I

MONOGRAFICO

REVISTA DE CIENCIAS

€TYS-LELL INSSI ‘LLL-L d
‘(eueds3) ouoIb0T (Z107) 2 oN
"SYIDN3ID 3a VISIATY
ODI4YYDONOW "VIdNZ

g
3
=}
-4
2
S
3
i
Yy
S
L




DIRECTORA
Purificaciéon Ruiz Flafio

CONSEJO DE REDACCION
Luis Espafiol Gonzalez
Rubén Esteban Pérez
Rafael Francia Verde
Juana Hernandez Hernandez
Luis Miguel Medrano Moreno
Patricia Pérez-Matute
Enrique Requeta Loza
Rafael Tomas Las Heras

CONSEJO CIENTIFICO
José Antonio Arizaleta Urarte
(Instituto de Estudios Riojanos)
José Arnéez Vadillo
(Universidad de La Rioja)
Susana Caro Calatayud
(Instituto de Estudios Riojanos)
Eduardo Fernandez Garbayo
(Universidad de La Rioja)
Rosario Garcia Gémez
(Universidad de La Rioja)
José M? Garcia Ruiz
(Instituto Pirenaico de Ecologia-CSIC)
Javier Guallar Otazua
(Universidad de La Rioja)
Teodoro Lasanta Martinez
(Instituto Pirenaico de Ecologia-CSIC)
Joaquin Lasierra Cirujeda
(Hospital San Pedro, Logrofio)
Luis Lopo Carramifiana
(Direccion General de Medio Natural del Gobierno de La Rioja)
Fernando Martinez de Toda
(Universidad de La Rioja)
Juan Pablo Martinez Rica
(Instituto Pirenaico de Ecologia-CSIC)
José Luis Nieto Amado
(Universidad de Zaragoza)
José Luis Pefia Monné
(Universidad de Zaragoza)
Félix Pérez-Lorente
(Universidad de La Rioja)
Eduardo Viladés Juan
(Hospital San Pedro, Logrofio)
Carlos Zaldivar Ezquerro
(Direccién General de Medio Natural del Gobierno de La Rioja)

DIRECCION Y ADMINISTRACION
Instituto de Estudios Riojanos
C/ Portales, 2
26071 Logrofio
publicaciones.ier@larioja.org

Suscripcion anual Espafia (1 nimero y monografico): 15 €
Suscripcion anual extranjero (1 nimero y monogréfico): 20 €
Ndmero suelto: 9 €

Numero monogréfico: 9 €



INSTITUTO DE ESTUDIOS RIOJANOS

ZUBIA

REVISTA DE CIENCIAS

Monografico Num. 24

PANORAMA ACTUAL DE LA
INVESTIGACION BIOMEDICA EN LA RIOJA

Coordinadora
PATRICIA PEREZ-MATUTE

11

Gobierno de La Rioja
Instituto de Estudios Riojanos
LOGRONO
2012



Panorama actual de la investigacion biomédica en La Rioja / coordinadora, Patricia
Pérez-Matute. — Logrofio : Instituto de Estudios Riojanos, 2012
171 p. : gréf. ; 24 cm — (Zubia. Monografico, ISSN 1131-5423; 24). - D.L. LR 413-2012
1. Ciencias biomédicas - Investigacion - La Rioja. I. Pérez-Matute, Patricia. II. Instituto
de Estudios Riojanos. I1I. Serie
61:001.891(460.21)
57:001.891(460.21)

Reservados todos los derechos. Ni la totalidad ni parte de esta publicacién pueden repro-
ducirse, registrarse ni transmitirse, por un sistema de recuperacién de informacion, en nin-
guna forma ni por ningiin medio, sea electrénico, mecdnico, fotoquimico, magnético o
electrodptico, por fotocopia, grabacion o cualquier otro, sin permiso previo por escrito de
los titulares del copyright.

© Logroio, 2012
Instituto de Estudios Riojanos
C/ Portales, 2
26001-Logrofio, La Rioja (Espafia)

© Disefio de cubierta e interior: ICE Comunicacién

© Imagen de la cubierta y contracubierta: Detalle de los efectos del tratamiento
de 24 horas de un formaco antirretroviral sobre el adipocito humano
(Patricia Pérez-Matute). Fotografias con luz ultravioleta del cerebro (a la izquierda)
y del corazoén (a la derecha) de un ratén transgénico (Alfredo Martinez)

Produccién grifica: Reproestudio, S.A. (Logrofio)

ISSN 1131-5423
Depésito Legal: LR 413-2012

Impreso en Espaiia - Printed in Spain



INDICE

PRESENTACION
Patricia Pérez-Matute (COOrdiNadora) .............cceoiiiiriiiiiiiiieeiese e 7-8

PRIMEROS ANOS DE ANDADURA DEL CIBIR
José Ignacio Nieto (Consejero de Salud y Servicios Sociales del Gobierno de La Rigja)......... 9-10

MARTA PEREZ-FERNANDEZ, JAVIER PEREZ, JULIO GOMEZ

Anélisis mediante CG-MS de volatiles en el aliento de personas con céancer en el tracto
respiratorio

Study of breath compounds in people that suffer lung cancer ..........c.cccoovininenenne 11-21

SARA VELILLA OSES, RUTH ABARZUZA CORTAIRE, EVA RODO ARNEDO,

ANA IBANEZ MUNOZ, SARA MARTA GUALLAR LEZA

Seguimiento de un afio con Ranibizumab para el edema macular diabético refractario:
estudio piloto

One year follow-up of Ranibizumab for refractory diabetic macular edema:

B PHOE SEUAY .ottt 23-32

ELENA DOMINGUEZ-GARRIDO
Diagnostico Molecular: Genética Humana y Salud en La Rioja
Molecular Diagnostic: Human Genetic and Health in La Rioja ..........ccococeviiiiiniciincnne 33-40

SONIA MARTINEZ-HERRERO, IGNACIO M. LARRAYOZ, LAURA OCHOA-CALLEJERO,
JOSUNE GARCIA-SANMARTIN, ALFREDO MARTINEZ

Produccién de ratones modificados genéticamente como modelos de enfermedades
humanas

Production of genetically modified mice as models for human diseases.............c.ccccovvueune 41-52

GERMAN CUESTO, NURIA DOMINGUEZ-ITURZA, LILIAN ENRIQUEZ-BARRETO,
PATRICIA FERNANDEZ-MARTINEZ, GADEA MATA, EMILIO SYRIANI,

MIGUEL MORALES

La activacion de PI3K controla la formacion de sinapsis en el sistema nervioso central

PI3K activation controls synaptic formation in the central nervous system....................... 53-80

ROSETE S. PAIS, ICIAR P. LOPEZ, JOSE G. PICHEL

El sistema de IGFs en la homeostasis y patologia del pulmon: implicacion en su

desarrollo, regeneracion tras dafio y cancer no microcitico

The IGF system in lung homeostasis and disease: involvement on pulmonary

development, injury recovery, and non-small cell cancer ...........ccccovvviiiniinccicnns 81-112




LAURA VINUE, ELENA RUIZ, INES OLARTE, SERGIO SOMALO,

BEATRIZ ROJO-BEZARES, FERNANDA RUIZ-LARREA, MYRIAM ZARAZAGA,

YOLANDA SAENZ, CARMEN TORRES

Frecuencia y caracterizacion de integrones en aislados clinicos y alimentarios de

Escherichia coli. La relacién entre los integrones y la multirresistencia a antibiéticos
Occurrence and characterization of integrons in clinical and food Escherichia coli

isolates. The relation between integrons and antimicrobial multiresistance ................. 113-128

PATRICIA PEREZ-MATUTE, JOSE RAMON BLANCO, LAURA PEREZ-MARTINEZ,

JAVIER AGUILERA-LIZARRAGA, EMMA RECIO, MERCEDES SANZ,

CONCEPCION GARCIA-GARCIA, JOSE ANTONIO OTEO

Investigacion en VIH y Lipodistrofia en el Hospital San Pedro-Cibir: modelos in vitro

de adipocitos para el estudio de los efectos toxicos de farmacos antirretrovirales

Research on HIV and Lipodistrophy at San Pedro Hospital-Cibir: in vitro adipocyte

models for the study of toxic effects of antiretroviral drugs............ccccoveiieiiiiiiciienns 129-147

ARANZAZU PORTILLO, SONIA SANTIBANEZ, PAULA SANTIBANEZ,

ANA M. PALOMAR, LARA GARCIA-ALVAREZ, LOURDES ROMERO,

LUIS METOLA, VALVANERA IBARRA, JOSE R. BLANCO, JOSE A. OTEO

1987: Un caso de enfermedad de lyme - 2012: Centro de Referencia en Rickettsiosis

y Enfermedades Transmitidas por Artrépodos Vectores

1987: A case of Lyme disease - 2012: Reference Centre of Rickettsioses and

Arthropod-BOrNe dISEBASES.......c.veveieieiiieieeeeee et 149-163




LA ACTIVACION DE PI3K CONTROLA LA FORMACION DE
SINAPSIS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

GERMAN CUESTO!, NURIA DOMINGUEZ-ITURZA!,
LILIAN ENRIQUEZ-BARRETO!, PATRICIA FERNANDEZ-MARTINEZ,
GADEA MATA!, EMILIO SYRIANI*, MIGUEL MORALES*

RESUMEN

Las sinapsis son estructuras en proceso continuo de formacion y elimi-
nacion. Patologias como el Alzheimer se relacionan con la pérdida de con-
tactos sinapticos, causa fisiologica de pérdida de memoria. Cambiar el
numero de sinapsis podria ser relevante para el tratamiento de enfermeda-
des neuroldgicas. El tratamiento con el péptido artificial activador de PI3K,
media la sinaptogénesis y espinogénesis en cultivos primarios y en neuronas
de hipocampo. El tratamiento también es eficaz en neuronas adultas donde
induce un aumento de la densidad de espinas y una mejora de capacidades
cognitivas medidas mediante un protocolo de condicionamiento por miedo.
La intervencién farmacolégica de la via PI3K-Akt-GSK3 podria resultar de in-
terés en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (glaucoma,
ELA).

