIDAD DE LOS RECEPTORES DE
GLUTAMATO EN LA MEMBRANA PLASMATICA INDUCIDA POR IGF-I

Recientemente se ha visto que los mecanismos de regulacién de la
disponibilidad de receptores en la célula postsingptica son procesos que se
regulan muy rapidamente y que podrian estar mediando mecanismos de
plasticidad sinaptica a corto plazo (Carroll, R. C. et al., 1999; Turrigiano, G. G.,
2000). La disponibilidad de receptores en la membrana celular se puede regular
mediante procesos de endocitosis/exocitosis a través de la formacion de
vesiculas recubiertas de clatrina y/o mediante procesos de reorganizacion de la
membrana plasmatica debido a cambios morfolégicos producidos por

variaciones en el citoesqueleto.

Empleando anticuerpos que reconocen un epitopo extracelular de la
subunidad GluR2 del receptor de AMPA hemos podido comprobar que el IGF-I
produce una rapida reduccion del niumero de subunidades presentes en la
membrana plasmatica. Esta disminucion del numero de subunidades va
acompafiada en paralelo por un incremento en la cantidad de receptor presente
en la fraccion citoplasmica, lo que sugiere que se estd produciendo una
internalizacion de esta subunidad. Actualmente se sabe que la mayor parte de
las proteinas integrales de la membrana plasmética se desplazan al
compartimento intracelular mediante procesos de exocitosis/endocitosis
dependientes de la formacién de vesiculas recubiertas de clatrina (Man, Y. H. et
al., 2000; Turrigiano, G. G., 2000) por lo que es muy probable que la
internalizacion mediada por el IGF-I se produzca a través de un proceso de este
tipo. En nuestro sistema el glutamato induce una internalizacién con un curso

temporal similar al del IGF-I.

La disponibilidad de receptores funcionales en la membrana plasmatica
tiene importantes implicaciones en la funcion sinaptica. Este proceso de
internalizacién de receptores de glutamato dependiente de actividad podria ser

uno de posibles los mecanismos que expliquen el efecto modulador del IGF-I
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sobre la actividad de los receptores de glutamato en las células granulares de
cerebelo. La rapida internalizacién de la subunidad GIuR2 inducida por el IGF-I
en nuestro modelo debe conducir a un descenso en el numero de receptores de
AMPA situados en la membrana plasmatica o a una variacion de su
funcionalidad. La depresion de la actividad del receptor de AMPA inducida por el
IGF-I podria ser explicada mediante un proceso de internalizaciéon de este tipo.
Sin embargo la potenciacion que IGF-1 induce sobre las respuestas de los
receptores de Kainato es dificilmente explicable a través de un mecanismo de

internalizacién de éstos receptores.

Hasta hace muy poco tiempo no existian evidencias que relacionaran al
IGF-1 con la modulacién del niumero de canales i6nicos y receptores en la
membrana plasmatica. Recientemente se ha visto en células CHO-K1
transfectadas con un canal de calcio regulado por factores de crecimiento
(Growth-factor Regulated Channel, GRC), que el IGF-I es capaz de activar la
translocacion de este canal desde vesiculas intracelulares hasta la membrana
plasmética lo que va acompafiado de un incremento de su actividad (Kanzaki, M.
et al., 1999). En el caso de la insulina se ha visto que induce la translocacion del
transportador de glucosa-4 (GLUT-4) desde una reserva intracelular a la
membrana plasmatica (Holman, G. D. et al., 1997) y que, tanto en células HEKs
transfectadas como en cultivos de células de hipocampo, es capaz de inducir
una rapida translocacion del canal de GABA, desde compartimentos
intracelulares hasta la membrana plasmatica produciendo un incremento
duradero de la transmisién sinaptica mediada por dicho receptor (Wan, Q. et al.,
1997). En el cerebro los efectos de la insulina y el IGF-I son dificiles de
diferenciar ya que ambos factores poseen unos receptores con un alto grado de
homologia que comparten las mismas rutas de sefializacion intracelular a través
de un dominio tirosin-quinasa (Avruch, J., 1998; Heidenreich, K. A., 1993).
Ambos receptores son capaces de unir tanto IGF-1 como insulina (aunque con

mucha menor afinidad) por lo que pueden presentar activacién cruzada.

