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Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas: uno de los retos clinicos del siglo XXI

Uno de los principales problemas sociales y sanitarios que afrontamos en la
actualidad es el aumento de la incidencia de enfermedades neurodegenerativas,
como consecuencia del envejecimiento progresivo de la poblacién. La mayor
esperanza de vida que ahora disfrutamos es debida a los avances médicos y a una
mejor alimentacién. Como contrapartida, han aumentado los trastornos mentales,
pues el riesgo de padecerlos se incrementa con la edad (Kleinman y Cohen, 1997).
De entre estos trastornos, las enfermedades neurodegenerativas son uno de los mas
importantes debido a sus devastadores efectos sobre el paciente y el entorno social y
familiar.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una disminucién en
el nimero de células en determinadas poblaciones neuronales; por ejemplo, en la
enfermedad de Alzheimer (EA) se ha observado una deplecién de neuronas
colinérgicas fundamentalmente en el hipocampo y ciertas areas corticales, mientras
en la enfermedad de Parkinson (EP) son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra y ganglios basales las afectadas, y en la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se
reduce la poblacién de motoneuronas. La pérdida neuronal se refleja clinicamente en
la apariciéon de sintomatologias especificas, como alteracién en los procesos de
memoria y lenguaje en la EA, modificacién en el control y la coordinacién del
movimiento en la EP, o debilidad progresiva en la ELA (Hardy y Gwinn-Hardy,
1998).

La enfermedad de Alzheimer: caracteristicas moleculares

La EA es la causa mas comun de declive cognitivo en la poblacién anciana.

Esta enfermedad es un desorden neurodegenerativo caracterizado, entre otros

aspectos, por una pérdida progresiva de memoria asociada a lesiones en las regiones
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cerebrales implicadas en su almacenamiento (hipocampo, ciertas areas de la corteza
cerebral, etc.). Alois Alzheimer describié originalmente la EA como una rara
enfermedad que afectaba a pacientes de mediana edad (Alzheimer y cols., 1995),
pero estudios posteriores demostraron que la EA descrita por Alzheimer era bastante
similar a la demencia senil comun en individuos ancianos (Burns y cols., 1997). La
base celular y molecular de la enfermedad consiste en la muerte y disfuncién de
ciertas neuronas y sinapsis, en particular de aquellas involucradas en la transmisiéon
colinérgica (Davies y Maloney, 1976). Sin embargo la EA no se encuentra limitada a
la degeneracion de las neuronas colinérgicas, sino que también afecta a neuronas que
pertenecen a varios grupos de neurotransmisores (Bartus y cols., 1982), como por
ejemplo a las neuronas glutamatérgicas del hipocampo. A pesar de que se ha
producido un progreso considerable en el conocimiento de los componentes
moleculares de las lesiones cerebrales, los mecanismos de degeneracién neuronal en
la EA todavia no estan del todo clarificados.

Las principales lesiones patoldgicas descritas por Alzheimer en el cerebro de
los pacientes de EA incluian las placas seniles y las marafias neurofibrilares. Las
placas seniles estdin compuestas por el péptido P-amiloide (BA), de unos 40-43
aminoacidos (Selkoe, 1989; Selkoe, 1998). El péptido PBA es originado por el
procesamiento proteolitico de una glicoproteina integral de membrana, llamada
proteina precursora de f-amiloide (PPA), que esta codificada por un gen localizado
en el cromosoma 21 (Selkoe, 1996) (Figura 1.1). Tres importantes enzimas,
denominadas en conjunto secretasas, participan en el procesamiento de la PPA. La
actividad o-secretasa corta dentro de la secuencia del péptido PA y provoca la
liberacion de un fragmento denominado o-PPAs, con funcién tréfica y
neuroprotectora. La posterior acciéon de y-secretasa genera fragmentos no
amiloidogénicos (p3 y p7). Las actividades P-secretasa y y-secretasa, por su parte,
digieren a la proteina precursora secuencialmente a ambos extremos del péptido A

y conducen asi a su liberacién al medio extracelular (Haass y De Strooper, 1999). La



Introduccion

deposicién de BA soluble produce la agregacion del péptido en forma de fibrillas, que
muestran neurotoxicidad in vitro (Yankner, 1996) e in vivo (Giovannelli y cols.,

1998; Stephan y cols., 2001).

Via no amiloidogénica
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Figura 1.1. Procesamiento proteolitico de la proteina precursora de f-amiloide (PPA). (A) En la via no
amiloidogénica, la actividad a-secretasa corta dentro de la secuencia del péptido B-amiloide (azul
oscuro) de la PPA (azul claro) para liberar a-PPA soluble, impidiendo la formacién de BA. El
producto C-terminal es sustrato de y-secretasas, que generan fragmentos no amiloidogénicos (p3 y
p7). (B) En la via amiloidogénica, la actividad f-secretasa (BACE) corta cerca del extremo N-terminal
del dominio BA y genera B-PPA soluble. El fragmento C-terminal, que contiene la secuencia fA
completa, es digerido por y-secretasas que liberan péptido BA, de 40 o 42 aminoacidos (Verdile y cols.,
2004).

Otra lesién histopatolégica que caracteriza a la EA son las marafias de
neurofibrillas, que consisten en acumulaciones anormales de proteinas del
citoesqueleto, con propiedades quimicas y antigénicas dnicas que permiten su
tinciéon selectiva (Selkoe, 1989). Los filamentos que constituyen los agregados
contienen principalmente a la proteina asociada a los microtubulos tau (Yankner,
1996). Tanto las placas como los agregados contribuyen a la disfuncién neuronal y a

la demencia, ya que los ratones transgénicos que desarrollan sélo el fenotipo de
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placas o el de marafias de neurofibrillas muestran en cualquier caso alteraciones en
su comportamiento (Hsiao y cols., 1996; Lewis y cols., 2000).

Los estudios realizados en cultivos celulares han mostrado que los péptidos A
(1-40, 1-42 y 25-35) pueden ser directa o indirectamente neurotdxicos, y que la
potencia toxica del péptido esta relacionada con su capacidad para formar agregados
(Yankner y cols., 1990a; Pike y cols., 1991; Busciglio y cols., 1992; Mattson y cols.,
1993a; Mattson y cols., 1993b). Esto es debido a que los péptidos PA muestran
distintas propiedades fisicas y, en concreto, presentan comportamientos de
agregacién que pueden variar de acuerdo a su longitud (Burdick y cols., 1992).
Ademads se ha observado que la neurotoxicidad de PA requiere su ensamblaje en
forma de oligémeros y/o fibrillas, mientras que los agregados amorfos no fibrilares de
BA no serian neurotdxicos (Lorenzo y Yankner, 1994; Busciglio y cols., 1995;
Howlett y cols., 1995; Hardy y Selkoe, 2002). De hecho la sensibilidad neuronal a los
agregados protofibrilares de PA se corresponde bastante con el patron de
degeneracion observado en la EA (Kim y cols., 2003).

Los resultados de Yankner y cols. pusieron de manifiesto que los péptidos BA
eran directamente téxicos para neuronas diferenciadas de hipocampo de rata y que la
actividad neurotodxica corresponde a la secuencia de aminoacidos 25-35 del péptido
BA (Yankner y cols., 1990b). Por otra parte, otros estudios mostraron que el péptido
BA por si sélo no era neurotdxico en cultivos de neuronas corticales de ratén, pero
hacfa a las neuronas mds vulnerables a la neurotoxicidad de los aminoacidos
excitatorios (Koh y cols., 1990). También existen poblaciones neuronales bastante
resistentes a la neurotoxicidad de PA, como las células granulares de cerebelo. De
estos resultados se deduce que debe existir una gran variabilidad en cuanto a la
susceptibilidad a BA que muestran diversos tipos celulares neuronales y diferentes

0rganismos.
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Hipdtesis sobre la neurodegeneracion en la enfermedad de Alzheimer

En la actualidad existe gran controversia en cuanto al mecanismo
desencadenante de la neurodegeneracién que se observa en la histopatologia de la
EA. Mientras que numerosos autores defienden la denominada hipodtesis del
amiloide, otros apuestan por tau como el principal artifice de la muerte neuronal.