Nuestro laboratorio desarrolla herramientas informaticas que permiten un
analisis automatico de la densidad sinaptica. El presente trabajo resume la in-
vestigacion del laboratorio de Plasticidad Sinaptica Estructural en la via de PI3K
y la sinaptogénesis. Incluimos un articulo sobre las bases genéticas del ELA.

Palabras claves: PI3K, sinapsis, espinas, enfermedades neurodegenera-
tivas.

Synapses are dynamic structures subject to continuous process of formation
and elimination. Pathological conditions such as Alzheimer disease, have been

*  E-mail: miguel.morales@riojasalud.es.
1. Laboratorio de Plasticidad Sinaptica Estructural. Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja
(CIBIR), C/ Piqueras, 98, 26006 Logrofio, La Rioja, Espafa.
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related to synapse loss associated with memory impairments; the possibility of
changing the number of synapses may be relevant to treat neurological diseases.
Here we show that a treatment with an artificial PI3K-activating transduction
peptide mediates synaptogenesis and spinogenesis in primary cultures of
hippocampal neurons, as well as in CA1 hippocampal neurons in vivo. In
addition, the treatment is effective on adult neurons where it induces
spinogenesis and enhances cognitive behavior of treated animals in a fear-
conditioning assay. The pharmacological intervention PI3K-Akt-GSK3 pathway
should be of interest to treat neurodegenerative diseases (glaucoma, ALS).

Our laboratory is developing software tools to automatically analyse
synaptic density. The present review covers the works of the Structural Synaptic
Plasticity laboratory on PI3K pathway and functional synaptogenesis. We
have included a chapter devoted to the genetic bases of ALS.

Key words: PI3K, synapsis, spines, neurodegenerative disease.

1. LAVIA DE PI3K

El enzima Fosfoinositido 3-quinasa (PI3K) es una quinasa de lipidos cuya
activacion implica una importante regulacion fisiolégica en multitud de teji-
dos. Se encuentra en todos los eucariotas incluyendo los mamiferos con sus
correspondientes versiones homologas.

En mamiferos PI3K es crucial en el desarrollo temprano del sistema ner-
vioso, con un importante papel en morfogénesis dendritica (Jaworski y
Sheng, 2006), polaridad axonal y crecimiento (Jiang y Rao, 2005), neurogeé-
nesis, diferenciacién neuronal, y migracion. En el individuo adulto PI3K pre-
senta también un papel regulador en formacion de memorias (Lin et al., 2001),
acumulacion de receptores AMPA en la densidad postsinaptica (Arendt et al.,
2010), plasticidad sinaptica (Acebes et al., 2012) y sinaptogénesis (Cuesto et
al., 2011).

El enzima PI3K fosforila lipidos de membrana formando parches de fos-
foinositoles en regiones especificas de la membrana plasmatica. En estado tri-
fosforilado, estos lipidos funcionan como mensajeros secundarios, dando
lugar a la amplificaciéon y la propagacion de la cascada de sefializacién. En
condiciones de inactividad, PI3K se encuentra en el citoplasma celular,
siendo su activacion en la mayoria de los casos iniciada por factores de cre-
cimiento, como es el caso de IGF (Insulin-like Growth Factor) o PDGF (Pla-
telet Derived Growth Factor). En condiciones fisioldgicas estos factores de
crecimiento constituyen los ligandos de receptores especificos de mem-
brana denominados Receptores Tirosina Quinasa (RTKs). En mamiferos exis-
ten 3 clases de PI3K (Wymann y Pirola, 1998). La clase mas ampliamente
investigada y el objeto de estudio por parte del grupo de Plasticidad Sinap-
tica Estructural es la clase 1A, que se subdivide a su vez en tres isoformas:
PI3Ka, PI3KP y PI3Kd activandose todas ellas mediante los RTKs antes des-
critos, o la unién a integrinas en el caso de PI3K4. En la clase IB de PI3K tam-
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bién encontramos otra via de activacion, mediada por receptores acoplados
a proteinas G (Osmond et al., 2010).

Molecularmente PI3K 1A es un heterodimero formado por una subuni-
dad reguladora y una subunidad catalitica. Ambas se encuentran siempre uni-
das entre si a través del dominio intermedio iSH2 de la subunidad reguladora
al sitio de union al adaptador (ABS por sus siglas en inglés) de la subunidad
catalitica (Wu et al., 2007).

p85a (PIK3R1a), p854 (PIK3R2) y p55y (PIK3R3) se corresponden con las
subunidades reguladoras de los tipos PI3Ka, PI3Kf y PI3Kd respectivamente.
En condiciones de no-activacion la subunidad reguladora de PI3K adopta una
conformacion tal que impide que la subunidad catalitica pueda desarrollar su
funcién (Yu et al., 1998). Al unirse un factor de crecimiento a su RTK espe-
cifico de membrana tiene lugar la fosforilacion de diversos residuos de tiro-
sina de la cara citoplasmaética del receptor. Cuando p85 reconoce a estos
residuos se une especificamente, lo que comporta un cambio de conforma-
cion que libera la actividad catalitica. La union de RTK a p85 puede estar me-
diada por otras subunidades proteicas, como es el caso de IRS-1 para el
receptor de insulina o Ras-GRB2 en el caso de otros RTKs (Cully et al., 2006).

Las subunidades cataliticas de PI3K reciben el nombre de pll0a
(PIK3CA), p110p (PIK3CB) y p110d (PIK3CD) para el tipo de PI3K corres-
pondiente. EI cambio conformacional que comporta la union de p85 a mem-
brana a través del RTK activado relaja la inhibicion de p85 sobre p110,
promoviendo asi la actividad catalitica de PI3K. Esta consiste en la fosforila-
cion en posicion 3 del fosfatidil inositol (4,5) bifosfato (PIP,) convirtiéndolo
en fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfato (PIP3)

La regulacién negativa de PI3K viene dada por la enzima PTEN (phos-
phatase and tensin homolog) la cual presenta actividad fosfatasa, revirtiendo
asi el estado de fosforilacion de la region de membrana rica en fosfoinosito-
les de PIP5 a PIP,. El equilibrio entre la actividad de PI3K/PTEN determinara
la actividad neta del sistema y por lo tanto la activacién de respuestas, mu-
chas de las cuales implican transcripcién de genes o cambios estructurales
profundos.

Siguiendo con la cascada de sefializacion, la formacién de parches de
PIP; de membrana permite el anclaje de diversas enzimas citoplasmaticas que
presentan el dominio homdlogo de Pleckstrina (PH) en su estructura como
es el caso de Akt (también conocida como PKB) o PDK1 entre otras. Se-
cuencialmente, una vez se ha formado un parche de fosfoinositoles en
membrana, se produce el anclaje tanto de Akt, como de PDK1 en membrana.
El cambio de conformacion sufrido en PDK1 debido al anclaje favorece su
actividad quinasa que recae sobre el residuo Thr308 de Akt. Para la completa
activaciéon de Akt es necesaria una segunda fosforilacion en el residuo
Ser473, en este caso llevada a cabo por el complejo enzimatico mTORC2 (Fa-
yard et al., 2010). (Fig. 1).
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Figura 1. Via de sefializacion PI3K — Akt.

La quinasa Akt presenta multitud de sustratos que actllian como efecto-
res directos, por tanto, la mayoria de sus funciones vendran moduladas por
la activacion de diversas rutas de modo paralelo.

A nivel neurofisiolégico, uno de los importantes efectores de Akt es
GSK3p (fig. 1). GSK3p es una quinasa atipica, ya que al contrario que la ma-
yoria de quinasas se inactiva al fosforilarse, presentando asi una actividad ca-
talitica maxima en condiciones de quiescencia celular. Otro rasgo atipico es
la necesidad de que sus sustratos presenten una pre-fosforilacion para que
puedan ser a su vez fosforilados por GSK3p, fenémeno que se conoce como
priming (Bradley et al., 2003).