Recientemente parte de nuestros resultados han sido confirmados por los

grupos de Wang y Linden que han comprobado en cultivos de células de
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hipocampo y de células de Purkinje que, tanto la insulina como el IGF-I,
producen una rapida internalizacion de la subunidad GIuR2 del receptor de
AMPA (Man, Y. H. et al., 2000; Wang, Y. T. et al., 2000). Como resultado de
dicha internalizaciéon se produce una depresion duradera de la respuesta del
receptor de AMPA similar a la obtenida por nosotros por efecto del IGF-I en
células granulares de cerebelo. En estos trabajos demuestran que el efecto
mediado por la insulina y el IGF-I se debe a una activacion de la endocitosis y no
a una inhibicién de la insercion en membrana y que es un efecto dependiente de
la formacién de vesiculas de clatrina lo que sugiere que se trata de un proceso
de endocitosis tipico. Ellos observan ademas que el efecto modulador es
especifico para el receptor de AMPA y que no se produce modulacion del
receptor de NMDA, lo que de nuevo concuerda con nuestros datos. Sin embargo
existe discrepancia respecto a la duracién del efecto ya que, en nuestro caso, la
accién moduladora se mantenia durante todo el tiempo que el IGF-I estaba
presente y, una vez retirado, el efecto se lavaba en parte. En estos trabajos
observan que, en ambos tipos celulares, un pulso de 10 minutos de estimulacién
con insulina o IGF-I es suficiente para inducir un efecto que se mantiene durante
mas de 1 hora. Esta diferencia se puede explicar debido a diferencias intrinsecas
al tipo de célula empleada ya que ellos utilizan células de hipocampo y neuronas
de Purkinje en las que es posible que existan mecanismos de traduccion de
sefial distintos a los que existen en células granulares o que tengan distinta
composicion cuantitativa y cualitativa de receptores de glutamato. Ambos
grupos, sin embargo, observan que la internalizacién dependiente de insulina e
IGF-I es especifica para la subunidad 2 del receptor de AMPA lo que, de

nuevo, concuerda con nuestros datos.

Sin embargo, en contraposicién a estos resultados, el grupo de Malenka y
Nicoll (Carroll, R. C. et al.,, 1999) ha observado que tanto el AMPA como el
glutamato, su ligando enddégeno, producen una rapida internalizacion de la
subunidad GIuR1 (y no GIluR2), produciendo, al igual que en nuestro caso, una
depresion de las respuestas del receptor de AMPA. Esta internalizacion, sin

embargo, es dependiente de la asociacion entre GIuR2 y la proteina NSF (N-
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ethylmaleimide-Sensitive Fusion protein) (Song, I. et al., 1998) lo que, de nuevo,
demuestra la importancia de la subunidad 2 del receptor de AMPA en la
mediacion de este tipo de efectos. En conjunto todos estos datos indican que,
aunque el efecto final es el mismo (depresion de las respuestas de AMPA), cada
ligando (glutamato, insulina o IGF-I) es capaz de inducir la internalizacién de una
subunidad diferente (GIuR1 o GIuR2) aunque, en todos los casos, la subunidad
GluR2 parece tener una papel fundamental en la mediacion de este efecto

modulador.

El mecanismo por el cual el IGF-I produce esta internalizacion esta aun
por dilucidar aunque se ha visto que tanto el efecto de translocacion inducido por
el IGF-I sobre los canales de calcio regulados por factores de crecimiento
(GRCs) (Kanzaki, M. et al., 1999) como el efecto de la insulina sobre la
translocacion del transportador de glucosa (Holman, G. D. et al.,, 1997) son
dependientes de la activacion de la PI3-quinasa. La activacion de esta protein-
guinasa por efecto del IGF-I produce la transformacion del fosfatidil-inositol-4,5-
difosfato en fosfatidil-inositol-3,4,5-difosfato. Este fosfatidilinositol puede activar a
la dinamina I, una GTPasa que tiene gran importancia en el proceso de la
endocitosis por lo que podria estar estimulandolo. Nosotros, en el caso del
receptor de AMPA, no disponemos de datos que demuestren esta dependencia
aunque si que hemos comprobado en el caso del Kainato que la potenciaciéon
inducida por el IGF-I se bloquea mediante inhibicion especifica de la PI3-
quinasa. Como hemos visto el IGF-1 es capaz de inducir tanto la internalizacién
(Man, Y. H. et al., 2000; Wang, Y. T. et al., 2000) como la externalizacion
(Kanzaki, M. et al., 1999) de receptores y canales idnicos por lo que la
potenciacion de la actividad del receptor de Kainato se podria explicar mediante
un mecanismo similar (aunque opuesto) al observado para el receptor de AMPA
(exocitosis). Es preciso sin embargo realizar mas estudios antes de llegar a un

resultado concluyente.

CONCLUSION: El IGF-I produce especificamente una internalizacion de

la subunidad 2 del receptor de AMPA mediante un proceso de endocitosis. Esta
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internalizaciéon podria ser la responsable del efecto de depresion inducido por el

IGF-1 sobre la actividad de dichos receptores.

86



Discusion

4. MODULACION POR EFECTO DEL IGF-l DE LOS COMPLEJOS
MULTIMOLECULARES ASOCIADOS AL RECEPTOR DE AMPA

En las areas sinapticas se ha visto que los receptores de glutamato estan
fisicamente unidos a gran numero de proteinas formando complejos
multimoleculares. A través de estos complejos los receptores se anclan en
localizaciones especificas dentro de las sinapsis y se organizan junto a gran
namero de proteinas de funcién diversa formando una unidad fisica que integra
numerosas vias de sefializacion y que permite una asociacion directa con el
citoesqueleto (O'Brien, R. J. et al., 1998; Kornau, H. C. et al., 1997).