Los defensores de la hipdtesis del amiloide postulan que es el procesamiento
anormal de la PPA y la acumulaciéon de péptidos PA en forma de placas el
mecanismo inicial de muerte neuronal en la EA (Sommer, 2002; Wirths y cols.,
2004; Verdile y cols., 2004). Segtn esta teoria, los agregados de péptido BA pueden
desencadenar la muerte neuronal y provocar la formacién de ovillos neurofibrilares
en el interior de las neuronas (Figura 1.2). Por tanto, la formacién de agregados de
tau serfa un evento secundario y consecuencia de la presencia de agregados de
amiloide en el entorno celular. Confirma esta hipétesis el hecho de que existen
variantes genéticas de EA asociadas a la superproduccion de BA (Hardy y Allsop,
1991). Los péptidos PA bloquean la recaptacién de glutamato por los astrocitos,
provocan estrés oxidativo y peroxidacién de la membrana lipidica, activan a la
microglia e inducen la activacién de varias quinasas, incluyendo a MAP quinasas y a
JNK (Jun N-terminal Kinase) (Suh y Checler, 2002). Entre estas quinasas también se
encuentra GSK-3p, enzima implicada en la hiperfosforilacién de tau, que impide el
correcto funcionamiento de esta proteina e induce su agregacién (Lucas y cols., 2001;
Garrido y cols., 2002). Por otra parte la activacion de la microglia provoca un cuadro
de inflamacidn localizado que dafia a las neuronas circundantes, agravando el efecto
directo de los agregados. El hecho de que la administracién de antiinflamatorios no
esteroideos disminuya la probabilidad de sufrir EA confirma la implicacién de los
procesos inflamatorios en esta enfermedad (Monsonego y Weiner, 2003; Qiu y

Gruol, 2003).
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Por otra parte, hay grupos de investigacién que apoyan la hipétesis de que es
la formacién de agregados intraneuronales de tau el evento principal en la patologia
de la EA (Rissman y cols., 2004; Dickson, 2004). De hecho, la distribucién de ovillos
neurofibrilares en el cerebro de los pacientes se corresponde con el patrén de
neurodegeneracién, mientras que las placas seniles se distribuyen de manera casi
uniforme, tanto en el cerebro de enfermos de EA como en individuos ancianos sanos.

Finalmente se han postulado otras hipdtesis que tratan de conciliar ambos
extremos. En el cerebro de los pacientes de EA se observa un nivel elevado de
apoptosis neuronal, asociada a la generaciéon de especies reactivas del oxigeno.
Algunos autores postulan que el estrés oxidativo es el que induce el procesamiento
proteolitico anormal de la PPA y la formacién de agregados aberrantes de tau
(Imaizumi y cols., 2001; Katayama y cols., 2004). También se apunta a anormalidades
en la via de Wnt como la causa primitiva de ambas anormalidades histopatoldgicas
(Mudher y Lovestone, 2002; Alvarez y cols., 2004).

En conclusién, hay que destacar que la variante esporadica de EA no esta
determinada por una alteracidn genética y que existe una gran gama de factores que
influyen en su aparicién. Lo que si ha sido confirmado es que los péptidos PA
producen muerte neuronal in vitro e in vivo. Por tanto, aquellos farmacos capaces de
frenar esta neurodegeneraciéon al menos disminuirdn la pérdida neuronal que se

produce en EA.
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Figura 1.2. Hipdtesis del amiloide. La hipdtesis del amiloide estd basada en la sobreproduccién de A
como la principal causa de disfuncién y muerte neuronal que conduce a la demencia en EA.
Influencias genéticas y medioambientales (p. ej. Mutaciones de PPA, PS1, y PS2; alelo apoE4)
provocan una desregulacién en el procesamiento de PPA, que conduce a una sobreproduccién y
acumulacién de PA 1-42 en placas difusas. El reclutamiento de otras proteinas, como PA 1-40 y
proteinas del complemento, produce la deposicién de placas seniles. La formacién de esas placas
provoca la activacién de astrocitos y microglia, dafio oxidativo y agregacién de tau. Finalmente la
cascada culmina en la pérdida neuronal, que conduce a la demencia (Verdile y cols., 2004).
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Neurotransmisién glutamatérgica en enfermedades neurodegenerativas

Un factor comun a todas las enfermedades neurodegenerativas es la alteracién
de uno o mads sistemas de neurotransmisién. Dentro de este grupo de sistemas
susceptibles de alteracion se encuentra el sistema glutamatérgico. El glutamato es el
neurotransmisor excitatorio por excelencia, ya que participa en el 70% de las sinapsis
excitatorias. Aunque desempefia importantes funciones fisiolégicas en el SNC, la
activacidn excesiva de sus receptores, bajo ciertas condiciones, es neurotoxica, y se
ha relacionado con procesos neurodegenerativos, tanto agudos como crénicos (Choi,
1988). En la neurotoxicidad aguda (p. €j., la isquemia cerebral), el déficit energético
celular conlleva una disminucién en la recaptacién de glutamato del espacio
sindptico, con el consecuente aumento en su concentracién y un incremento de la
sensibilidad de las neuronas al glutamato. La sobreactivacién de los receptores en
esta situacion tiene como resultado una alteracién en el balance iénico de Na* y CL,
que genera la entrada masiva de agua e induce la lisis osmotica de la neurona. Hasta
la fecha, el glutamato permanece como el marcador bioquimico mds potente de
deterioro neuroldgico precoz tras el ictus (Castillo y cols., 1997). Por otro lado, la
neurotoxicidad crénica se encuentra mediada por mecanismos dependientes de la
entrada de Ca? y se implica en enfermedades como la ELA, la demencia asociada al
SIDA, la EP, la enfermedad de Huntington (EH) y la EA (Lipton y Rosenberg, 1994;
Muir y Lees, 1995).

Desde hace tiempo se sabe que los aminoacidos excitatorios estan implicados
en el desarrollo de numerosas patologias y desérdenes neurodegenerativos, como la
isquemia cerebral, la EH y la EA (Choi, 1988). En concreto, hay que destacar que
muchas de las alteraciones del citoesqueleto que se observan en la EA pueden
reproducirse experimentalmente mediante el empleo de glutamato en cultivos de
hipocampo de rata (Mattson, 1990), lo que apunta hacia una posible relacién entre la

excitotoxicidad mediada por este aminoacido y la neurodegeneraciéon mediada por
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BA. Ademas el grado de demencia en la EA se relaciona bastante bien con la
magnitud de muerte neuronal provocada por excitotoxicidad en las etapas avanzadas

de esta enfermedad.
Receptores de NMDA: implicacidn en la excitotoxicidad de glutamato

A partir de estudios electrofisiologicos y farmacolégicos se han clasificado los
receptores de glutamato en dos grupos distintos (Figura 1.3): los receptores
ionotrépicos y los receptores metabotrépicos (mGluRs) (Monaghan y cols., 1989;

Watkins y cols., 1990; Young y Fagg, 1990).
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Figura 1.3. Receptores de glutamato: clasificacién y subunidades. Modificado de Lerma, 1997.

Los receptores ionotropicos son canales iénicos selectivamente permeables a
distintos cationes, y estdn a su vez subdivididos en tres subgrupos diferentes de

acuerdo a sus agonistas selectivos: N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-

10



Introduccion

5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA), y kainato (Monaghan y cols., 1989) (Figura
1.4). Generalmente se engloban los dos ultimos en una categoria comun,
denominada receptores no-NMDA. Por otro lado, los receptores metabotropicos se
encuentran acoplados a segundos mensajeros intracelulares via proteinas G, y
pertenecen a una categoria completamente diferente a la de los receptores

ionotrépicos (Monaghan y cols., 1989; Schoepp y Conn, 1993).
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Figura 1.4. Estructura quimica de los agonistas mds relevantes de los receptores de glutamato. (A)
Glutamato. (B) N-metil-D-aspartato, NMDA. (C) a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato,
AMPA. (D) Kainato.

Los receptores NMDA constituyen el principal objeto de nuestro estudio.
Estos receptores se encuentran implicados en la transmisién sindptica excitatoria en
la médula espinal, corteza cerebral e hipocampo, siendo su ligando endégeno el
neurotransmisor L-glutamato. La region CA1 del hipocampo es la zona del SNC que
cuenta con la mayor densidad de receptores NMDA (Monaghan y Cotman, 1985;

Murphy y cols., 1987; Wong y cols., 1988).
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Los receptores NMDA constan de cinco subunidades diferentes. La subunidad
NR1 (103 kDa) es la responsable de conferir al receptor varias de las propiedades
caracteristicas de los receptores NMDA: bloqueo por Mg? de forma dependiente del
voltaje, alta permeabilidad a Ca*, potenciacién por bajas concentraciones de glicina,
respuestas especificas a varios agonistas y antagonistas de los receptores NMDA,
inhibicién por Zn?, y activacién por poliaminas (Figura 1.5) (Moriyoshi y cols.,
1991; Yamazaki y cols., 1992; Karp y cols., 1993). A diferencia de NR1, ninguna de
las otras cuatro subunidades, denominadas NR2A, NR2B, NR2C y NR2D (133-163
kDa), muestran actividad como canal en forma homomeérica o heteromérica entre
ellas. Sin embargo, la expresién combinada de subunidades NR2 con NR1 potencia
fuertemente las respuestas a NMDA o glutamato y es la responsable de la
variabilidad en las propiedades de los receptores NMDA (Monyer y cols., 1992;
Kutsuwada y cols., 1992; Ishii y cols., 1993).