GSK3p presenta un importante papel en el desarrollo axonal, de manera
gue cultivos con un fondo con GSK3p constitutivamente activo presentan neu-
ronas que carecen de axén. Asimismo se conduce a la formacién de multi-
ples axones cuando la actividad de GSK3p se elimina en su totalidad (Jiang
y Rao, 2005; Yoshimura et al., 2006).

La otra funcién importante de GSK3p es la regulacién de la estabilidad
del citoesqueleto axonal que ejerce por fosforilacion sobre proteinas asocia-
das a microtubulos (MAPS). Este es el caso de la proteina Tau, que se separa
de los microtibulos axonales al fosforilarse via GSK3. La alteracion funcio-
nal de GSK3 da lugar a la hiperfosforilacion de Tau, que tiende a agregar for-
mando ovillos neurofibrilares insolubles. Dicha hiperfosforilacion también
conduce a la inestabilizacion del citoesqueleto axonal que acaba por dege-
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nerar, siendo ambos procesos responsables en parte de la muerte neuronal
y a su vez caracteristicos de la Enfermedad de Alzheimer.

En el grupo de Plasticidad Sinaptica Estructural del CIBIR se ha disefiado
un péptido de transduccién capaz de activar la via PI3K a niveles fisiologi-
cos denominado PTD4-PI3K Activator (PTD4-PI3KAC). La utilizacion de este
péptido en modelos in vitro e in vivo ha servido para estudiar el efecto de
la activacién de PI3K sobre la sinaptogénesis, espinogénesis y memoria aso-
ciativa (Cuesto et al., 2011). El péptido cuenta con dos dominios, uno de trans-
duccion y uno activador. La entrada del péptido al interior celular esta
mediada por el dominio sintético de transduccion PTD4, que es resultado de
una modificacién del factor de transcripcion TAT del VIH y que presenta el
motivo Tyr-Ala-Arg-Ala-Ala-Ala-Arg-GIn-Ala-Arg-Ala (Ho et al., 2001).

El dominio activador de PI3K se corresponde con los residuos minimos
necesarios para la unién a p85, en este caso Gly-Ser-Asp-Gly-Gly-pTyr-Met-
Asp-Met-Ser (Derossi et al., 1998). Estos residuos mimetizan la parte cito-
plasmatica fosforilada del receptor de PDGF. De este modo, el péptido, al
liberarse en el medio es introducido al interior de la célula y reconocido por
la subunidad reguladora de PI3K a quien se une, activando asi la subunidad
catalitica p110 e iniciandose la cascada de fosforilaciones.

Los antecedentes de este trabajo se refieren a Drosophila melanogaster,
donde la sobreexpresién de la subunidad catalitica Dp110 (homdloga a p110
en mamiferos) conduce al incremento de sinapsis funcionales tanto en unién
neuromuscular de larvas como en l6bulo olfativo de moscas adultas, todo ello
de manera independiente del tamafio celular y de la proliferacion (Martin-
Pefia et al., 2006). Asimismo, su sobreexpresion en el elemento presinaptico
de la unién neuromuscular conduce a un incremento en el nimero de re-
ceptores de glutdmico GIuRIl y a una mayor densidad postsinaptica, impli-
cando a PI3K en el papel activo en la transmision sinaptica. (Jordan-Alvarez
etal., 2012). En el mismo sentido, el dominante negativo de Dp110 asi como
la sobreexpresion de GSK3 conducen a una pérdida de contactos sinapticos
en los glomérulos olfativos (Acebes et al., 2011).

Respecto a la implicacion de PI3K y la sinaptogénesis en mamiferos, en
el grupo de Plasticidad Sinaptica Estructural se ha mostrado cémo la activa-
cion controlada de PI3K/Akt da lugar a un incremento en el nimero de con-
tactos sinépticos. Dicho incremento se consigue tanto en cultivos primarios
de neuronas de hipocampo como en animales adultos. Ademas estos cam-
bios estructurales modifican el comportamiento de los animales en tanto que
mejoran su capacidad de aprendizaje (Cuesto et al., 2011).

Evidencias de otros grupos apuntan del mismo modo: la eliminacion se-
lectiva de PTEN promueve el incremento en la densidad sinaptica asociado
con una hipertrofia dendritica (Kwon et al., 2006). Por ultimo, los complejos
mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) y S6 quinasa, son dos elementos
por debajo de la cascada de PI3K/Akt que se ha demostrado estan presen-
tes en plasticidad sinaptica y en sinapsis (Tang et al., 2002, Tsokas et al., 2005).
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Figura 2. PTD4-PI3KAc activa la via de sefializaciéon de PI3K/Akt. Cultivos de la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y fueron llevados a un 80% de confluencia y privados de suero
durante 16h tras las cuales fueron inducidos con 50 ug/ml de PTD4-PI3KAc. A. Inmunoblot re-
presentativo que muestra los cambios en el estado de fosforilacién de Akt y GSK3 en una ven-
tana temporal de 6 horas. B. Grafico que resume el efecto activador de la via PI3K/Akt. La adicion
de PTD4-PI3KAc increment6 los niveles de pAkt S473 y de pGSK3 S9 significativamente en com-

paracion con cultivos tratados Gnicamente con PTD4. Los niveles de ambos reporteros mantie-
nen una activacion cercana al 50% tras 4 horas.

1.1. PTD4-PI3KACc posee actividad biolégica activando PI3K

En primer lugar, para demostrar que PTD4-PI3KAc activa la cascada de
sefializacion de PI3K/Akt en células nerviosas se utilizo la linea celular de neu-
roblastoma humano SH-SY5Y y se afiadié PTD4-PI3KAc a una concentracion
de 50 ug/ml al medio de cultivo. Seguidamente se cuantificaron los niveles
de Akt fosforilado en la Ser 473 mediante la técnica de Western Blot, lo que
mostré un 158,7% de incremento respecto al basal a los 30 minutos y pro-
longandose en el mismo rango tras 240 minutos (fig. 2). Como control ne-
gativo se afiadieron 50 ug/ml de péptido PTD4 sin dominio activador, no
registrandose con éste incrementos significativos en los valores de pAkt. Es-
tos resultados muestran que el péptido permite una activacion leve pero sos-
tenida en el tiempo (datos no mostrados).

1.2. La actividad de PI3K incrementa la densidad sinéptica

Para medir los cambios en la densidad sinaptica se utilizd la técnica de
la inmunocitoquimica con doble marcaje de proteina presinaptica: por una
parte bassoon, que forma parte de la zona activa y por otra sinapsina, que
se encuentra integrada en las vesiculas sinapticas (Ziv y Garner, 2004).

Se proceso la imagen digital y se considerd como sinapsis positiva la co-
localizacién de ambos marcajes (fig. 3A). Para facilitar el conteo, el grupo de
Plasticidad Sinaptica Estructural, junto con el Departamento de Matematicas
y Computacion de la Universidad de La Rioja ha desarrollado una aplicacién
para el programa de tratamiento de imagenes de cédigo libre Image J. La apli-
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Figura 3. Concentracién y tiempo minimos necesarios para observar el efecto sinaptogénico de-
pendiente de PI3K. A. Detalle de neurona de hipocampo de rata 12 DIV tefiida con los anticuepos
anti-sinapsina policlonal y anti-bassoon monoclonal. Las sinapsis maduras fueron cuantificadas
solo en caso de presentar punteo con doble marcaje y en caso de pertenecer a una dendrita ba-
sal empezando de un cuerpo neuronal claramente identificado. Mediante el plugin de Imagel
SynapCount] se procedi6 a la cuantificacion automatica. B. Curva dosis-respuesta tras aplicar
PTD4-PI3KAc a diferentes concentraciones en cultivo de neuronas de hipocampo de 10 DIV y
cuantificando la densidad sinaptica a 12DIV. El maximo efecto se obtiene a 5 ug/ml, no obte-
niéndose mejores resultados con 50 ug/ml. La presencia de PTD4 durante 48 horas en cultivo
no muestra un incremento en la densidad sinaptica. (t-Student). C. Vida media del péptido in
vitro. El efecto sinaptogénico tras una Unica aplicacion de 5 ug/ml de PTD4-PI3KAc en cultivos
de 2 DIV muestra un incremento de la densidad sinaptica que perdura durante 4 dias. La me-
dicion de la densidad sinaptica revela cambios significativos a 96h, pero no a 144h. (t-Student).

cacion recibe el nombre de SynapCount) y permite determinar automatica-
mente la densidad sinaptica de neuronas en cultivo.

Para determinar la dosis minima con actividad biol6gica se aplicaron di-
ferentes concentraciones de PTD4-PI3KAc y tras 48 horas se midié la densi-
dad sinaptica en cultivos de 12 dias in vitro (DIV). El resultado revela que para
observar cambios sinaptogénicos significativos necesitamos 5 ug/ml, siendo
el efecto muy similar a la dosis de 50 ug/ml (Cuesto et al., 2011) (fig. 3B).

Como control negativo se afiadieron 50 ug/ml de PTD4 sin dominio ac-
tivador tras lo que no se observé un incremento significativo del nimero de
sinapsis (fig. 3B derecha).
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La ventana de actividad de una sola aplicacion del péptido alcanzo el li-
mite de las 96 horas; tras este lapso no se determiné diferencia en la densidad
sinaptica a las 144 horas de la induccién con respecto a su control (fig. 3C).