El nimero de proteinas identificadas que forman parte de estos
complejos multimoleculares asociados a los diferentes tipos de receptores de
glutamato va en aumento (Husi, H. et al., 2000; Braithwaite, S. P. et al., 2000).
En nuestro sistema de cultivos de células granulares de cerebelo hemos podido
identificar toda una serie de nuevas proteinas asociadas a las subunidades del
receptor de AMPA que podrian formar parte de estos complejos
multimoleculares y que podrian estar participando en la regulacién de la funcion

de este receptor.

4.1. ASOCIACION DE LA PROTEINA LYN CON EL RECEPTOR DE AMPA.
MODULACION POR IGF-|

En nuestro sistema hemos comprobado que el IGF-I es capaz de inducir
una fosforilacion en tirosina de una proteina asociada especificamente a la
subunidad 2/3 del receptor de AMPA. Es muy probable que esta fosforilacién
produzca una regulacion de la actividad de dicha proteina lo que a su vez podria,
a través de diversos mecanismos, inducir una modulacion de la actividad del
receptor de AMPA.
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Con objeto de identificar a esta posible molécula mediadora estudiamos
diversas proteinas. La proteina Lyn es una buena candidata a actuar como
mediadora del efecto del IGF-I ya que se ha visto que algunas proteinas de la
familia a la que pertenece, las Src-tirosin quinasas, se activan por factores
extracelulares entre los que se incluyen los factores de crecimiento (Narisawa-
Saito, M. et al., 1999a). Se ha visto ademas que esta proteina se asocia
especificamente a la subunidad 2 del receptor de AMPA, cuya activacion
produce una modulacion de la actividad de Lyn lo que, a su vez, induce una
potenciacién de la ruta de la MAP-quinasa (una de las dos rutas principales de
accion del IGF-lI) (Hayashi, T. et al., 1999). También se sabe que algunos
miembros de la familia de las Src-tirosin quinasas modulan la funcién de los
receptores de NMDA (Nakazawa, T. et al., 2000; Sala, C. et al., 1999; Salter, M.
W., 1998) y de canales de potasio (Sobko, A. et al., 1998) y que participan en la
regulacién de la LTD en hipocampo (Grant, S. G. et al., 1992).

En nuestro sistema hemos confirmado la asociacion descrita
previamente por el grupo de Yamamoto (Hayashi, T. et al., 1999) entre Lyn y la
subunidad GIluR2/3 del receptor de AMPA. Como hemos podido constatar, el
IGF-I no modula ni la asociacion entre GIuR2/3 y Lyn, ni modifica el estado de
fosforilacion en tirosina de Lyn. El IGF-I, sin embargo, produce un aumento del
nivel de fosforilacion en tirosina de una proteina desconocida asociada a Lyn.
Es muy probable, por lo tanto, que Lyn forme parte de un complejo
multimolecular asociado a la subunidad 2/3 del receptor de AMPA y que, una de
las proteinas de este complejo, sea susceptible de ser fosforilada por el IGF-I. La
fosforilacion de esta proteina desconocida podria mediar el efecto modulador del

IGF-1 sobre el receptor de AMPA.

Nuestros datos junto con los de otros grupos indican que es la subunidad
GluR2 la que esta més directamente implicada en la regulacion de la funcion del
receptor de AMPA. En nuestro sistema hemos comprobado que, al igual que lo
descrito por el grupo de Yamamoto (Hayashi, T. et al., 1999), la proteina Lyn se
une especificamente a la subunidad GIuR2/3. Se ha visto que al extremo C-

terminal de la subunidad GIuR2 se unen numerosas proteinas (NSF, PICK-1,
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GRIPs, ABP, PSD-96, etc.) (Xia, J. et al., 1999) y elementos de citoesqueleto
(tubulina y actina) (van Rossum, D. et al., 1999). La funcién de la mayoria de
estas proteinas es aun desconocida aunque se piensa que podrian estar
regulando la endocitosis u otros aspectos del trafico de vesiculas, asi como
podrian regular los niveles de receptores AMPA funcionales en la membrana
plasmatica modificando la eficacia de la transmision sinaptica mediada por este

receptor.

CONCLUSION: La proteina Lyn se asocia especificamente a la
subunidad 2/3 del receptor de AMPA. El IGF-lI induce un incremento de
fosforilacion en tirosinas de una proteina asociada a Lyn y esto podria
conducir a una modulacion de la funcién del receptor de AMPA a través de un

mecanismo aun por determinar.