No-NMDA NMDA

MNa*

o

Or O«

Figura 1.5. Esquema de los receptores no-NMDA y NMDA. Se muestran los sitios de unién de
ligandos, antagonistas y la permeabilidad a diferentes cationes (Kandel y Siegelbaum, 2000).

La sobreactivacién de los receptores de glutamato es uno de los principales

procesos responsables de muerte neuronal que tiene lugar en distintos problemas
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clinicos, tales como traumatismos cerebrales, ataques epilépticos o isquemia cerebral
(Choi, 1994). La hipétesis tradicional de Ca* (Siesjo, 1981) asume que el dafio celular
es desencadenado por el incremento en la concentracién citoplasmatica de Ca%,
aumento inducido durante el estrés metabdlico o en condiciones en las que se
produce una liberaciéon masiva de glutamato. Esta toxicidad, al estar mediada por el
exceso de un neurotransmisor excitador, recibe el nombre de excitotoxicidad (Olney,
1969).

Tradicionalmente se ha asumido que la toxicidad del glutamato estd mediada
principalmente por la activacidn de los receptores NMDA, que son muy permeables
al i6n Ca? (Choi, 1994). La reduccién del influjo de Ca* o la quelacién del ién Ca*
intracelular previene este proceso, lo que sugiere que la muerte neuronal mediada
por los receptores NMDA esta desencadenada por la sobrecarga neuronal de Ca*
(Choi, 1987; Tymianski y cols., 1993). Sin embargo, la importancia de los diversos
eventos que siguen a la sobrecarga neuronal de Ca?" (activacién de diversas enzimas,
aumento en la produccién de especies reactivas del oxigeno, etc.) es bastante
controvertida.

Se ha observado que los niveles muy altos de Ca?** citoplasmaticos no son
necesariamente toxicos para las neuronas corticales, lo que indicaria que es necesaria
la captacién de Ca? dentro de la mitocondria para desencadenar la muerte neuronal
mediante la sobreestimulacién de los receptores NMDA (Stout y cols., 1998). La
sobrecarga mitocondrial de Ca? puede provocar la muerte neuronal mediante al
menos tres mecanismos conocidos: (1) la deplecién energética, (2) la liberacién de
factores pro-apoptoticos, y (3) el incremento en la produccién de especies reactivas
del oxigeno (ROS). La deplecién energética se produce cuando los receptores de
glutamato se sobreactivan de forma aguda, lo que conduce a una profunda alteracién
en la homeostasis i6nica neuronal y, por tanto, a la muerte celular por necrosis
(Ankarcrona y cols., 1995). Sin embargo, la sobreactivacién transitoria de los

receptores de glutamato, que es lo que ocurre en la zona de penumbra isquémica,
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puede conducir a la recuperacion del estado energético mitocondrial y a una muerte
neuronal retardada, mediante apoptosis (Ankarcrona y cols., 1995). La sobrecarga
mitocondrial de Ca? puede desencadenar la apoptosis neuronal debido a la
liberaciéon de factores pro-apoptéticos desde el espacio intermembranal de la
mitocondria al citosol (Schinder y cols., 1996; White y Reynolds, 1996). En concreto,
la liberacion de citocromo ces capaz de activar a una familia de cistein-proteasas, las
caspasas, que son necesarias para la mayoria de cambios bioquimicos y morfolégicos
que conducen a la apoptosis (Marzo y cols., 1998; Jordan y cols., 2003). Finalmente,
la disfuncién mitocondrial que provoca el i6n Ca? puede conducir al aumento en la
produccién de ROS. De hecho, se ha encontrado que la mitocondria genera
superoxido y ROS relacionadas tras la sobreactivacién de los receptores de glutamato
y que la inhibicién de la formacién de superéxido reduce la muerte neuronal por
excitotoxicidad (Patel y cols., 1996).

El glutamato puede inducir tanto necrosis temprana como apoptosis retardada
en cultivos de células granulares de cerebelo (Ankarcrona y cols., 1995). Durante, y
poco después de, la exposicién a glutamato, una subpoblacién de células muere por
necrosis. En estas células el potencial de membrana mitocondrial se colapsa, los
nucleos se disgregan, y el contenido intracelular se dispersa por el medio de
incubacién. Las neuronas que sobreviven a esta fase necrética temprana recuperan el
potencial mitocondrial y los niveles energéticos. Mas tarde, ciertas subpoblaciones
neuronales pueden morir via apoptosis tras la activacién de un programa enddgeno
de muerte celular, como se comprueba por la formacién de ntcleos apoptéticos y por
la degradacién de la cromatina en fragmentos de alto y bajo peso molecular. De esto
se deduce que la funcién mitocondrial es un factor critico que determina el tipo de
muerte neuronal por excitotoxicidad (Ankarcrona y cols., 1995).

La necrosis y la apoptosis son dos tipos diferentes de muerte celular que
tienen diferentes implicaciones para el tejido circundante. La necrosis es un proceso

pasivo, caracterizado por la rotura de la célula y de sus organulos, y la dispersién de
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su contenido al medio extracelular. El resultado de este proceso es normalmente una
reaccién inflamatoria que produce infiltracién celular local, dafio vascular, edema,
dafio al tejido circundante y, a veces, fibrosis. En cambio, la apoptosis esta
caracterizada por lisis celular, relocalizacién y compactacién de los organulos, y
produccién de particulas rodeadas por membrana que contienen material
intracelular, conocidas como cuerpos apoptdticos. /n vivo, las células fagociticas
normalmente capturan a las células apoptéticas, evitando la inflamacién y el dafio al
tejido circundante (Kerr y cols.,, 1972). De cualquier manera, la sobrecarga
mitocondrial de Ca%* es un evento critico en la muerte celular, tanto por necrosis

como por apoptosis (Kruman y Mattson, 1999).

Relacién entre la neurotoxicidad del péptido BA y excitotoxicidad

Existen numerosos aspectos comunes entre la neurodegeneracién inducida
por el péptido BA y la muerte neuronal inducida por el exceso de glutamato (Figura
1.6). La adiciéon de PA y otros péptidos amiloidogénicos a cultivos primarios de
neuronas provoca un aumento lento en la concentracién de Ca?* intracelular, y se ha
propuesto que este aumento es el que media la neurotoxicidad (Mattson y cols.,
1992; Mattson y Goodman, 1995). Esta hipétesis se ve apoyada por el hecho de que
BA puede potenciar los efectos téxicos de otros insultos neuronales, como por
ejemplo la privacién de glucosa (Copani y cols., 1991) y el estrés oxidativo (Lockhart
y cols., 1994), en los que el aumento en la concentracién intracelular de Ca?
también juega un papel importante. Finalmente, los altos niveles de Ca?" intracelular
podrian tener un papel en el procesamiento proteolitico anormal de la PPA,
provocando un aumento en la generacién de péptido PA, ya que la exposiciéon de las
células en cultivo a agentes que inducen el influjo de Ca?* provocan un aumento en

la produccién de BA (Querfurth y Selkoe, 1994; Sennvik y cols., 2001).
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BA

Receptor Interaccién con Dafio directo a la
receptor NMDA membrana/
internalizacion

|

Peroxidacion
lipidica \
Activacion Sobrecarga «— > Daiio oxidativo
NF-kB sostenida de Ca?*
JNK/c-jun o
Activacion de
proteasas
Activacion Deplecién energética
de NOS mitocondrial

l l

Aumento enla ——— Generacién de radicales

produccién de NO Iibrei/

Fragmentacion del DNA, activacion de genes proapoptéticos

Muerte celular

Figura 1.6. Posibles interacciones entre las cascadas moleculares que median la toxicidad de BA y de
glutamato. Modificado de Harkany y cols., 1999.