Para corroborar el efecto sinaptogénico, y demostrar que este incremento
en el nimero de sinapsis comportaba una mayor expresion proteica, se utilizé
la técnica del Western Blot usando como proteinas reporteras: una presinap-
tica (sinapsina) y otra postsinaptica (PSD95). También se midi6 la activacién
de la via PI3K/Akt cuantificando la ratio entre pAkt S473 y Akt total.

En los resultados observamos que la incubacién de 50 ug/ml de PTD4-
PI3KAc durante 48 horas da lugar a un incremento en la expresién de Si-
napsina que alcanza el 129.8 + 18.5% respecto a cultivos tratados con PTD4.
En el caso de PSD95 el incremento llega al 127.1 + 7.6%. Al tratar con un in-
hibidor especifico de PI3K, el LY294002 a 5 uM, se observa una caida en los
niveles de sinapsina, que se sitla en el 64.9 + 10.5% respecto al basal (Cuesto
et al., 2011). (Fig. 4A).

En el tratamiento de neuronas de hipocampo en cultivo con PTD4 sin
dominio activador no vemos alteracién significativa en ninguno de los re-
porteros al comparar los valores de expresion proteica y fosforilacion del efec-
tor Akt con el control negativo, confirmando asi que la activacion de la via
y el efecto sinaptogénico viene dado por el dominio activador. (Fig. 4A).

Tras esta caracterizacion del efecto sinaptogénico se llevaron a cabo di-
versos tipos de experimentos en cultivos primarios de hipocampo:

En primer lugar se realizé un experimento crénico, en que a partir de 2
DIV se aplicaron 5 ug/ml de PTD4-PI3KAc cada dos dias hasta 12 DIV. Los
cultivos se fijaron, se procesaron para inmunocitoquimica y se procedié a me-
dir la densidad sinaptica partiendo de 6 DIV hasta 14DIV (Fig. 4B). El incre-
mento porcentual en la sinaptogénesis alcanza el 69,5 + 8.4% y 51.2 + 13.3%
a 6 y 8 DIV respectivamente, bajando para estabilizarse en los valores 32.8+
11.3%, 24.0 £ 9.0% y 25.7 + 0.8% a 10, a 12 y 14 DIV respectivamente (Cuesto
etal., 2011).

También se test6 el efecto agudo en cultivos considerados adultos de
21 DIV obteniéndose un incremento en este caso del 38.8 + 8.1% (Cuesto
etal., 2011).

Para concluir, se trataron cultivos de 12 DIV con 5 uM del inhibidor es-
pecifico de PI3K LY294002 con lo que se obtuvo una disminucion del nimero
de sinapsis por cada 100 um de un 40.9 *+ 6.3% respecto al control en 48h
de tratamiento, resultado que confirma nuevamente la implicacién de PI3K
en este efecto sinaptogénico (Cuesto et al., 2011) (fig. 4B).

En cultivos primarios, la mayoria de contactos sindpticos hipocampales
son glutamatérgicos (Rao et al., 1998) pero existe también una proporcién de
contactos inhibidores, que alcanza aproximadamente un 6% (Benson et al.,
1994). Para estudiar si la sinaptogénesis de novo se reducia solo a contactos
excitadores, o por el contrario también implicaba el crecimiento de sinapsis
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Figura 4. Efecto sinaptogénico dependiente de PI3K en neuronas. A. Inmunoblot representativo
que muestra los cambios en PSD95, sinapsina y pAkt Ser473 en cultivos de neuronas sembra-
dos a alta densidad tratados con PTD4-PI3KAc (50 ug/ml), PTD4 (50 ug/ml) o LY294002 (5 uM).
El tratamiento se hizo a 10 DIV y las células se lisaron a 12 DIV. Los cultivos tratados con PTD4-
PI3KAc presentan niveles mas elevados de pAkt S473, de sinapsina y de PSD95 en relacion a
los cultivos no tratados. El péptido de transduccion PTD4 por si mismo no modifica los niveles
de expresion de proteina ni de fosforilacion de Akt. LY294002 da lugar a una reduccion tanto
de sinapsina como de la fosforilacion de Akt. B. PTD4-PI3KAc incrementa la densidad sinaptica
en cultivos. En la parte izquierda se presentan los resultados del tratamiento crénico, que mues-
tra curva bifasica con un efecto mas pronunciado en los primeros dias en cultivo seguido por
un declive (8 y 10 DIV) hasta mostrar una estabilizacién en un valor aproximado al 25% por en-
cima del basal. A la derecha se muestran los resultados de una Unica aplicacién a 10 DIV vy fi-
jacion del cultivo a 12 DIV. Tanto en cultivos jévenes (12 DIV), como en adultos (21 DIV), como
en sinapsis excitadoras a 21 DIV e inhibidoras a 12 DIV se alcanz6 un incremento aproximado
del 45% respecto a cultivos no tratados. La aplicacién de 5 uM de LY294002 resulta en una dis-
minucioén de la densidad aproximada de un 50%. C. La activacion de PI3K implica un incremento
de la expresion génica. Cultivos de 10 DIV fueron inducidos con 50 ug/ml de PTD4-PI3KAc y
lisados a 12 DIV para extraccion de RNA total y posterior retrotranscripcion a cDNA. Mediante
sondas de cDNA especificas de receptores de NMDA y glutdmico se procedio a la cuantifica-
cién de la expresion génica mediante PCR cuantitativa. El resultado concuerda con el obtenido
en la expresion de proteinas; tras 48 horas de incubacion se muestra un incremento de la ex-
presion génica que alcanza casi un 250% por encima del basal para el caso de NR1, y un 150%
para NR2A y NR2B. En el caso de GIuR1 y GIuR2 de da un incremento de la expresion que al-
canza aproximadamente un 225% respecto cultivos no tratados.
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inhibidoras, medimos el incremento sinaptico en cultivos de 12DIV donde
marcamos con Bassoon/PSD95 (proteina postsinaptica especifica de contac-
tos excitadores) y en otros con sinapsina/Gefirina (proteina postsinaptica de
contactos GABAérgicos y glicina) (Kornau et al., 1995, Kneussel y Betz, 2000)
(Fig. 4B). Los datos experimentales indican que la activacion de PI3K incre-
menta la densidad de sinapsis excitadoras en un 29.1 + 8.2% y la de sinap-
sis inhibidoras en un 36.3 + 5.1%, mostrando asi un incremento sinaptico
similar en ambos tipos de sinapsis (Cuesto et al., 2011).

En el conjunto de experimentos en que se ha medido sinaptogénesis y
expresion de proteina sindptica obtenemos resultados en la misma direccién,
y ésta apunta a que PI3K presenta un papel crucial en el establecimiento y
mantenimiento de sinapsis independientemente de si se trata de sinapsis ex-
citadoras o inhibidoras. Asimismo, la aplicacion Unica del péptido presenta
una ventana temporal que se alarga hasta las 96 horas.

Por altimo, se analizo el perfil de expresion génica tras la activacion de
PI3K 48 horas después de la adicion del péptido en cultivos de 10 DIV. Me-
diante PCR cuantitativa se midio la expresién de las subunidades NR1, NR2A
y NR2B del receptor de NMDA vy las subunidades GIuR1 y GIuR2 del recep-
tor de glutdmico encontrandose un incremento que bascula en un rango de
150 a 250% respecto de los cultivos control (Enriquez-Barreto et al.; en pre-
paracion) . El incremento en la expresion de receptores sindpticos glutama-
térgicos concuerda con el resto de resultados que muestran un aumento de
la densidad sinaptica ligado a una mayor expresién proteica (fig. 4C).

En suma, estos resultados apoyan la tesis de que PI3K/Akt estd implicado
directamente en la sinaptogénesis en vertebrados independiente del tipo si-
naptico, el crecimiento y la ramificacion neuritica. Este proceso implica tanto el
aumento en los niveles de expresion de receptores como de proteina sinaptica.

2. ESPINAS DENDRITICAS Y PI3K

La mayoria de las sinapsis excitadoras en el cerebro de los mamiferos tie-
nen lugar en unas microestructuras denominadas espinas dendriticas. Descu-
biertas por Santiago Ramoén y Cajal en el afio 1888, constituyen una de sus
contribuciones mas importantes a la neurociencia actual. Cajal propuso que
las espinas permitian conectar los axones con las dendritas, constituyendo una
caracteristica morfolégica fundamental de las neuronas. En efecto, las espinas
dendriticas representan el principal sitio postsinaptico de establecimiento de
las sinapsis glutamatérgicas, son claves en la plasticidad del cerebro, y desde
su descubrimiento se han intentado relacionar con el “almacenamiento” de la
memoria. Las alteraciones en su densidad o morfologia estan relacionadas con
enfermedades y desOrdenes del sistema nervioso.