Discusion, figura 1: Asociacion de Lyn con el receptor de AMPA y

modulacion por IGF-I.
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4.2.  ASOCIACION DE LA PROTEINA FYN CON EL RECEPTOR DE AMPA.
MODULACION POR EL IGF-I

Fyn es otra proteina de la familia de las Src-tirosin quinasas que, al igual
que Lyn, es una buena candidata para actuar como mediadora de los efectos del
IGF-I. La proteina Fyn forma parte de la DPS y se sabe que es capaz de
asociarse a los receptores de glutamato ya que, recientemente, se ha descrito
una asociacion entre Fyn y los receptores de NMDA a través de la proteina PSD-
95 (Tezuka, T. et al., 1999; Husi, H. et al., 2000). También se ha asociado a Fyn
con la modulacién de la actividad de diferentes receptores y canales idnicos,
entre los que se incluyen los receptores de NMDA (Nakazawa, T. et al., 2000;
Salter, M. W., 1998) y se ha sugerido que Fyn est& participando en procesos de
plasticidad sinaptica, asi como en procesos de aprendizaje y memoria (Grant, S.
G. et al.,, 1992). Se ha visto ademés que la proteina Fyn es activada de forma
rapida por la insulina y el IGF-I, induciendo la formacién de un complejo con el
IRS-1 (Lesort, M. et al., 1999; Sun, X. J. et al., 1996).

Inicialmente comprobamos que existe una asociacion especifica, no
descrita anteriormente, entre Fyn y la subunidad GIuR2/3 del receptor de AMPA.
De nuevo nuestros resultados, junto con los de otros autores (Wang, Y. T. et al.,
2000; Man, Y. H. et al., 2000), sugieren que la subunidad GIuR2 tiene gran
importancia en la modulacion, dependiente de insulina y de IGF-I, de las
respuestas del receptor de AMPA. El IGF-I sin embargo no modula la
asociacion entre GIuR2/3 y Fyn aunque tiene un efecto doble y opuesto sobre el
nivel de fosforilacién en tirosina de Fyn (lo reduce) y sobre el nivel de
fosforilacion en tirosina de una proteina desconocida asociada a Fyn (lo
aumenta al igual que ocurria en el caso de Lyn). De nuevo es muy probable que
Fyn, al igual que Lyn, esté formando parte de un complejo multimolecular

asociado especificamente a la subunidad 2/3 del receptor de AMPA.

La modulacion de la actividad de las proteinas asociadas al complejo

multimolecular del receptor AMPA por procesos de fosforilacién/desfosforilacion
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en tirosinas podria estar afectando, a través de un mecanismo desconocido, a la
funcién del receptor. Se ha descrito que la actividad de Fyn se modula por
fosforilacion en tirosinas y se ha visto que factores tréficos como el BDNF
inducen su fosforilacion en tirosinas produciendo su activacion (Narisawa-
Saito, M. et al., 1999b) por lo que es muy probable que la desfosforilacion en
tirosinas de Fyn inducida por el IGF-I esté produciendo una inhibicién de su
actividad basal (aunque hemos de realizar mas experimentos para demostrar
dicha inhibicién). De confirmarse, la inhibicién de Fyn podria afectar a diferentes
procesos intracelulares que, como efecto final, podrian conducir a la modulacién
de la actividad del receptor AMPA. Este resultado, sin embargo, esta en
contraposicion con lo descrito por otros grupos ya que se ha visto que la
insulina produce una activacion de Fyn mediante la formacion de un complejo
con IRS-1 (Sun, X. J. et al.,, 1996), y que el propio IGF-I a tiempos cortos de
estimulacion (inferiores a 2 minutos) induce una activacién de Fyn, facilitando
su union con IRS-1 (Lesort, M. et al., 1999). Estos experimentos han sido
realizados, respectivamente, en células CHO transfectadas con IRS-1 y Fyn
(Sun, X. J. et al.,, 1996) y en células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)
(Lesort, M. et al., 1999). En nuestro modelo no hemos encontrado ninguna
asociacion entre Fyn e IRS-1 inducida por el IGF-1 a tiempos cortos de
estimulacién (datos no mostrados) por lo que es muy probable que la situacién
en células granulares primarias de cerebelo sea muy diferente lo que explicaria

las discrepancias observadas.

Muy recientemente se ha visto en células granulares de cerebelo que la
modulacion inducida por el IGF-I de los canales de calcio de tipo N y L requiere
la fosforilacion en tirosina de una de las subunidades del canal y que, este efecto
modulador, es dependiente de la activacion de las Src-tirosin quinasas (Bence-
Hanulec, K. K. et al, 2000). Todo esto nos hace pensar que,
independientemente de que la posible inhibicion por desfosforilacion de Fyn
pudiera estar participando en la modulacion del receptor de AMPA, es posible
que sea otra proteina de la familia de las Src quinasas la que pudiera estar

actuando como mediadora del efecto modulador del IGF-I. En el cerebro se ha
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visto que otras proteinas de la familia de las Src-quinasas diferentes a Lyn y Fyn
también participan en la modulacion de los receptores de glutamato y en otros

procesos plasticos (Kohr, G. et al., 1996; Courtneidge, S. A. et al., 1993).

CONCLUSION: La proteina Fyn se asocia especificamente a la
subunidad 2/3 del receptor de AMPA. El IGF-I induce un descenso en el nivel
de fosforilacion en tirosinas de Fyn al tiempo que induce un incremento de
fosforilacion en tirosinas de una proteina asociada a Fyn lo que podria
conducir, por diversos mecanismos, a una modificacion de la actividad del

receptor de AMPA.