Otro hecho relevante es que la toxicidad del péptido BA cursa, al menos
parcialmente, con el aumento en la formacién de especies reactivas del oxigeno
(ROS) (Behl y cols., 1994; Goodman y Mattson, 1994). Cuando el péptido PA se
encuentra en su forma agregada induce la peroxidacién lipidica de la membrana
mediante la generacién de ROS (Koppal y cols., 1998; Mark y cols., 1999), y los
productos de esta reaccién oxidativa estan involucrados en la modificaciéon de las
proteinas mediante enlaces covalentes. 4-hidroxinonenal (HNE), un producto
aldehidico de la peroxidacién lipidica de la membrana (Esterbauer y cols., 1991)
generado tras la exposiciéon de las membranas neuronales al péptido PA (Mark y
cols., 1997; Keller y cols.,, 1997), se une directamente a tau, inhibiendo su
defosforilacién (Mattson y cols., 1997). Las concentraciones de HNE generadas en
respuesta a A estan dentro del intervalo en el que este compuesto es capaz de alterar

la homeostasis idnica y provocar la degeneracion neuronal. Se ha mostrado que HNE
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puede dafiar y matar a las neuronas primarias de hipocampo (Mark y cols., 1997).
También puede aumentar la vulnerabilidad de los cultivos de neuronas de
hipocampo frente a la excitotoxicidad, asi como alterar diferentes funciones, tales
como el transporte de glucosa o glutamato (Mark y cols., 1997; Keller y cols., 1997).
Los antagonistas de los receptores NMDA protegen a las neuronas frente a la
excitotoxicidad de HNE, lo que sugiere que HNE induce la liberacién de glutamato
y/o la activaciéon de los receptores NMDA por el nivel basal de glutamato en el

medio.
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La formacién hipocampica y su implicacién en enfermedades neurodegenerativas

La formacién hipocdmpica es una invaginacién del giro parahipocampal en el
cuerno inferior (temporal) del ventriculo lateral y consta de tres regiones:
hipocampo, giro dentado y subiculo (Figura 1.7). El giro dentado ocupa el intervalo
entre el hipocampo y el giro parahipocampal. El subiculo es la parte del giro
parahipocampal que estd en continuidad directa con el hipocampo. De los tres
componentes, el hipocampo es el mds grande y mds estudiado. Aparece como una
estructura con forma de C que sobresale en el cuerno inferior del ventriculo lateral.
Estd muy relacionado con el giro dentado adyacente, con el que forma una

estructura en forma de S.

Figura 1.7. Esquema de la formacién hipocdmpica. Grabado modificado de Ramén y Cajal, 1901.
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El hipocampo se subdivide en campos designados como CA1, CA2, CA3zy CAs,
en funcién de la morfologia celular, el desarrollo relativo de las diferentes regiones
corticales y en las vias que siguen los distintos sistemas de fibras. E1 CA: es el campo
hipocdmpico mds grande en los seres humanos y se localiza en la divisién superior,
en la interfaz entre el hipocampo y el subiculo. CA2 y CAs estdn en la division
inferior dentro del hipocampo. El CA4 constituye la zona de transicién entre el
hipocampo y el giro dentado. El campo CA: (también conocido como sector de
Sommer y sector vulnerable) es de interés para los neuropatdlogos porque sus
neuronas piramidales son muy sensibles a la anoxia e isquemia y porque es la zona en
que se desencadenan algunas formas de epilepsia del l6bulo temporal (Afifi y
Bergman, 1999).

Hay dos tipos de neuronas en el hipocampo: las principales o piramidales y las
intrinsecas (polimoérficas y de canasta). Las neuronas piramidales son las inicas con
axones que contribuyen al tracto eferente del hipocampo. Varian en tamafio y
densidad en diferentes regiones del hipocampo. Las neuronas intrinsecas, por su
parte, tienen axones que permanecen dentro del hipocampo, y causa de la
irregularidad de su soma y dendritas se denominan neuronas polimoérficas. Son
inhibitorias (GABAérgicas) para la actividad de las piramidales, y son menos
numerosas que éstas. Se calcula que una célula de canasta se relaciona con unas 200-
500 células piramidales.

La gran mayoria de las vias aferentes extrinsecas hacia el hipocampo proceden
del drea entorrinal (area 28 de Brodmann) del giro parahipocampal, y en menor
medida del area septal. Las vias eferentes de la formacién hipocdmpica consisten en
los axones de las neuronas piramidales del hipocampo y subiculo, que se proyectan a
la corteza entorrinal. Ambos contribuyen con fibras para el férnix, el tracto eferente
de la formacion hipocampica (Afifi y Bergman, 1999).

Los estudios con seres humanos con lesiones cerebrales indican que el

hipocampo es importante para el aprendizaje y la memoria de acontecimientos,
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objetos y palabras (lo que se denomina la memoria declarativa o explicita o de base
de datos). Es necesario el sistema colinérgico para el mantenimiento de la memoria
explicita. El bloqueo colinérgico central (como el que se produce en la EA) produce
alteraciéon de la funcién del sistema de proyeccién colinérgico a la neocorteza e
hipocampo y causa importante reduccién en la adquisicién del conocimiento

explicito o declarativo.
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Avances farmacoldgicos en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

La primera gran teoria sobre la causa de la EA fue la “teoria colinérgica”
(Hardy y Allsop, 1991). Hasta la fecha ha constituido la base de la mayoria de los
tratamientos, dirigidos a aumentar la sintesis de acetilcolina (ACh) incrementando la
disponibilidad de sus precursores (colina, lecitina), o a inhibir su degradacién,
interfiriendo en la accién de la acetilcolinesterasa (AChE), enzima encargada de
destruir la acetilcolina después de haber ejercido su efecto sobre las neuronas
(Scarpini y cols., 2003). Los anticolinesterasicos aprobados en la actualidad son
tacrina, donepezilo, rivastigmina y galantamina (7ab/a 1.1) (Sonkusare y cols., 2005).
Otra estrategia en esta direccién es estimular directamente los receptores
muscarinicos de las neuronas corticales, para recuperar la funcién colinérgica
perdida por la falta de acetilcolina (Greenlee y cols., 2001).

Este abordaje terapéutico s6lo ha cosechado resultados moderados. Los
inhibidores de la acetilcolinesterasa s6lo mejoran la memoria en EA moderada, pero
no pueden detener la neurodegeneracidén que se produce en etapas mds avanzadas.
De hecho, la efectividad de estos agentes desciende a medida que progresa la
enfermedad (Standridge, 2004). Por ello, se supone que en la EA, aunque puede ser
importante la disminucién de la neurotransmisién colinérgica, deben darse otras
causas y mecanismos de degeneracién de las neuronas. En los ultimos afios ha
cobrado notable interés desde un punto de vista clinico otro sistema de
neurotransmision, también dafiado en la EA: el sistema glutamatérgico. Los niveles
de glutamato se encuentran elevados con respecto a los niveles normales en algin o
algunos periodos del curso clinico de la enfermedad; provocan un fenémeno de
excitotoxicidad, que acarrea la degeneracién de determinadas neuronas, lo que
repercute en el deterioro de las funciones cognoscitivas (Hynd y cols., 2004).

Debido a que los péptidos fA aumentan las neurotoxicidades de glutamato y

NMDA en cultivos de neuronas corticales humanas (Mattson y cols., 1992), cabe
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esperar que esta degeneracién neuronal podria prevenirse mediante antagonistas
apropiados de los receptores de glutamato. De hecho, una serie de compuestos de uso
clinico para otros desérdenes diferentes a la EA pueden suprimir las elevaciones en
la concentracién intracelular de Ca? y proteger a las neuronas contra el insulto
excitotdxico (Standridge, 2004); entre ellos se encuentran varios antagonistas de los

receptores glutamato, como memantina (Muller y cols., 1995; Sonkusare y cols.,

2005).
Férmaco Mecanismo Efectos adversos Comentarios
Tacrina Inhibidor no selectivo de Hepatotoxicidad y Requiere monitorizar
colinesterasa, mayor sintomas los niveles de
afinidad hacia la forma gastrointestinales: transaminasas;
sindptica G4 nauseas, anorexia, también inhibe
diarrea débilmente los canales
de K+
Donepezilo Inhibidor selectivo de Diarrea, nauseas, Inhibidor reversible,
ACHhE,; la afinidad hacia G1 ~ anorexia, vémitos, alta biodisponibilidad
y G4 varia segun la regién calambres musculares, oral y no
fatiga en algunos casos  hepatotoxicidad
Rivastigmina Inhibidor no selectivo de Nauseas, vomitos y Inhibidor pseudo-
colinesterasas, tiene mayor  diarrea irreversible inactivado
afinidad por la forma G1 por digestién
citoplasmatica de AChE enzimadtica en el sitio
activo de la enzima y
no por el metabolismo
Galantamina Inhibidor especifico de Nauseas, vomitos, También se une a
AChE anorexia, pérdida receptores nicotinicos
dréstica de peso a altas  presinapticos,
dosis estimulando la
liberacién de ACh
Memantina Inhibidor no competitivo de Moderados y poco Inhibe el
receptores NMDA, frecuentes, funcionamiento
moderada afinidad estreflimiento, patolégico pero no

confusidn, dolor de
cabeza, mareo,
cansancio

fisioldgico de los
receptores NMDA,
también tiene accién
antioxidante y
aumenta la produccién
de BDNF

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro; G1, G4: isoformas de AChE, G1 es citoplasmadtica mientras que

G4 es sindptica

Tabla 1.1. Comparacién farmacolégica entre los firmacos actualmente aprobados en EA. (Sonkusare y

cols., 2005).
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Memantina es un inhibidor no competitivo del receptor NMDA, de moderada
afinidad, que inhibe la actividad patoldgica de este receptor sin afectar a los procesos
fisiolégicos de aprendizaje y memoria. Actiia bloqueando a los receptores activos
cuando hay una liberacién sostenida de glutamato. Cuando hay una liberacién
elevada y transitoria de glutamato, como ocurre en los procesos de aprendizaje, el
bloqueo se pierde y la sefial es reconocida y procesada. Por todo ello, memantina es
el unico firmaco que ha sido aprobado para el tratamiento de las etapas mas
avanzadas de EA (Sonkusare y cols., 2005). En la actualidad se estudia la
administracién conjunta de memantina con el tratamiento clisico de
anticolinesterasicos para establecer una posible sinergia entre ambos (Wenk y cols.,
2000; Enz y Gentsch, 2004).