2.1. Papel fisioldgico de las espinas dendriticas

Desde su descubrimiento, Cajal propuso que las espinas, al establecer
contactos con los axones, permitian el aumento de la conectividad de las den-
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dritas (Ramén y Cajal, 1899). Hipdtesis mas modernas también establecen que
las espinas son compartimentos bioquimicos que permiten mantener una plas-
ticidad sinaptica especifica dependiente de las sefiales recibidas, lo cual per-
mite individualizar la respuesta postsinaptica correspondiente. La plasticidad
que caracteriza a tales conexiones otorga al circuito la capacidad de “apren-
der” o de “adaptarse” a nuevas circunstancias o experiencias.

Existe una gran heterogeneidad relativa a la forma y tamafio que poseen
las espinas dendriticas. De manera muy general y arbitraria éstas se clasifican
en “stubbies” (espinas que no poseen cuello), “thin” (espinas pequefias) y “mush-
room” (espinas grandes con forma de champifion) (Fig. 5). Las espinas “thin”
y “mushroom” poseen un cuello que las separa del eje de la dendrita, éste
puede ser pequefio o puede llegar a medir algunas micras en longitud (Bourne
y Harris, 2007). Se ha sugerido que la geometria del cuello controla la cinética
y la magnitud de la respuesta postsinaptica (Hering y Sheng, 2001).

Existen también unas estructuras consideradas precursoras de las espi-
nas: los filopodios. Los filopodios son muy dindmicos, emergen y se retraen
rapidamente de la dendrita y aparecen principalmente durante estadios tem-
pranos de la sinaptogénesis, siendo muy abundantes en el cerebro durante
las primeras semanas postnatales in vivo. Las observaciones experimentales
proponen que los filopodios podrian indicar el contacto presindptico a la den-
drita, permitiendo la formacidn de una sinapsis a partir de la cual se forma-
ria una espina. La transicion de filopodio en espina parece ser un proceso
reversible regulado ademas por factores locales como la actividad sinaptica
(Hering y Sheng, 2001; Calabrese et al., 2006).

Las espinas no son estructuras rigidas. Pueden cambiar su forma y su ta-
mafio de manera dindmica en cuestion incluso de segundos a minutos o de ho-
ras a dias. El aumento de la movilidad de las espinas se observa principalmente
durante periodos de sinaptogénesis, durante los cuales las espinas pueden elon-
garse e interactuar fisicamente con terminales axonales proximos (Dunaevsky
et al., 1999; Hering y Sheng, 2001). La dindmica y movilidad de las espinas esta
regulada durante el desarrollo, con una tendencia a estabilizarse durante la ma-
duracion del sistema nervioso, aunque una pequefia proporcion de las mismas
continda manteniendo una cierta dinamica en el cerebro maduro (Dunaevsky
et al., 1999; Bourne y Harris, 2007).

Las espinas transitorias son pequefias, pueden emerger y desaparecer en
cuestién de unos pocos dias, mientras que las espinas grandes, las denomina-
das “mushroom” pueden permanecer durante meses. Estas espinas grandes tie-
nen densidades postsinapticas mayores que permiten el anclaje de una mayor
cantidad de receptores de glutamato tipo AMPA, lo cual permite que estas si-
napsis sean funcionalmente mas eficaces. A diferencia de las espinas “thin”, las
“mushroom” pueden contener reticulo endoplasmico liso y poliribosomas para
la sintesis local de proteinas. Estas caracteristicas sugieren que las espinas
“mushroom” son mas estables y estan relacionadas con la memoria. En contraste,
las espinas “thin” se forman y se retraen rapidamente en respuesta a niveles di-
ferentes de actividad sinaptica. Estas contienen densidades postsinapticas més
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Figura 5. Dibujo esquemaético de una neurona piramidal en el cual aparecen identificadas las prin-
cipales partes de la misma: cuerpo celular, axén y dendritas. Nétese la presencia de protube-
rancias en las dendritas: espinas dendriticas. En el recuadro se representa la clasificacion
morfolégica general de los tipos de espinas: filopodios (considerados precursores de espinas),
stubbies (espinas que no poseen cuello o cuyo cuello es muy pequefio), thin (espinas con cue-
llo y de cabeza pequefia), mushroom (espinas con cuello y una cabeza de gran tamafo). Las
espinas con cabezas pequefias estan principalmente relacionadas con eventos de aprendizaje,
debido a su dinamica y plasticidad; mientras que aquellas que poseen cabezas grandes se co-
rresponden con funciones de memoria, debido a la fuerza de la sinapsis a la que estan asocia-

das y a la estabilidad que las caracteriza.
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pequefias que albergan principalmente receptores tipo NMDA, y mantienen una
alta flexibilidad estructural segun las sefiales que reciban, haciéndolas mejores
candidatas para funciones de aprendizaje (Bourne y Harris, 2007).

2.2. Enfermedades y desdrdenes del sistema nervioso relacionados
con las espinas dendriticas

Alteraciones en la densidad y distribucion, en la forma y tamafio, e incluso
en la ultraestructura de las espinas estan relacionadas de manera especifica con
diversas enfermedades y desordenes neuropsiquiatricos, especialmente con
aquellos que implican un déficit en el procesamiento de la informacién. Tanto
el aumento como la disminucién en la densidad de espinas conducen a ano-
malias y patologias del sistema nervioso que correlacionan con deficiencias en
la conectividad sindptica y en la plasticidad cerebral (Fiala et al., 2002; Penzes
et al., 2011).

El aumento en la densidad de espinas se ha descrito, por ejemplo, en pa-
cientes con autismo, en los cuales se observa un incremento en la densidad de
espinas en dendritas apicales de neuronas piramidales en la corteza frontal y
en los I6bulos temporales y parietales. En este caso, el aumento del nimero de
espinas esta correlacionado con una disminucion de las funciones cognitivas.
Tales observaciones estan en consonancia con hipdtesis que sugieren que el
autismo se caracteriza por una hiperconectividad en circuitos locales y entre dis-
tintas areas del cerebro (Penzes et al., 2011). En el sindrome del X fragil, des-
orden que cursa con retraso mental y comportamientos autistas, también se ha
descrito un aumento de la densidad de espinas (Fiala et al., 2002).

La pérdida permanente de espinas es caracteristica en la mayoria de los
procesos de retraso mental, en el sindrome alcohdlico fetal y en la epilepsia
(Fiala et al., 2002). En pacientes con esquizofrenia, por ejemplo, también se
ha podido demostrar que existe una pérdida de espinas en la corteza dor-
solateral prefrontal, en las neuronas piramidales del giro temporal superior,
principalmente en el area de la corteza auditiva primaria, y en el hipocampo
(Penzes et al., 2011).

En la enfermedad de Alzheimer, como se describira mas adelante, tiene
lugar una disfuncion sinaptica muy temprana que comienza en los primeros
estadios de la enfermedad, previa a la muerte neuronal, y que empeora pro-
gresivamente con el curso de la misma (Selkoe, 2002; Penzes et al., 2011).
Como consecuencia de esta pérdida de sinapsis, se produce también una pér-
dida de espinas dendriticas en el hipocampo y en la corteza cerebral. Cu-
riosamente, algunos estudios han demostrado que el cerebro tiene la
capacidad de compensar la pérdida sinaptica produciendo, por ejemplo, un
aumento en el tamafio de las espinas que permanecen (Penzes et al., 2011).

2.3. Sobreactivacion de PI3K y su efecto en la espinogénesis

En el laboratorio de Plasticidad Sinaptica Estructural se estudian los efec-
tos de la sobreactivacion controlada de PI3K sobre la espinogénesis in vitro e
in vivo.
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2.3.1. In vitro

Nuestro modelo de estudio in vitro son cultivos primarios de neuronas
de hipocampo de ratas neonatas. En estos cultivos transfectamos las células
con un vector actina-eGFP; asi, dentro de un mismo cultivo donde hay mi-
les de células, obtenemos neuronas aisladas que expresan la proteina verde
fluorescente. Las espinas dendriticas son estructuras ricas en actina, y esto per-
mite estudiar los cambios espinogénicos producidos tras los distintos trata-
mientos utilizando el péptido activador PTD4-PI3KAC.

Hemos observado que en cultivos de tres semanas, 48 horas después de
la administracién del péptido, la activacion de PI3K produce un aumento de
la densidad de espinas dendriticas de aproximadamente un 22% (Cuesto et
al., 2011). Actualmente estamos estudiando el efecto de la actividad neuro-
nal en la formacién de nuevas espinas. Para ello analizamos el efecto de
PTD4-PI3KAc en presencia de TTX (blogueador de la transmision sinaptica)
y/0 APV (antagonista no competitivo del receptor de NMDA). Con estos tra-
tamientos podremos determinar si es necesaria la sefial presinaptica para in-
ducir la formacion de las nuevas espinas mediadas por la sobreactivacion de
PI3K. Los primeros datos parecen indicar que el efecto en la densidad de es-
pinas dendriticas es parcialmente independiente de la actividad sinaptica (En-
riqguez-Barreto et al., en preparacion).