Kainato

DEPRESION

Discusion, figura 2: Asociacion de Fyn con el receptor de AMPA y

modulacion por IGF-I.
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4.3. ASOCIACION DE LA PROTEINA GSK-38 CON EL RECEPTOR DE
AMPA. MODULACION POR EL IGF-|

La GSK-3B es una serin/treonin quinasa que modula a elementos de
citoesqueleto y que, al igual que Lyn y Fyn, podria ser una buena candidata para
actuar como mediadora de los efectos del IGF-I. Su actividad se regula tanto por
fosforilacion en serina como en tirosina y su modulacion esta muy ligada a la ruta
de sefalizacion intracelular del IGF-1 ya que se ha descrito que tanto Akt (PKB)
como p70 S6 quinasa la fosforilan en serinas induciendo su inactivacién (Shaw,
M. et al., 1997; Cui, H. et al., 1998).

Inicialmente pudimos observar que existe una asociacion, no descrita
anteriormente, entre GSK-3f y la subunidad GIuR2/3 del receptor de AMPA.
También en este caso una proteina con una posible funcién reguladora (la GSK-
3p) interacciona con la subunidad 2/3 lo que, de nuevo, apoya la hipétesis de
que es la subunidad GIuR2 la principal responsable de la modulaciéon de los

receptores AMPA.

En nuestro sistema el IGF-I1 no produce ninguna modificacién del nivel
basal de fosforilacién en tirosinas de GSK-3B ni de ninguna proteina asociada a
ella aunque si que induce con un curso temporal rapido (5 minutos) la
disociacién de la proteina GSK-3p de la subunidad 2/3. A tiempos mas largos el
IGF-1 no tiene ningun efecto sobre la asociacion lo que indica que es una accién
rapida y transitoria. Un efecto transitorio similar a éste se ha observado también
en células de neuroblastoma humano en las que, tanto el IGF-1 como la insulina,
tienen un doble efecto sobre la actividad de la GSK-3p, inhibiéndola a tiempos
largos de estimulacién por fosforilacion en serinas y activandola a tiempos cortos
(inferiores a dos minutos) mediante un proceso de fosforilacion en tirosinas
dependiente de la proteina Fyn (Lesort, M. et al., 1999). Estos autores observan
ademas que a tiempos superiores a dos minutos de estimulacion el IGF-I no
produce ninguna modificacion de la fosforilacion basal en tirosinas de la GSK-3f3

lo que esta de acuerdo con lo observado en nuestro sistema.
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Aunque nuestros datos junto con los de otros autores (Man, Y. H. et al.,
2000; Wang, Y. T. et al., 2000) sugieren que la modulacién de la actividad del
receptor de AMPA por efecto del IGF-I podria estar mediada por un mecanismo
de endocitosis tipico, no podemos descartar la participacion de otros procesos
como la modulacién de interacciones proteina-proteina y la reorganizacion de la

zona postsindptica por modificaciones del citoesqueleto.

La disociacion de GSK-3B y GIuR2/3 por efecto del IGF-I podria estar
modulando directamente la actividad del receptor AMPA ya que los cambios en
la interaccién de unas proteinas con otras modulan su funcién. En el caso de los
receptores de glutamato se ha visto, por ejemplo, que la modificacién de la unién
de GIuR2 con NSF produce una rapida reduccién (de un 30 a un 40%) de la
amplitud de las corrientes de AMPA (Song, I. et al., 1998; Lin, J. W. et al., 1998).
En nuestro caso, la reduccion del 30% observada en las respuestas de los
receptores de AMPA por efecto del IGF-I podria estar mediada por un
mecanismo similar debido a la reduccién de la asociacion GSK-3p/GIluR2/3,

aungue es necesario hacer mas experimentos para demostrarlo.

La funcién de ciertos receptores también se puede modular modificando
su disponibilidad debido a una reorganizacion de la zona postsinaptica por
cambios rapidos en el citoesqueleto (Fischer, M. et al., 1998; Fischer, M. et al.,
2000; shi, S. H. et al., 1999). Dos de los sustratos fisiolégicos de la GSK-3[3 son
la proteina Tau y la MAP-1B. Ambas proteinas son fosforiladas por la GSK-3p,
reduciendo su capacidad de estabilizar a los microtubulos y produciendo una
desestabilizacidn del citoesqueleto (Tseng, H. C. et al., 1999; Julien, J. P. et al.,
1998). Los cambios en el citoesqueleto conducen a cambios morfolégicos que
podrian estar implicados en el efecto modulador del IGF-1 sobre los receptores
de AMPA. Sin embargo no se ha descrito que intervengan en el proceso de
internalizacion de proteinas integrales de membrana por lo que no podrian
explicar la internalizacion de GIuR2 inducida por el IGF-I observada en nuestro
sistema aunque si que podrian estar participando en la modulacion de su
funcién. Asimismo la GSK-3p no es la Unica proteina asociada a los receptores

de glutamato que produce la modulacion del citoesqueleto sino que se ha visto
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una relacion entre la proteina Tau y las Src-quinasas e incluso en neuroblastoma
se ha observado que Fyn es capaz de inducir una fosforilacion de Tau
provocando cambios en el citoesqueleto (Lee, G. et al., 1998). Este efecto es
dependiente de otro factor trofico, el NGF, lo que sugiere que el IGF-I también
podria estar induciendo cambios rapidos en el citoesqueleto a través de la

modulacion de Src-tirosin quinasas .