Sin embargo, es probable que el tratamiento a largo plazo con antagonistas de
receptores de glutamato pueda provocar efectos secundarios no deseados. Es decir,
todas las neuronas en el SNC, asi como algunos tipos de células no neuronales,
poseen receptores de glutamato, por tanto el normal funcionamiento de esas células
podria verse comprometido por los antagonistas. Seria necesario desarrollar una
bateria mas amplia de farmacos que, como memantina, bloqueen la sobreactivacién
de los receptores NMDA sin afectar a su actividad fisioldgica. También seria
interesante el desarrollo de compuestos que frenasen las cascadas de

neurodegeneracién, potenciando vias de supervivencia neuronal endégenas.

Desarrollo de nuevos firmacos mediante quimica combinatoria

A lo largo del pasado siglo, la investigacién farmacoloégica ha sido el aspecto
cientifico que mas ha contribuido al progreso de la medicina. Por otro lado, la
biologia molecular y los avances genémicos han tenido un gran impacto en el
descubrimiento de nuevos farmacos. Mediante quimica combinatoria pueden

sintetizarse un gran numero de moléculas que sirven para realizar barridos
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aleatorios. Estas colecciones de moléculas reciben el nombre de librerias
combinatorias o quimiotecas, y pueden permitir la generacién de nuevos agonistas y
antagonistas de receptores neuronales, que tras un proceso de optimizacion
estructural pueden convertirse en firmacos clinicamente utiles (Drews y Ryser,
1997; Hogan, Jr., 1997).

Con la estrategia combinatoria se complementa la via tradicional en quimica
medicinal de cribado de extractos vegetales que constituyen quimiotecas naturales
compuestas de miles de moléculas, y que han contribuido decisivamente a generar
principios activos o fitofirmacos. La ventaja mds importante de la estrategia
combinatoria es la posibilidad de cribar millones de moléculas de forma eficiente,
siempre que se disponga de un ensayo de cribado biolégico de alto rendimiento
(Houghten y cols., 2000). Claramente, el aumento significativo de la diversidad
quimica cribada incrementa notablemente la probabilidad de identificar moléculas
con la actividad biolégica deseada. Con la tecnologia disponible, la quimica
combinatoria permite diseflar y sintetizar quimiotecas de péptidos caracterizadas
por una diversidad estructural muy alta (Bevan y cols., 1995). Estas quimiotecas se
han utilizado para identificar moléculas con actividad biolégica que incluye
opiaceos, antimicrobianos, inhibidores de proteasas y secuencias aminoacidicas con
actividad neuroprotectora (Ferrer-Montiel y cols., 1998a). Una limitacion seria del
uso terapéutico de los péptidos, principalmente aquellos formados con aminoacidos
L, es su baja biodisponibilidad, su inestabilidad metabdlica y su pobre
permeabilidad de la barrera hematoencefilica. Para superar estos inconvenientes, se
han disefiado y sintetizado quimiotecas basadas en aminoacidos D y no naturales,
pseudopéptidos (peptoides), y moléculas organicas de peso molecular medio
(Hogan, Jr., 1997). Estas quimiotecas permiten el aislamiento de moléculas activas
de mayor indice terapéutico que conducen rdpidamente a la obtencién de
moléculas cabeza de serie (’leads’), altamente atractivas para las empresas

farmacéuticas por su potencial desarrollo en fairmacos.
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Siguiendo este procedimiento de quimica combinatoria, nuestro grupo ha
generado una libreria de trimeros de N-alquilglicina, que son unas moléculas cuya

férmula general se muestra en la Figura 1.8.
T O R
N \)I\ N
R;.;/ N NH-

Figura 1.8. Férmula general de los trimeros de N-alquilglicina.

Ri, R2 y Rs aportan la diversidad a la molécula y son iguales o diferentes, de
manera independiente, y entre 22 radicales posibles (ver apartado de Materiales). La
libreria se basa en las 3 diferentes posiciones, y en cada mezcla se fija una posicién
con uno de los 22 posibles radicales (en total 66 mezclas diferentes) y las otras 2
posiciones tienen una mezcla equimolecular de todos los radicales. Cada mezcla

contiene, por tanto, 484 trimeros individuales, y la libreria en total 10.648 trimeros.
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Objetivos

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es la determinacién de la actividad
neuroprotectora y el mecanismo de accién de trimeros de N-alquilglicina frente a

estimulos neurotdxicos en cultivos primarios de neuronas de hipocampo.

Pretendemos abordar este objetivo general con los siguientes objetivos parciales:

1. Puesta a punto de un cultivo primario de neuronas de hipocampo como
sistema modelo adecuado para estudiar la toxicidad de diferentes estimulos

neurotoxicos.

2. Caracterizacion del cultivo de neuronas de hipocampo frente a estimulos

excitotdxicos y degeneracion neuronal inducida por péptido f-amiloide.

3. Estudio de la capacidad neuroprotectora y mecanismo de acciéon de
N-alquilglicinas frente a choque excitotéxico por NMDA en cultivos de

neuronas de hipocampo.
4. Estudio de la capacidad neuroprotectora y mecanismo de accién de

N-alquilglicinas frente a neurodegeneracién mediada por péptidos

B-amiloideos en cultivos de neuronas de hipocampo.
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1. Cribado de una libreria de trimeros de N-alquilglicina: identificacién de los

radicales con actividad bloqueadora de los receptores NMDA

Con el objetivo de buscar nuevos bloqueadores del receptor de NMDA que
nos sirvan de base estructural para el disefio de futuros farmacos para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas, hemos empleado la quimica combinatoria
como fuente de moléculas activas en distintos ensayos.

Dado que estudios previos han puesto de manifiesto que estructuras
peptidicas son bloqueadoras del receptor NMDA (Ferrer-Montiel y cols., 1998a),
decidimos buscar nuevos bloqueadores entre moléculas peptoides. En concreto,
hemos realizado el cribado de una quimioteca de trimeros de N-alquilglicina o
peptoides, para identificar bloqueadores del receptor de NMDA. Esta libreria esta
basada en 3 posiciones variables de la molécula de N-alquilglicina (Figura 3.1 A),
donde se fija una de las posiciones con uno de los 22 radicales posibles (ver apartado
de Materiales) que aportan variabilidad a la molécula, un total de 66 mezclas, y las
otras dos posiciones restantes tienen una mezcla equimolecular de estos radicales.
Cada una de las 66 mezclas contiene, por tanto, 484 moléculas diferentes (22 x 22), y
la libreria comprende en total 10648 trimeros (22 x 22 x 22). El set de 22 radicales
incluye grupos alifaticos y aromaticos para mejorar la biodisponibilidad y
permeacion a través de la barrera hematoencefalica. También se emplearon radicales
con un grupo amino terciario, debido a que el receptor NMDA muestra preferencia a
la carga positiva (Ferrer-Montiel y cols., 1998a).

El cribado inicial de esta libreria combinatoria, para determinar el grado de
relevancia de cada uno de los radicales Ri, R2 y Rs de los trimeros, se realizo
midiendo la capacidad de bloqueo de corrientes del receptor NMDA. Las
subunidades NR1 y NR2A del receptor de NMDA humano se expresaron en ovocitos
de Xenopus laevis y, mediante el registro de corrientes por la técnica de voltage-

clamp, se analiz6 la capacidad de bloqueo de corrientes inducidas por glutamato de
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cada una de las 66 mezclas que componen esta libreria. Como muestra la Figura 3.1
B, existe un bloqueo basal que oscila entre un 20 y un 30 %. Se seleccionaron para
cada posicién aquellos radicales que bloquearon mas de un 50 %, y se sintetizaron

trimeros individuales con las 3 posiciones definidas.
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Figura 3.1. Cribado de la libreria de trimeros de N-alquilglicina. (A) Estructura general de los trimeros
de N-alquilglicina. (B) Caracterizaciéon de la capacidad de bloqueo de una libreria de N-alquilglicinas
de corrientes inducidas por glutamato en ovocitos de Xenopus laevis que expresan el receptor de
NMDA (NR1/NR2A) humano. (C) Estructura del monémero N20C.