En paralelo y mediante estudios de time-lapse en microscopia confocal,
analizamos la tasa de formacion de nuevas espinas. El empleo de cultivos
transfectados con actina-GFP nos permite visualizar en tiempo real los cam-
bios en la densidad de estas estructuras (fig. 6). De esta manera se pueden
cuantificar parametros como el nimero de espinas estables, espinas de
nueva aparicion y espinas que desaparecen; asi podemos determinar si el au-
mento en la densidad es debido a la aparicion de nuevas espinas y/o a una
disminucion en la tasa de eliminacion (estabilizacion de las ya formadas).

2.3.2. In vivo

Se ha estudiado también el efecto de la sobreactivacion de PI3K en ra-
tas adultas de 3 meses de edad tras la administracion del péptido mediante
inyeccion estereotaxica en la region CA1 del hipocampo dorsal. Los prime-
ros resultados indican que, transcurridas 72 horas desde la inyeccion del pép-
tido, se observa un aumento del 26% en la densidad de espinas en las
dendritas basales de neuronas piramidales de esta region (Cuesto et al., 2011).

2.4. Contextual Fear Conditioning.

Se llevaron a cabo dos experimentos para evaluar si la inyeccion intra-
cerebroventricular de PTD4-PI3KAc podia potenciar el establecimiento de
nuevas memorias de eventos traumaticos, ya que éstos se relacionan inti-
mamente con el eje amigdala-hipocampo (Kim y Fanselow, 1992; L6pez-Fer-
nandez et al., 2007).
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Figura 6. Fotografias correspondientes a peliculas de 14 minutos en dendritas primarias de neu-
ronas en cultivo en un caso control y en un tratamiento con PTD4-PI3KAc. La misma zona se
registra transcurridas 24, 48 y 72 horas en ambas condiciones. En todos los casos se cuantifican
los siguientes parametros: nimero de espinas estables, espinas de nueva aparicion y espinas que
desaparecen. Este estudio permite responder a la pregunta de si el aumento en la densidad de
espinas es debido a la aparicion de nuevas espinas y/o a una disminucion en la tasa de elimi-
nacion (estabilizacién de las ya formadas). Flechas azules indican espinas que se mantienen, las
flechas amarillas indican espinas de nueva aparicion, la flecha naranja indica una espina de nueva
aparicion que ha comenzado a retraerse.

El primer experimento se realizé con un protocolo dependiente tanto de
hipocampo como de amigdala que toma el nombre de Condicionamiento
Contextual por Miedo (CFC por sus siglas en inglés). En el segundo caso, con
animales diferentes, se introdujo un estimulo auditivo en el condicionamiento,
haciéndolo asi independiente de hipocampo y dependiente de amigdala. Este
protocolo se llama Condicionamiento Auditivo por Miedo (AFC).

Ambos protocolos son muy parecidos y constan de tres fases que tienen
lugar en tres dias. Brevemente: el primer dia se llevd a cabo el condiciona-
miento en que se coloco al animal dentro de un contexto totalmente nuevo:
una jaula cubicular de 30 x 37 x 25cm equipada con una base de reja meta-
lica que emite un pequefio shock eléctrico de 0,5mA durante 1s cuando es
requerido. Inicialmente se dejo al animal explorar libremente la nueva jaula
durante 180s tras los cuales se procedi6 a dar tres descargas eléctricas sepa-
radas entre si por un minuto. Transcurridos los 6 minutos de la experiencia
se retorna el animal a su jaula. Para la variante AFC se procedio de igual ma-
nera, salvo que durante los 20s anteriores a cada descarga se emitia un tono

Zubia | Nam. 24 (2012), pp. 53-80
Monografico | ISSN 1131-5423



68

GERMAN CUESTO, NURIA DOMINGUEZ-ITURZA, LILIAN ENRIQUEZ-BARRETO,
PATRICIA FERNANDEZ-MARTINEZ, GADEA MATA, EMILIO SYRIANI, MIGUEL MORALES

de 800Hz y 80dB. En ambos casos, durante toda la experiencia se grabé al
animal y se analiz6 la cantidad de tiempo sobre el total que el animal estuvo
paralizado como respuesta al miedo.

En el caso del AFC el animal relaciona sobre todo el sonido con la des-
carga inmediata, con lo que la mera reproduccion dara lugar a una respuesta
de miedo. En el caso del CFC el animal no prevé la descarga, asi el condi-
cionamiento se centra en el contexto fisico en que se encuentra.

Tras 24 horas se analizo la capacidad para recordar el evento traumatico
del condicionamiento. Para ello se colocaron los animales en el mismo cu-
biculo durante 6 minutos y se midio la cantidad de tiempo que el animal se
paralizaba por el recuerdo del contexto en el caso del CFC, o del tono en el
caso de AFC. El tercer y ltimo dia, a modo de control, se registro la respuesta
al miedo en los mismos animales en un contexto totalmente diferente sin nin-
gun tono ni descarga para comprobar que en el condicionamiento no se ha-
bia generado una aversién indiscriminada.

Los resultados muestran que los animales inyectados con PTD4-PI3KAc
presentan una mayor memoria asociativa 24 horas después del condiciona-
miento como consecuencia del tratamiento para el CFC. En el caso del AFC,
donde la respuesta frente al miedo es independiente de hipocampo, no se
observo6 una diferencia significativa en la respuesta al miedo antes ni después
de emitirse el tono del condicionamiento. Esto muestra que el efecto sinap-
togénico es especifico de hipocampo y coincide con los cambios estructu-
rales encontrados tanto in vitro como in vivo.

2.5. Estudio de la morfologia de espinas

Un paso més en la profundizacion del estudio ha consistido en el ana-
lisis de los cambios en la morfologia de las espinas. En este estudio se dis-
tinguieron los siguientes grupos experimentales: ratas controles y tratamientos
tras 96 horas de inyeccion del péptido y que han pasado el test de compor-
tamiento CFC, y ratas controles y tratamientos naive tras 96 horas de admi-
nistracion del péptido (estos animales naive no han pasado el CFC; pero
corresponden a la misma cohorte experimental que los animales que si han
pasado el test). Los datos obtenidos se compararon con los correspondien-
tes animales tras 72 horas de la inyeccién del péptido.

Los resultados indican que transcurridas 96 horas, los animales naive tra-
tados con PTD4-PI3KAc, mantienen una densidad de espinas un 13% superior
a los controles. El test de comportamiento CFC por si mismo, produce un au-
mento del 30% en la densidad de espinas; enmascarando el efecto producido
por la administracion del péptido (Enriquez-Barreto et al., en preparacion).

A nivel morfoldgico, el estudio ha revelado que el aprendizaje tiene un
efecto sobre el tamafio de las espinas, ya que modifica el tamafio de las mis-
mas con una clara tendencia hacia la formacion de espinas con areas de ca-
bezas mayores (fig. 7). Asi mismo, nos ha permitido evaluar la evoluciéon
temporal de la morfologia de las espinas desvelando que la sobreactivacion
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Figura 7. El panel de la derecha muestra la gréfica de probabilidad acumulada relativa a las areas
de las cabezas de las espinas en los casos analizados. Notese que el CFC, per se, aumenta el ta-
mafo de las espinas, dando lugar a cabezas con areas mayores. Sin embargo, los animales tra-
tados con PTD4-PI3KAc, incluso después del test de aprendizaje, muestran areas mas pequefias
que los correspondientes controles. El panel de la izquierda muestra las espinas dendriticas en
un segmento de dendrita basal de una neurona piramidal del hipocampo de rata. La neurona
ha sido marcada con el colorante lipofilico Dil utilizando la técnica del “gene gun”.

de PI3K favorece principalmente la formacion de espinas pequefias, dato que
podria estar en consonancia con las observaciones de que esta sobreactiva-
cion también facilita el aprendizaje (Enriquez-Barreto et al., en preparacion).

2.6. SynaptCountJ

Como se ha descrito en apartados anteriores, el Laboratorio de Plastici-
dad Sinaptica Estructural estudia la complejidad neuronal y la densidad de
los contactos sinapticos en neuronas in vitro e in vivo. Estos analisis se han
estado haciendo de manera rutinaria en el laboratorio de forma manual me-
diante procedimientos que implican un cierto grado de criterios subjetivos,
ademas de ser complicados y de requerir mucho tiempo de trabajo. Por ello
ha surgido la necesidad de desarrollar un método objetivo y eficaz que per-
mita llevar a cabo estos analisis.

En colaboracion con el grupo del Dr. Julio Rubio perteneciente al De-
partamento de Matemaéticas y Computacién de la Universidad de La Rioja, se
ha desarrollado un plug-in para Imagel (software libre especializado en el
procesamiento de imagenes biomédicas; NIH, Bethesda, USA) denominado
SynapCount]. Su objetivo consiste en identificar y cuantificar la densidad si-
naptica a partir de imagenes de inmunofluorescencia de neuronas de hipo-
campo en cultivo. Los algoritmos subyacentes a este programa estan basados
en técnicas homoldgicas para el procesamiento de imagenes digitales. Con
este sistema se intentan resolver problemas como el marcaje impreciso o la
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eliminacién de ruido de la imagen. Asimismo, a la hora de analizar este tipo
de iméagenes, se unifican criterios que permiten trabajar de una manera mas
rapida. Como se ha indicado inicialmente, la identificacién y el contaje de las
sinapsis se realiza de manera manual; el empleo de SynapCount] reduce el
tiempo de espera de obtencién de los resultados de 15 minutos por imagen
a 30 segundos.