Recientemente se ha visto que el litio, uno de los principales inhibidores
de la GSK-3B, produce una modulacién de la funcién de los receptores de
glutamato (Karkanias, N. B. et al., 1999). El efecto del litio es diferencial ya que
produce una potenciacion de las respuestas del receptor de AMPA y deprime las
respuestas del receptor de Kainato. Este efecto es semejante, aunque en
sentido opuesto, al producido por el IGF-1 sobre las respuestas de los receptores
de glutamato (depresién de las respuestas de AMPA y potenciacién de las
respuestas de Kainato). Estos autores sugieren que el efecto del litio podria
deberse a una modificacion del mecanismo de desensibilizacién del propio
receptor y no plantean la posibilidad de que sea un efecto directo sobre la
actividad de GSK-3B. Sin embargo estos resultados sugieren que factores que
regulan la actividad de la GSK-33 como el litio o el IGF-I podrian estar

modulando de forma diferencial la actividad de los receptores de glutamato.

CONCLUSION: La proteina GSK-3p se asocia a la subunidad 2/3 del
receptor de AMPA. El IGF-I produce una disociacion de la proteina GSK-3 y la
subunidad GIuR2/3 lo que podria conducir, mediante un mecanismo

desconocido, a una modificacion de la actividad del receptor de AMPA.
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Discusion, figura 3: Asociacién de GSK-3p con el receptor de AMPA y

modulacion por IGF-I.
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5. MODULACION DE RECEPTORES DE GLUTAMATO
DEPENDIENTE DE IGF-I: SIGNIFICADO FUNCIONAL

El cerebro tiene la capacidad plastica de adaptarse a las condiciones del
entorno mediante varios mecanismos entre los que se incluyen los cambios en la
eficacia de las conexiones sinpticas. Actualmente hay un nimero creciente de
evidencias que indican que estos cambios a medio y largo plazo en la eficacia de
las sinapsis estan en la base de los procesos de aprendizaje y memoria. Como
hemos visto, en la mayor parte de los procesos de plasticidad sinaptica estan
implicados, de un modo u otro, los receptores de glutamato por lo que la
modulacion de dichos receptores podria estar mediando procesos cognitivos
(Bortolotto, Z. A. et al., 1999a; Zamanillo, D. et al., 1999; Bortolotto, Z. A. et al.,
1999b; Roche, K. W. et al., 1994). Los fendmenos de la potenciacion duradera o
LTP y la depresion duradera o LTD son dos de los modelos mejor estudiados de
aprendizaje y memoria a nivel molecular. En ellos se produce una variacion a
largo plazo de la eficacia de la transmisién sinptica excitatoria en ciertas
sinapsis glutamatérgicas. Se piensa que estos procesos estan en la base de una
gran parte de los fenbmenos de aprendizaje y memoria que ocurren en el

cerebro.

Todos nuestros resultados indican que el IGF-I puede actuar como un
modulador de la actividad de los receptores de glutamato en células granulares
de cerebelo. Mediante esta modulacién el IGF-I podria estar participando en
procesos de plasticidad en el cerebelo que, a su vez, podrian ser la expresion
molecular de ciertos procesos de aprendizaje y memoria que se producen en
esta estructura. En el cerebelo el IGF-I tiene una gran importancia funcional,
expresandose en gran abundancia durante el desarrollo embrionario y
manteniendo unos niveles elevados durante la vida adulta del animal. Dentro del
cerebelo la sintesis del IGF-I, su receptor y sus moléculas transportadoras se
produce en localizaciones anatémicas muy precisas lo que sugiere una alta

especificidad de funciones (Garcia-Segura, L. M. et al., 1997).
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Hay un numero creciente de evidencias que apoyan la hipotesis de que
los factores tréficos pueden modular procesos de aprendizaje y memoria. Desde
hace tiempo se conoce que los factores troficos inducen cambios en la eficacia
de las sinapsis (Lessmann, V., 1998b) y que son capaces de inducir y modular
procesos de plasticidad a largo plazo como la LTP (Gottschalk, W. et al., 1998;
Kang, H. et al.,, 1995). Recientemente, sin embargo, se ha sugerido una
implicacion directa de los factores troficos en procesos de aprendizaje y
memoria. En el caso de las neurotrofinas se sabe que el BDNF tiene influencia
sobre el aprendizaje espacial (Mizuno, M. et al., 2000) asi como durante el
aprendizaje contextual se produce un aumento en la expresion de este factor
trofico en hipocampo (Hall, J. et al., 2000). El ratén Knock Out condicional para el
receptor de neurotrofinas, Trk-B, presenta tanto una inhibicién del aprendizaje de
tareas complejas como una bloqueo de la LTP en el area CA1 de hipocampo
(Minichiello, L. et al., 1999) lo que, de nuevo, sugiere un nexo de union entre

factores troficos, plasticidad sinptica y aprendizaje.