Con los datos derivados del cribado se sintetizé una familia de trimeros de
N-alquilglicina con las 3 posiciones definidas por los radicales mas activos. Varios
derivados de estos trimeros fueron el resultado de un proceso de acortamiento de las
moléculas iniciales, buscando una mayor eficacia en el bloqueo. De la informacién
obtenida en el cribado se deriva que el grupo 3,3-difenilpropilamino (radical n° 20)
en la posiciéon N-terminal aumenta considerablemente la capacidad de bloqueo, lo
que sugiere que este grupo quimico es relevante para la funcién de los trimeros de

N-alquilglicina. Como el grupo 3,3-difenilpropilamino parece jugar un papel

30



Resultados

principal, y una reduccién en el tamafio de los bloqueadores mejoraria la capacidad
de bloqueo, se sintetizaron los correspondientes dimeros y el monémero N20C
(Figura 3.1 C). Los dimeros de N-alquilglicina eran quimicamente inestables, dando
lugar a las correspondientes moléculas de 1,4-dicetopiperacinas, que no bloquean
significativamente el paso de corriente a través del receptor NMDA (datos no
mostrados). En cambio la N-alquilglicina N20C es quimicamente estable, por lo que
si se empled en los ensayos posteriores (Planells-Cases y cols., 2002).

La capacidad de bloqueo del receptor NMDA por parte de las N-alquilglicinas
sintetizadas se determina mediante registros de voltage-clamp en ovocitos de
Xenopus laevis que expresan las subunidades NR1/NR2A. Como se aprecia en la
Figura 3.2, 1a aplicacién de un pulso de glutamato 100 uM conduce al registro de una
corriente iénica de entrada de cinética rdpida, que alcanza su maximo valor a los

pocos mseg y se mantiene estable mientras continua la aplicacién del agonista.

500 nA
10s
Glutamato -
_I ,— E".lfr
N20C
I On
Off

Figura 3.2. Capacidad de bloqueo de la N-alquilglicina N20C frente a la corriente inducida por
glutamato en ovocitos de Xenopus laevis que expresan el receptor NMDA funcional de rata
(NR1/NR2A). Registro tipo de la corriente inducida por glutamato100 pM/glicina 10 uM y el bloqueo
por N20C 10 uM. Las lineas inferiores indican el inicio (On) y finalizacién (Off) de los pulsos de
glutamato 100 pM/glicina 10 pM (glutamato) y de glutamato 100 pM/glicina 10 uM/N20C 10 pM
(N20C).
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La adicién de N20C, u otra N-alquilglicina con capacidad de bloqueo, produce
una disminucién en la corriente, cuya magnitud depende de la concentracion de
antagonista en la solucién. Este bloqueo es reversible, ya que cuando se retira la
N-alquilglicina la corriente recupera los valores previos a la adicién. La corriente
registrada disminuye rapidamente tras el lavado de la soluciéon de glutamato,
volviendo en pocos segundos a los valores iniciales.

El primer paso para la caracterizacién de estas moléculas como fututos
farmacos de uso terapéutico es el estudio de su capacidad neuroprotectora in vitro,
con un cultivo celular adecuado. Para llevar a cabo ensayos de excitotoxicidad y
evaluar la capacidad protectora de las N-alquilglicinas, hemos puesto a punto y
caracterizado un cultivo primario de neuronas de hipocampo de cerebro de rata,

cuya descripcion pasamos a realizar.
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2. Puesta a punto y caracterizacién del cultivo de neuronas de hipocampo de

cerebro de rata

2.1. Morfologia neuronal en funcién de los dias in vitro

Los hipocampos se obtienen a partir de embriones de rata y las neuronas
muestran un grado de maduracién y desarrollo axonal y dendritico casi nulo. Tras
llevar a cabo la siembra de las células en las placas de cultivo, se inicia un proceso de
maduracién de las neuronas que se puede seguir visualmente y se traduce en el

desarrollo de dendritas y axones en forma de un complejo entramado.

6 horas

Figura 3.3. Desarrollo morfoldgico, axonal y dendritico de neuronas de hipocampo de cerebro de rata
mantenidas en cultivo hasta 14 DIV. Los tiempos indicados se consideran tras la siembra de las
neuronas.

Como se muestra en la Figura 3.3, a las pocas horas de la siembra, las
neuronas aparecen redondeadas, sin practicamente ninguna conexién entre ellas. A
partir del primer dia in vitro (DIV 1) se inicia el desarrollo de dendritas y axones,

cuyo nimero aumenta de manera gradual segin aumenta el tiempo del cultivo. Este
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aumento del numero de conexiones va acompafado del aumento del tamafio de los
somas de las neuronas. La diferencia principal existente entre 7 y 14 DIV desde un
punto de vista morfolégico reside, fundamentalmente, en el grado de complejidad
del entramado dendritico y axénico que existe entre las neuronas, que es mayor a

14 DIV.

2.2. Maduracién de cultivo en funcién de los dias in vitro. medida de

actividades deshidrogenasa por reducciéon de MTT

Hemos medido las actividades deshidrogenasa por reduccién del MTT a
formazan a diferentes DIV. Como muestra la Figura 3.4, en la que se representa la
diferencia de absorcion a 495 y a 650 nm frente a DIV, se produce un incremento de
esta diferencia desde el DIV 1 hasta el DIV 7, aproximadamente, lo que implica un
aumento en la actividad deshidrogenasa total de la célula, reflejando el crecimiento o
maduracién celular. Desde el DIV 7 hasta el DIV 14 el valor de diferencia de
absorcién a 495 y a 650 nm se estabiliza. Esta maduracién no se altera por la adicién
de FUDR al medio (realizada a los 4 y 11 DIV), por lo que la contribucién de las
células de la glia no es significativa, como cabe esperar por el bajo porcentaje
existente en este cultivo. E]l aumento en la actividad mitocondrial se debe, por tanto,
de manera fundamental al aumento de crecimiento y maduraciéon de las células
neuronales. La medida de la densidad neuronal del cultivo a lo largo de los DIV
indica que no hay pérdida de viabilidad entre 7 y 14 DIV (datos no mostrados). Esto
es consistente con la estabilizacién de la actividad mitocondrial que refleja la
situacién del cultivo entre 7 y 14 DIV, donde s6lo aumenta el entramado
axonal/dendritico (Figura 3.3).

La mayoria de los estudios realizados en el presente trabajo se han llevado a

cabo principalmente a 14 DIV, tiempo del cultivo en el cual se observa una
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estabilizacion tanto en el aspecto morfoldgico de las neuronas como en la reduccion
de MTT a formazan por las actividades deshidrogenasas mitocondriales.
Los cultivos pueden mantenerse hasta 3 semanas in vitro, momento a partir

del cual se inicia un descenso pronunciado de la viabilidad.
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Figura 3.4. Medida de la reduccién de MTT a formazin por las neuronas de hipocampo a diferentes
dias in vitro en cultivo. Las células se incubaron a los diferentes dfas in vitro con solucién salina a la
que se ailadié MTT 150 pg/ml, manteniéndolas a 37 °C durante 15 minutos. El pardmetro que se mide
es la diferencia de absorcion a 495 y 650 nm.

23. Niveles proteicos de las principales subunidades de los receptores

NMDA a lo largo de los DIV del cultivo de neuronas de hipocampo

Como ya se ha mencionado en el apartado de Introduccién, el hipocampo es
la regién del SNC que cuenta con la mayor densidad de receptores NMDA. Hemos
realizado un andlisis de inmunodetecciéon de las principales subunidades de estos
receptores a lo largo de los dias in vitro. Se emplearon anticuerpos frente a las
subunidades NR1, NR2A y NR2B; de esta forma, ademas de detectar su presencia,
podemos analizar de manera semicuantitativa las variaciones en los niveles de estas

proteinas a lo largo del desarrollo del cultivo primario.
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Como se observa en la Figura 3.5, los niveles de la subunidad NR1 se
mantienen constantes a lo largo de los dias de cultivo in vitro. Tanto NR2A como
NR2B estan presentes principalmente los primeros dias tras la siembra de las
neuronas de hipocampo; posteriormente su cantidad disminuye, sin desaparecer por
completo. La cantidad de proteina NR2A aumenta durante los primeros DIV,
alcanzando un maximo a los 7 dias tras la siembra de las neuronas (Figura 3.5 A).
Posteriormente estos niveles disminuyen, alcanzando los niveles iniciales a 14 DIV,

y disminuyendo atin mds hasta 21 DIV.
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Figura 3.5. Niveles de las subunidades NR1, NR2A y NR2B a diferentes dias in vitro en el cultivo de
neuronas de hipocampo. (A) Cuantificacién de los niveles de las distintas subunidades a lo largo de los
dias de cultivo 7n vitro. Se muestran los valores relativos al DIV 1. (B) Imdgenes representativas de los
ensayos de inmunodeteccién de las subunidades NR1, NR2A y NR2B a lo largo de los dias de cultivo
in vitro.