Para los proximos dos afios el laboratorio se ha embarcado en el desa-
rrollo de un nuevo programa que facilite el conteo y la clasificacion de es-
pinas de una neurona, tanto en cultivo como en rodajas de hipocampo. Para
ello se utilizaran técnicas que se basan en los criterios de la homologia per-
sistente. De esta manera pretendemos objetivizar los criterios de identifica-
cion de un contacto sinaptico y dar una solucién automatizada que nos
permita trabajar a gran escala (Heras et al., en preparacién).

3. PI3K Y SU IMPLICACION EN DIVERSAS ENFERMEDADES:
POTENCIAL PAPEL TERAPEUTICO DEL PEPTIDO PTD4-PI3KAC.

3.1. Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas abundante de de-
mencia en los paises industrializados. Es una enfermedad degenerativa pro-
gresiva del cerebro, caracterizada por la desorientacion, la pérdida de
memoria, de atencién y de la capacidad de raciocinio. Esta enfermedad fi-
nalmente causara la muerte tras un largo proceso de degeneracion en el que
el paciente pierde todas sus capacidades fisicas y psiquicas.

Esta enfermedad se caracteriza por la pérdida de la capacidad cognitiva,
la atrofia cerebral debida a la pérdida de neuronas y sinapsis, y la formacion
de lesiones patoldgicas; placas amiloides extracelulares (compuestas de pép-
tido beta amiloide insoluble) y ovillos neurofibrilares (agregados intracelula-
res de la proteina tau hiperfosforilada) (Goedert y Spillantini, 2006). A lo largo
de los afos se han propuesto diferentes teorias que explican el deterioro cog-
nitivo asociado a esta enfermedad. La més aceptable es la hipétesis -amiloide.
Esta hipdtesis sugiere un procesamiento anormal de la proteina APP (amyloid
precursor protein), mediante el cual se generan pequefios fragmentos de pép-
tido p-amiloide insoluble, que se acumulan formando depésitos, siendo és-
tos los responsables de la pérdida de actividad y muerte neuronal. En los
Gltimos afios diversos autores han demostrado que la pérdida de funcion si-
naptica es anterior a la formacién de las placas amiloideas, siendo los oligo-
meros solubles del péptido amiloide, en lugar de los insolubles, los
responsables de la demencia (Selkoe, 2002). En los enfermos de Alzheimer,
existe una pérdida de la densidad de espinas y de contactos sinapticos en la
zona del hipocampo y la corteza frontal, principales areas afectadas en esta
patologia (DeKosky y Scheff, 1990; Walsh y Selkoe, 2004). Esta pérdida si-
naptica presenta una mayor correlacién con el deterioro cognitivo que las pla-
cas neurofibrilares o la pérdida neuronal (Fiala et al., 2002). Por lo tanto, una
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terapia capaz de prevenir o restaurar las pérdidas sinépticas, y en concreto de
espinas dendriticas, podria contrarrestar los sintomas de la enfermedad.

Con el fin de estudiar los mecanismos implicados en la pérdida cogni-
tiva asociada a la EA y disefiar posibles terapias que reviertan los sintomas,
existen modelos murinos como el ratén transgénico Tg2576. Estos animales
contienen una doble mutacion en el gen APP, que origina una disminucién
en la densidad de espinas del 18 % a los 4 meses y del 27 % a los 12 meses,
déficit que correlaciona con una pérdida en la capacidad de aprendizaje de
estos animales medida con el CFC (contextual fear conditioning) (Jacobsen
et al., 2006).

Basandonos en la hipétesis de que una activacion controlada de la via
PI3K puede servir para aumentar el niimero de espinas dendriticas y asi con-
trarrestar la pérdida sinaptica observada en la enfermedad de Alzheimer, nues-
tro objetivo consiste en estudiar el efecto del péptido PTD4-PI3KAc sobre las
capacidades cognitivas en el modelo murino Tg2576.

En primer lugar se analizara la capacidad espinogénica del péptido me-
diante marcaje neuronal y posterior contaje de espinas a lo largo de las den-
dritas basales primarias de neuronas piramidales de la region de CA1 del
hipocampo (fig. 8), zona intimamente relacionada con la memoria y el
aprendizaje, y donde se observan déficits sinapticos y pérdida de espinas en
enfermos de Alzheimer y en animales modelo de AD (Knafo et al., 2009). En
segundo lugar, se determinaré si un aumento de la densidad de espinas en
este modelo, es capaz de revertir la pérdida cognitiva. Para analizar la capa-
cidad cognitiva hipocampal se sometera a los animales al test de condicio-
namiento por miedo (CFC) analizando el tiempo que permanecen inmoviles
en respuesta a un estimulo aversivo controlado, siendo éste un indicativo de
la capacidad de aprendizaje del animal.

Experimentos previos realizados en el laboratorio empleando ratas
(rattus norvegicus), demuestran la capacidad del péptido activador de PI3K
para aumentar el nUmero de espinas y la capacidad de aprendizaje (Cuesto
etal., 2011), lo que induce a pensar que estos efectos también podrian darse
en animales modelo de la enfermedad de Alzheimer. La demostracion de los
efectos restauradores nos permitird proponer una nueva terapia para el tra-
tamiento de esta enfermedad.

3.2. Glaucoma

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa ocular asintomatica.
Cuando no se trata adecuadamente puede llegar a causar ceguera, de hecho
es la primera causa de ceguera no traumatica. Existen diferentes tipos de glau-
coma, y también hay diversas formas de clasificarlos: en funcion de la edad
a la que aparece, de su origen o de la amplitud del angulo iridocorneal. En-
tre los tipos mas frecuentes estan: glaucoma agudo, crénico simple, crénico
de angulo estrecho y congénito.
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Figura 8. Neurona piramidal de la regién CA1 del hipocampo teflida con Dil mediante la téc-
nica del “gene gun”. Esta técnica consiste en el disparo de particulas de tungsteno de 1,7 um
de didmetro recubiertas del colorante (Dil) sobre una rodaja de cerebro de 200 pm de espesor
previamente fijada. El colorante se une a la membrana celular y difunde por ella proporcionando
un marcaje completo de la estructura celular. La imagen muestra la proyeccion maxima de un
stack de imagenes tomadas con el microscopio confocal leica SP5 con objetivo de 63X.

Generalmente, el primer sintoma del glaucoma es la pérdida de la vision
periférica. La ceguera que provoca es consecuencia de una muerte progre-
siva de las neuronas ganglionares de la retina. La etiologia de esta enferme-
dad es multifactorial pero el principal factor de riesgo es un aumento de la
presién intraocular provocado por la disminucién de la capacidad de evacuar
el humor acuoso.

Aunque casi todos los tipos de glaucoma cursan con este aumento de
presion, también se da la enfermedad en ojos normotensos, por tanto las ra-
zones que inducen la muerte neuronal, no se pueden explicar Gnicamente
por el aumento de presion.
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El tratamiento comun es la terapia baroprotectora, pero dado el caréc-
ter neurodegenerativo de la enfermedad es necesario encontrar un farmaco
con efectos neuroprotectores.

3.2.1. Potencial neuroprotector de la via de PI3K

Como se ha explicado previamente, la sefializacion PI3K/Akt se inicia a
través del reclutamiento de PI3K a la membrana plasmatica. A través de la fos-
forilacion de diversas dianas intracelulares, la activacién de Akt controla
eventos que conducen a un incremento de la supervivencia celular, la proli-
feracion, el crecimiento y el metabolismo (fig. 1) La activacion de Akt tiene
efecto antiapoptético, ya que por un lado provoca aumento en la expresion
de Bcl-2, una proteina antiapoptética, y por otro lado, fosforila BAD, impi-
diendo su interaccion con otras proteinas proapoptéticas como Bax y Bak que
asi no pueden formar el heterodimero que se requiere para abrir los poros de
transicion mitocondrial PT y permitir la salida al citoplasma del citocromo ¢
y otros activadores de caspasas. Ademas, Akt directamente provoca la inhibi-
cion de las caspasas impidiendo que se forme el complejo pro-caspasa 9 y el
inicio de la cascada de activacion de la ruta apoptotica de la caspasa-3.

Como se ha descrito, en el laboratorio se emplea un péptido, PTD4-
PI3KAC, con actividad biolégica sobre la via de Akt. Dado el potencial an-
tiapoptético de la activacién de Akt, se ha iniciado una linea de investigacién
basada en la prevencion del glaucoma a través del efecto neuroprotector. Para
que sea viable el uso del péptido como farmaco en el tratamiento del glau-
coma, es indispensable entre otros requisitos, revertir el proceso de neuro-
toxicidad y segundo encontrar una via valida para introducir el péptido en
el ojo humano.