En el caso del IGF-I, datos indirectos obtenidos en nuestro laboratorio
sugieren que puede estar mediando procesos de plasticidad sinaptica a largo
plazo en el cerebelo (Castro-Alamancos, M. A. et al., 1993). Se ha visto que la
co-estimulacion de la corteza cerebelar con glutamato e IGF-I (tanto exdgeno
como enddgeno, liberado por estimulacién eléctrica de la oliva inferior) produce
una depresion especifica y duradera de la liberacion de GABA (el
neurotransmisor de las células de Purkinje) en la zona de terminacion de los
axones de las células de Purkinje: los nucleos profundos del cerebelo. Esta
depresion duradera se asemeja a la LTD cerebelar e incluso es posible que
parte de su ruta de sefializacion intracelular sea comudn ya que resulta bloqueada
al utilizar inhibidores especificos de proteinas implicadas en la LTD (Castro-
Alamancos, M. A. et al., 1996). Muy recientemente el grupo de Linden ha
confirmado estos resultados indirectos, observando mediante registros
electrofisioldgicos que tanto el IGF-I como la insulina son capaces de producir

una depresion prolongada de las corrientes inducidas por el AMPA en células de
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Purkinje en cultivo (Wang, Y. T. et al., 2000). Esta LTD es especifica para las

respuestas de AMPA y no ocurre con las respuestas del receptor de NMDA.

Se sabe que el cerebelo esta implicado en el aprendizaje de varios tipos
de respuestas motoras condicionadas como son el fenbmeno del parpadeo
condicionado y la adaptacion del reflejo vestibulo-ocular (Raymond, J. L. et al.,
1996; Ito, M., 1989). Recientemente se ha descubierto que los factores tréficos
podrian estar implicados en la mediacién de este tipo de aprendizaje cerebelar.
En el caso de las neurotrofinas se ha visto que, tanto los ratones mutantes
waggler que presentan una deficiencia en la expresion de BDNF cerebelar (Bao,
S. et al.,, 1998), como los ratones stargazer que presentan una deficiencia
cerebelar para el receptor de neurotrofinas TrkB (Hashimoto, K. et al., 1999),
tienen impedido el aprendizaje del parpadeo condicionado lo que refuerza la

hipotesis de la influencia de los factores troficos sobre estos fenomenos.

En el caso del IGF-I, experimentos realizados en nuestro laboratorio en
los que se bloqued temporalmente la sintesis del IGF-I enddgeno procedente de
la oliva inferior, produjeron una inhibicion reversible del aprendizaje del
parpadeo condicionado (Castro-Alamancos, M. A. et al., 1994), lo que sugiere
una participacion del IGF-1 en este tipo de procesos de aprendizaje y memoria.
Hay multitud de evidencias que sugieren que el fenbmeno de la LTD cerebelar
contribuye a los fenbmenos de aprendizaje motor que se producen en el
cerebelo (Raymond, J. L. et al., 1996; Ito, M., 1989) por lo que tanto el hecho de
gue el IGF-I sea capaz de inducir una depresion prolongada (LTD) de la
actividad de las células de Purkinje (Wang, Y. T. et al., 2000), como el hecho de
que sea capaz de producir una depresion de la actividad de los receptores de
AMPA, apoyan la hipétesis de que el IGF-I podria estar modulando este tipo de

Procesos.

Desde finales de la década de los 90 se han ido acumulando evidencias
que sugieren la participacién del IGF-1 y la insulina en multitud de funciones
cognitivas incluyendo procesos de aprendizaje y memoria. En el caso del
Alzheimer se han hecho numerosos estudios en los que se ha visto que

tratamientos con insulina producen una sustancial mejoria de la memoria verbal

99



Discusion

de pacientes de Alzheimer (Craft, S. et al., 1996). También en enfermos de
Alzheimer se ha podido detectar una reduccion muy significativa de la
concentracion de insulina e IGF-I en liquido cefaloraquideo (Craft, S. et al., 1998)
asi como un ligero aumento del nimero de receptores de insulina acompafiado
de una enorme reduccion de su funcionalidad (Hoyer, S., 1997). En ratas adultas
se ha visto que cuando se destruyen los receptores de insulina mediante
inyeccion intraventricular de estreptozocina se produce un perdida progresiva y
duradera tanto de la memoria de trabajo como de la memoria de referencia en
tareas pasivas (Lannert, H. et al., 1998). También en ratas se ha visto que el
aprendizaje espacial induce un aumento en la expresion del receptor de insulina
en hipocampo (Zhao, W. et al., 1999). En el caso del IGF-I se ha visto que el
tratamiento mediante inyeccion ventricular de ratas senescentes con este factor
trofico reduce la pérdida de la capacidad de reconocimiento “de novo” y mejora
significativamente el rendimiento en tareas de discriminacion espacial
(Markowska, A. L. et al., 1998).