Los niveles de NR2B, en cambio, no aumentan tras la siembra de las
neuronas, sino que disminuyen paulatinamente del DIV 1 al DIV 7. A partir de este

momento sus niveles se mantienen bajos pero estables (Figura 3.5 A).
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3. Caracterizacién de la muerte neuronal inducida por glutamato y N-metil-D-

aspartato (NMDA) en cultivos primarios de hipocampo

3.1. Sensibilidad de las neuronas de hipocampo a glutamato y NMDA en

funcién de los DIV

Uno de los objetivos del presente trabajo de investigacién es la puesta a punto
de ensayos in vitro de excitotoxicidad que permitan, por un lado, el estudio del
proceso de muerte neuronal, y por otro la caracterizacién de posibles dianas
terapéuticas sobre las que dirigir nuevos farmacos de uso clinico. Los receptores de
glutamato del subtipo NMDA constituyen un elemento importante en el proceso de
muerte neuronal, debido a su alta permeabilidad a Ca?. Hemos realizado la
caracterizacion de la muerte neuronal hasta los 21 DIV, para evaluar la evolucién de
la excitotoxicidad mediada por glutamato y NMDA a lo largo del tiempo de cultivo
In vitro.

Hemos caracterizado la sensibilidad de las neuronas de hipocampo de rata a
incubaciones con glutamato y NMDA inferiores a 1 hora. La adicién de glutamato
durante 20 minutos a una concentracion saturante de 200 uM en presencia de glicina
100 pM como coagonista de los receptores tipo NMDA, y Ca? 2 mM, tras una
semana después de la siembra de las neuronas, no produce una muerte neuronal
diferente de la que se observa en neuronas control, a las que se ha expuesto
Unicamente a Ca% (Fjgura 3.6). Este mismo nivel de muerte neuronal se observa en
neuronas a las que no se ha expuesto a ninguna sustancia o cation. Como es
previsible, el nivel de muerte no varia cuando ademas de glutamato, glicina y Ca*, se
afiade el antagonista especifico de receptores tipo NMDA MK-801. El mismo patrén
de resultados se obtiene si se emplea como agonista NMDA en lugar de glutamato.

Por el contrario, a 14 DIV la incubacién con glutamato 200 uM durante 20

minutos en presencia de glicina 100 pM y Ca* 2 mM provoca la muerte del 40,4 +
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6,5 % de las neuronas del cultivo. En este caso, la muerte de las neuronas expuestas
unicamente a Ca** 2 mM es sélo del 3,4 + 3,1 % , y la muerte de neuronas no
expuestas a ninguna solucién es del 2,7 + 1,8 %. MK-801 10 uM protege el 100 % de
la muerte neuronal (2,8 £ 1,7 %). Resultados similares se obtienen con NMDA, que
provoca la muerte del 38,7 £ 9,3 % de las neuronas del cultivo, muerte que es
también totalmente protegida por MK-801, como cabe esperar de un antagonista
especifico. Estos resultados sugieren que la muerte inducida por glutamato a 14 DIV

tiene lugar a través de receptores NMDA.
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Figura 3.6. Muerte neuronal inducida por glutamato y NMDA en neuronas de hipocampo de cerebro
de rata mantenidas en cultivo 7, 14 y 21 DIV. Las neuronas se incubaron durante 20 minutos con
solucion bésica salina (BSS) a la que se afiadieron los agonistas/antagonista indicados.
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A 21 DIV no se observa ningtin cambio en cuanto a la muerte provocada por
NMDA vy la protecciéon obtenida por MK-801, que son 38,5 £5,3 % y 3,2 £ 3,1 %
respectivamente. Por el contrario, se produce un aumento de un 10 % en la muerte
neuronal provocada por glutamato con respecto a 14 DIV, alcanzandose un 51,1 +
4,9 % de neurodegeneraciéon. Ademas esta muerte no es protegida totalmente por
MK-801, produciéndose bajo esta condicién un 28,7 = 5,1 % de muerte neuronal
inducida por glutamato. Este resultado sugiere que el grado de expresiéon de
receptores tipo NMDA en la membrana se ha estabilizado desde los 14 hasta los 21
DIV, y glutamato debe inducir muerte neuronal via receptores no-NMDA.

Para abordar este tltimo punto, planteamos la siguiente hipétesis: si la muerte
provocada por glutamato a 21 DIV se produce a través de distintos subtipos de
receptores, NMDA y no-NMDA, seria posible bloquearla por completo si se incuban
las neuronas con un cdctel de varios antagonistas. En este caso hemos empleado una
mezcla de MK-801 10 uM y CNQX 10 uM. CNQX es un antagonista especifico de
receptores no-NMDA. En la Figura 3.7 se muestra el resultado obtenido. Como se
indicé anteriormente, la muerte inducida por glutamato es aproximadamente un
50 % y la proteccién por MK-801 es incompleta, con un 28 % de muerte neuronal.
La mezcla de MK-801 y CNQX protege totalmente frente a glutamato, con valores de
muerte similares a la condicién control. La implicacién de diferentes receptores de
glutamato en el proceso de muerte neuronal serd discutida mas adelante.

Dado que uno de los objetivos del presente trabajo es disefiar ensayos de
excitotoxicidad para evaluar la capacidad protectora de diferentes moléculas, los
resultados obtenidos con neuronas de hipocampo nos sugieren emplear cultivos a 14
DIV para ensayar compuestos frente a NMDA, y cultivos a 21 DIV para compuestos

protectores frente a glutamato.
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Figura 3.7. Proteccién por antagonistas frente a la muerte inducida por glutamato en neuronas de
hipocampo mantenidas en cultivo 21 DIV. Las neuronas de hipocampo a 21 DIV fueron sometidas a
incubacién durante 20 minutos en solucién basica salina (BSS) en presencia de glutamato y los
antagonistas indicados. A efectos comparativos se ha incluido la muerte inducida por glutamato en
ausencia de antagonistas.

3.2. Determinacién de la ECso de glutamato, NMDA, glicina y Ca?* en la

induccién de muerte neuronal a 14 DIV

Para conocer mds a fondo el proceso de excitotoxicidad ejercido por
glutamato y NMDA en el cultivo neuronal de hipocampo, hemos titulado en el
intervalo de concentracién 108 a 10 M con glutamato, NMDA y glicina, pues el
efecto que provocan los agonistas sobre las neuronas de hipocampo es dependiente
de la concentracién de los mismos en la solucién externa. Esto nos permitira calcular
la ECso para cada uno de los agonistas, definida como la concentracién a la cual
ejercen el 50 % de su efecto. El ajuste de los datos de dosis-respuesta se ha realizado
segun se indica en Materiales. Los valores de ECso obtenidos se observan en la 7ab/a
adjunta (Fijgura 3.8). El valor de ECso es similar para glutamato y NMDA, en el
mismo orden de magnitud (24 + 3 uM para glutamato y 17 + 8 pM para NMDA), lo

que es consistente con que a 14 DIV provocan muerte neuronal a través del mismo
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subtipo de receptores (ver Figura 3.6). El valor de ECso de glutamato es ligeramente
superior al de NMDA. Esto tiene sentido, pues la especificidad del agonista NMDA
para el receptor NMDA es superior a la de glutamato. Por otro lado, estos valores son
muy similares o del mismo orden de magnitud que los publicados previamente para
cultivos neuronales de hipocampo, asi como para otros cultivos primarios de

neuronas distintos de los de hipocampo (Blevins y cols., 1997; Fontana y cols., 1997;

Weaver, Jr. y cols., 1998).
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Figura 3.8. Efecto de la concentracién de glutamato, NMDA y Ca? sobre la muerte inducida en
neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo 14 DIV. Las neuronas de hipocampo a 14 DIV fueron
sometidas a incubacién durante 20 minutos en solucién bésica salina en presencia de diferentes
concentraciones de glutamato, NMDA o Ca%, respectivamente. El ajuste del valor de ECso se obtuvo
con la curva dosis respuesta logistic del programa de graficos Origin 7.0 de MicroCal.

A partir de las curvas de saturacion del efecto de induccién de muerte por
agonistas, ademas de la ECso, obtenemos el valor de la pendiente, que es el valor del
coeficiente de Hill (nu). Este valor puede considerarse como el nimero de sitios de
unidén funcionales de la molécula de agonista. Para NMDA este valor es de 0,7 + 0,2

mientras que para glutamato es de 1,7 + 0,2. La diferencia existente entre el valor del
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coeficiente de Hill para NMDA y glutamato es un reflejo de la diferente afinidad,
mayor para NMDA, en la interaccién con los canales oligoméricos presentes en la
superficie de las neuronas. Por tanto, mientras para la activacion de estos canales por
glutamato se necesitarian dos moléculas, para NMDA seria suficiente con sélo una.