La neurotoxicidad se est& estudiando en un modelo murino de cultivos
primarios de neuronas, expuestos a un agente neurotoxico (NMDA). Los pri-
meros resultados muestran que la adicion de 50 pug/ml de PTD4-PI3KAC re-
vierte el proceso de muerte por la activacion excesiva de NMDA (fig. 9). Para
poder demostrar que el péptido atraviesa la cornea usaremos modelos ani-
males a los que aplicaremos el péptido marcado con un fluoréforo. El pos-
terior procesamiento del tejido nos permitird estudiar la localizacion
intraocular y las concentraciones alcanzadas.

3.3. ELA

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) (ALS en inglés, Amyotrophic La-
teral Sclerosis, enfermedad de Charcot, MND o enfermedad de Lou Gehrig;
OMIM #105400) es un grupo de enfermedades neurodegenerativas morta-
les caracterizadas por la pérdida de motoneuronas superiores del cortex mo-
tor e inferiores del tronco cerebral, la espina dorsal y los tractos asociados.
Clinicamente se manifiesta por la aparicién de atrofia y debilidad muscular
progresiva, fatiga excesiva, fasciculaciones generalizadas, espasticidad y
otros signos de disfuncion del tracto piramidal como disartria, disfagia y dis-
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Figura 9. A. Gréfica representativa de experimentos de excitotoxicidad en neuronas utilizando
distintas concentraciones de NMDA como inductor de apoptosis. Las barras negras muestran los
porcentajes de muerte celular en presencia de NMDA vy las barras blancas el rescate de la su-
pervivencia tras la adicion del péptido PTD4-PI3KAc (50 pg/ml). B. Corte histolégico del fondo
de ojo de ratén tefiido con Hematoxilina-Eosina. Foto tomada con un objetivo 40x en micros-
copio 6ptico DM6000B de Leica. En la foto se pueden observar las diferentes capas que com-
ponen la retina del ojo.

nea. La muerte se produce por fallo respiratorio debido a la parélisis pro-
gresiva por lo que la respiracién asistida prolonga la supervivencia (Rowland
y Schneider, 2001).

El ELA, o ALS, es una de las enfermedades neurodegenerativas mas co-
munes del mundo occidental. La ALS esporédica (SALS) es la forma mas pre-
valente y constituye alrededor del 90% de los casos. La forma familiar o FALS,
se hereda en un patrén genético dominante y representa el 10% de los ca-
sos. La afeccién es independiente del sexo y de la raza (Hirtz et al., 2007).
Hombres y personas mayores tienen mayor predisposicién a padecer la en-
fermedad, siendo la edad promedio de la aparicién de los sintomas de 55
afos y el rango de la enfermedad de 12 a 98 afios. El 50% de las muertes se
produce antes de los 18 meses posteriores al diagnéstico de la enfermedad,
el 20% sobrevive 5 afios y el 10% mas de 10 afios.

En Europa la incidencia (nimero de individuos sanos que desarrollan la
enfermedad en un periodo de tiempo) es de 2 casos por cada 100.000 habi-
tantes y la prevalencia (proporcion de individuos de un grupo que presen-
tan una caracteristica o evento determinado en un momento o en un periodo
determinado) de 8 cada 100.000 habitantes (Traynor et al., 1999; Rowland y
Shneider, 2001; Kiernan et al., 2011).

Hasta la fecha, la etiologia de la enfermedad esta atn por resolverse. En
el ELA se han implicado alrededor de 20 genes con una gran variedad de fun-
ciones (Kiernan et al., 2011), correspondiéndose con la mutacién maés fre-
cuente asociada a la enfermedad la del gen C9ORF72. Este gen, ubicado en
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el brazo corto del cromosoma 9, presenta repeticiones del hexanucleétido
GGGGCC dentro del primer intrén, entre 0 y 20 repeticiones en individuos
sanos, y mas de 30 repeticiones en la forma relacionada con la patologia de
ALS (ademés de demencia frontotemporal). Entre FALS y SALS esta mutacién
suma alrededor del 50% de los casos reportados en Finlandia y un tercio de
los individuos del resto de Europa (Andersen et al., 2003).

Otro gen de gran trascendencia relacionado con la patologia es SOD1.
SOD1 codifica para una superoxido dismutasa Cu/Zn y su funcién es elimi-
nar el anién superoxido, una de las principales especies derivadas de oxigeno
responsable del stress oxidativo celular (Forman et al., 2004). Se han identi-
ficado méas de 50 mutaciones relacionadas con la patologia de ALS. Las hi-
potesis sobre los efectos de estas mutaciones son varias e incluyen
excitoxicidad glutamatérgica, dafio oxidativo, defectos en el transporte axo-
nal, asi como agregados de proteinas intracelulares (Lagier-Tourenne y Cle-
veland, 2009). Las mutaciones en SODL tipo FALS representan el 20% de los
casos familiares, mientras que los tipo SALS alrededor del 5%.

El gen TARDBP o TDP43 que codifica para una proteina de union a
DNA/RNA regula la estabilidad, la transcripcion, el corte y empalme alterna-
tivo de RNA. Esta proteina es el mayor componente de los agregados encon-
trado en muchos pacientes de ALS esporadica, asi como en muchos pacientes
con demencia frontotemporal. En los agregados predomina una forma hiper-
fosforilada de TDP43 y un fragmento de 25 KDa que ha perdido el dominio
de localizacion nuclear (Lagier-Tourenne y Cleveland, 2009). Las mutaciones
tipo FALS representan el 5-10% de los casos, mientras que los FALS menos del
1% del total de casos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5942).

Recientes estudios vinculan el gen FUS (Fused in Sarcoma o TLS) con la
patologia del ELA. FUS se encuentra en el cromosoma 16 y codifica una pro-
teina de 526 aminoacidos de longitud cuya funcién es, por un lado ayudar a
la integridad del genoma uniéndose a cadenas simples y dobles de DNA, y
por otro, interaccionar con moléculas de RNA favoreciendo su estabilidad es-
pecialmente en el transporte del mismo (http://www.uniprot.org/uniprot/
P35637). FUS presenta en la porcion central un dominio de “dedos de Zinc”
(dominios cuya funcién es interaccionar con DNA y RNA) y el extremo car-
boxilo terminal una region extremadamente conservada. En esta Ultima region
se acumulan la mayoria de las mutaciones relacionadas con ELA. Al igual que
TDP43, los enfermos de ELA presentan grandes agregados de proteinas en el
citoplasma de las neuronas afectadas asi como células gliales (Kwiatkowski
et al., 2009). Las mutaciones en esta proteina constituyen el 8% del total de
las ALS familiares (Lagier-Tourenne y Cleveland, 2009; Syriani et al., 2011).

El gen OPTN (Optineurina), localizado en el brazo pequefio del cro-
mosoma 10, se habia relacionado histéricamente con el progreso del glau-
coma de angulo abierto; pero un estudio reciente lo relaciona también con
la patologia de ALS (Maruyama et al., 2010). Las funciones de OPTN son va-
riadas e incluyen morfogénesis celular, trafico de membranas, activacion de
la transcripcion y regulacion negativa de la induccion de NFKB por parte de

Zubia | Nam. 24 (2012), pp. 53-80
Monografico | ISSN 1131-5423

75



76

GERMAN CUESTO, NURIA DOMINGUEZ-ITURZA, LILIAN ENRIQUEZ-BARRETO,
PATRICIA FERNANDEZ-MARTINEZ, GADEA MATA, EMILIO SYRIANI, MIGUEL MORALES

virus de RNA. Esta ultima funcion es la que se pierde en las formas mutadas
que impiden la inhibicién de la activacion de NFkB, y cambian la distribu-
cion citoplasmaética de Optineurina (Maruyama et al., 2010). OPTN es res-
ponsable del 3,8% de los casos FALS y del 0,29% de los SALS.

ANG (Angiogenina) codifica para una ribonucleasa de 14 KDa de la fa-
milia de las RNAsa A. Esta proteina actlia en la via protectora enddgena de
las motoneuronas expuestas a hipoxia inducida. Los casos de mutaciones en
AGN representan el 1% de los FALS (Sebastia et al., 2009).

El Laboratorio de Plasticidad Sinaptica Estructural (PSE) tiene una linea
de trabajo enfocada en ELA y la identificacion de posibles nuevas mutacio-
nes. El grupo ha logrado reunir un extenso banco de DNA con mas de 300
muestras relacionadas con ELA y otras neuropatologias en colaboracién con
el Doctor Josep Gamez i Carbonell (Dpto. Neurologia, Hospital Universitario
Vall d’'Hebron, Barcelona). Entre los logros del laboratorio de PSE se en-
cuentran la identificaciéon de la mutacion K510E, el primer caso de ALS pro-
ducido por mutaciones en FUS de Espafia; la identificacion de la mutacion
en SOD1 E22G que predice un mayor tiempo de supervivencia en los afec-
tados asi como la identificacion de un paciente con el sindrome de Allgrove
o Triple A, una rara enfermedad autosdmica recesiva con solo 70 casos da-
tados en todo el mundo, producida por una mutacion en el gen AAAS que
causa insuficiencia adrenal por resistencia a la hormona adrenocorticotropa
(Syriani et al., 2009; Syriani et al., 2011; Gamez et al., 2010).
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