Una gran parte de los trabajos publicados hasta el momento han
interpretado los efectos del IGF-I y la insulina sobre los procesos de aprendizaje
y memoria como efectos neurotréficos lentos relacionados, fundamentalmente,
con una alteracion del metabolismo de la glucosa. Sin embargo nuestros
resultados junto con los de otra serie de grupos, sugieren que el IGF-I tiene un
efecto directo sobre la actividad de los receptores de glutamato, modulando la
plasticidad de las sinapsis y, muy posiblemente, participando en procesos

cognitivos.

Se han observado efectos similares de este factor trofico sobre tipos
celulares muy distintos (células granulares, células de Purkinje, células de
hipocampo, células CHO transfectadas, etc.) (Wang, Y. T. et al., 2000; Man, Y.
H. et al., 2000), asi como se ha visto modulacion de procesos cognitivos en
diferentes areas por lo que es muy probable que el IGF-I esté mediando
procesos plasticos similares en estructuras cerebrales distintas. Sin embargo los
mecanismos por los cuales el IGF-I produce su efecto modulador permanecen

aun desconocidos por lo que es necesario continuar investigando.
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RESUMEN FINAL:

e El IGF-I produce una modulacién diferencial de la actividad de los
receptores ionotropicos de glutamato en células granulares de
cerebelo. Este efecto modulador es rapido y podria estar mediado por
distintos mecanismos entre los que se incluyen la
internalizacion/externalizacion de las subunidades de los receptores
de glutamato, la fosforilacion/desfosforilacion de proteinas asociadas
a las subunidades del receptor, la modulacion de la asociacién del

receptor con diferentes proteinas, etc.

e El IGF-I produce una internalizacion de la subunidad GluR2 del
receptor de AMPA lo que podria estar mediando el efecto modulador

del IGF-I sobre la actividad de estos receptores.

e EI IGF-I modula de forma distinta al menos a tres proteinas diferentes
asociadas a los complejos multimoleculares del receptor de AMPA.
Estas proteinas, al igual que la mayor parte de las proteinas que
interaccionan con el receptor de AMPA, se asocian especificamente a
la subunidad 2/3. Esta especificidad ha sido observada por otros
grupos lo que sugiere que es muy probable que sea la subunidad 2 la
gue esté actuando como reguladora y que, posiblemente, sea la

subunidad que medie la accion moduladora del IGF-I.

e Todos estos efectos neuromoduladores del IGF-1 observados por
nosotros junto con las observaciones realizadas por otros grupos
sugieren que este factor tréfico podria actuar como un mediador
fisiolégico de la plasticidad sindptica y que podria estar participando
en procesos de aprendizaje y memoria en diversas estructuras

cerebrales.
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Discusion, figura 4: Depresion de las respuestas del receptor de AMPA por

IGF-I. Posible mecanismo de modulacion.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo de tesis son las siguientes:

1.

El IGF-1 actia como modulador de las respuestas de los receptores de
glutamato en células granulares de cerebelo. El IGF-I tiene un efecto
diferencial, produciendo una modulacién distinta para cada tipo de
receptor. deprime las respuestas del receptor de AMPA, potencia las
respuestas del receptor de Kainato y no modifica las respuestas del

receptor de NMDA.

El IGF-I, al igual que el glutamato, promueve una rapida internalizacion de
la subunidad 2 del receptor de AMPA.

Las protein-quinasas Lyn, Fyn y GSK-3p se asocian especificamente a la

subunidad 2/3 del receptor de AMPA en células granulares de cerebelo.

El IGF-I1 modifica tanto el estado de fosforilacion en tirosinas de algunas de
estas proteinas como su asociacion con el receptor de AMPA, lo que
podria ser responsable del efecto final de depresién de las respuestas de
dicho receptor. Esta es la primera observacion de un efecto regulador de
la funciébn de un receptor debido a la modulacion simultdnea de
numerosos eventos (internalizacion, fosforilacion/desfosforilacion vy

asociacion/ disociacion) por la influencia de un tnico modulador: el IGF-I.

El IGF-I aumenta la fosforilacién en tirosinas de una proteina desconocida
asociada a Fyn y a Lyn mientras que disminuye el estado de fosforilacion
en tirosina de la proteina Fyn. No modifica el estado de fosforilacién de

Lyn y GSK-3.

El IGF-I no modifica la asociacién con GIuR2/3 de las proteinas Lyn y Fyn

mientras que reduce la asociacion entre GluR2/3 y GSK-3p.

La modulacién de los receptores de glutamato dependiente de IGF-I

podria tener efectos sobre la plasticidad sinaptica y podria estar
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participando en procesos de aprendizaje y memoria en diversas

estructuras cerebrales.
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