También hemos titulado la concentracién de glicina, coagonista de los
receptores NMDA, en el intervalo 10° a 102 M, con una concentracién saturante de
NMDA (datos no mostrados). En este caso el porcentaje de muerte neuronal es
siempre el mismo, aproximadamente un 38-40 %, lo que no nos permite obtener una
curva de dosis-respuesta. La razén mads plausible al hecho de que en nuestras
condiciones no podamos calcular una ECso para glicina es que la incubacién con
NMDA 200 pM supone una despolarizaciéon que provoca la salida de suficiente
glicina enddgena que alcance una concentracién superior a la ECso.

El ién Ca? estd profundamente implicado en el proceso de muerte neuronal,
siendo dicho proceso de neurodegeneracién dependiente de la concentracién de Ca**
en el medio, que permea a través del canal de los receptores NMDA. Se ha empleado
NMDA a saturacién como agonista en el choque excitotéxico, y la ECso que se

obtiene para Ca? es 662 + 176 pM.

3.3. Anilisis de la secuencia temporal de muerte inducida por NMDA a

14 DIV: tincién con trypan blue

La muerte neuronal ha sido determinada mediante la tincién de trypan blue.
Las neuronas positivas para este colorante se contabilizan como muertas, pues la
entrada del colorante indica que la membrana celular ha perdido su integridad. Las
neuronas negativas para el colorante son células vivas, pues mantienen su membrana
intacta y no permiten la entrada de trypan blue.

Como puede observarse en las imagenes de la Figura 3.9, si las neuronas de

hipocampo se incuban en solucién basica salina suplementada con calcio, no se tifien
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por trypan blue y aparecen brillantes al microscopio 6ptico. En cambio, si se incuban
en la solucién anterior suplementada con una concentracién elevada de glutamato,
un cierto porcentaje de ellas pierden el brillo y se tifien de azul por el colorante. Lo
mismo ocurre si en vez de glutamato se emplea NMDA como agonista. Si se incuban
con NMDA y MK-801, las neuronas tienen el mismo aspecto que las neuronas
control, demostrando el efecto protector de antagonista especifico de los receptores

NMDA.

1

Figura 3.9. Medida de la viabilidad/muerte neuronal por el método de exclusién del colorante trypan
blue. Las neuronas a 14 DIV fueron sometidas a tratamiento de excitotoxicidad durante 20 minutos. A
las 24 horas se tifieron con trypan blue al 0.2% y se observaron al microscopio. Las imdgenes fueron
tomadas en un microscopio Nikon Diaphot 300. Las flechas blancas seflalan células muertas teiiidas de
trypan blue.

Las medidas de viabilidad mediante tincién con trypan blue se realizaron 18-
24 horas después del choque excitotéxico, para asegurarnos que la muerte neuronal
inducida por este insulto haya alcanzado su maximo valor estable. Durante todo este

tiempo de incubacién posterior al choque las neuronas se mantienen con medio de
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cultivo suplementado con MK-801, para evitar muerte neuronal adicional
consecuencia de la liberaciéon de glutamato por las células muertas en el choque
excitotdxico de varios minutos.

Es interesante conocer la secuencia temporal de induccién de muerte, para
definir mejor el proceso de excitotoxicidad. Como se observa en la Figura 3.10 A, la
muerte neuronal inducida por un insulto con NMDA de 20 minutos a 14 DIV es ya
de un 25 % después de 1 hora, y aumenta progresivamente hasta su maximo valor 6
horas tras el choque. Este nivel de muerte se estabiliza, y a las 24 horas tras el insulto
aun permanece estable, sin aumentar significativamente. Esta cinética tan rapida de
muerte neuronal sugiere un tipo de muerte necrdtica, ya que la muerte celular

apoptotica sigue una secuencia temporal mucho mads lenta.
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Figura 3.10. Secuencia temporal de la muerte neuronal inducida por NMDA en neuronas de
hipocampo de cerebro de rata mantenidas en cultivo 14 DIV. Las neuronas se incubaron durante 20
minutos con solucién basica salina con Ca?* 2 mM en presencia de NMDA 200 pM/glicina 100 pM. Se
determiné la viabilidad neuronal a los tiempos indicados tras el choque. (A) Secuencia temporal
completa. (B) Secuencia temporal inicial correspondiente a los primeros 80 min. (C) Secuencia
temporal correspondiente a las siguientes 2-24 h.
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Si se profundiza en esta secuencia temporal, se observan 2 componentes: un
componente rapido, que se estabiliza en el 25 % de muerte neuronal aproxima-
damente, el 65 % de la muerte total (Figura 3.10 B); y un componente posterior
mucho mads lento, que va del 25 % al 40 % de muerte neuronal (Figura 3.10 C), es
decir, el 35 % restante de la muerte total. Durante la incubacién con NMDA el
porcentaje de muerte neuronal aumenta rapidamente, pasando de 0 a 25 % en un
corto espacio de tiempo. El valor de ti» de este primer componente es de
aproximadamente 2,2 min (Fjgura 3.10 B). Una vez finalizado el primer proceso, la
muerte neuronal aumenta mads lentamente, siguiendo una cinética con un ti2 de 2
horas (Figura 3.10 C). 6 horas después del choque excitotéxico de 20 min la muerte
neuronal ha alcanzado su maximo valor, y este porcentaje se mantiene estable hasta
24 horas tras el insulto.

Durante el tiempo de incubacién con NMDA, los receptores de NMDA de las
neuronas de hipocampo se encuentran activados por la unién de su agonista
especifico. Esta estimulacion de los receptores provoca la despolarizacion celular,
debido al flujo iénico que se produce a través del canal del receptor NMDA. El
desbalance iénico producido podria ser el responsable del primer componente de
muerte neuronal que hemos observado. Para comprobar esta hipdtesis, hemos
sometido a las neuronas de hipocampo a incubacién con una concentracion elevada
de K* (90 mM) durante 20 min, y transcurrido ese tiempo hemos determinado la
muerte neuronal. Si se incuban las neuronas con una alta concentracién de K+ en el
exterior celular se genera un desequilibrio idnico que provoca la despolarizaciéon
brusca de la célula. Esta despolarizacién sostenida durante 20 min provoca la muerte
de un 30 % de las neuronas del cultivo (Figura 3.11). Una vez que cesa el choque la
muerte neuronal se estabiliza, y 24 horas después se mantiene en el mismo valor, sin
componente adicional posterior (datos no mostrados). Nimodipina 3 pM, asi como
verapamil 10 uM, protegen en un 50 % de la muerte inducida por alta concentracién

de K*. Ambos compuestos son bloqueadores de canales de Ca* dependientes de
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voltaje tipo L, lo que indica que la muerte inducida por alta concentracién de K*
depende, al menos en parte, de la entrada masiva de Ca* debida a la despolarizacion

sostenida. MK-801 no protege de la muerte inducida por alto K+ (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Muerte neuronal inducida por alta concentracién de K* en neuronas de hipocampo de
cerebro de rata mantenidas en cultivo 14 DIV. Las neuronas se incubaron durante 20 minutos con
solucion basica salina (BSS) con baja (3,5 mM) o alta concentracién de K* (90 mM), a la que se
afiadieron los firmacos indicados. La muerte neuronal se determiné inmediatamente tras el choque.

3.4. Morfologia nuclear de neuronas de hipocampo: tincién con 4'-6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI)

La tincién con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) de las neuronas de
hipocampo nos permite observar la morfologia nuclear, ya que este compuesto es un
colorante fluorescente para 4cidos nucleicos. Como se observa en las imdagenes
(Figura 3.12), los nucleos aparecen redondeados y con una tincién clara, si las
neuronas no son tratadas o si se incuban en solucién baésica salina con Ca?. Por el
contrario, cuando se adiciona NMDA la cromatina se condensa en un determinado
porcentaje de las neuronas (picnosis), disminuye el tamafio del nicleo y aumenta su

brillo (Figura 3.12 C). Esta morfologia es caracteristica de la muerte necrética. No
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hemos observado en ninguna ocasién nucleos fragmentados o con forma lobular,
tipicamente apoptoticos, como los que se observan cuando se tratan las neuronas con

estaurosporina, que induce muerte celular apoptética (Figura 3.12 E).

A. Control B. Ca?*

D. NMDA/MK-801 E. Estaurosporina

Figura 3.12. Observacién de la cromatina nuclear mediante tincién con DAPI a 14 DIV. Las neuronas
fueron sometidas a tratamientos control o de excitotoxicidad durante 20 minutos. A las 24 horas se
tifieron con DAPI 2 pM y se observaron al microscopio de fluorescencia. A efectos comparativos se
muestra una imagen de neuronas en apoptosis tras tratamiento con estaurosporina 30 nM 24 h.

3.5. Generacidn de especies reactivas del oxigeno inducida por NMDA

La muerte neuronal inducida por NMDA en nuestras condiciones de ensayo
es fundamentalmente de tipo necrotico, como acabamos de mostrar. Uno de los
aspectos clave en el proceso de muerte neuronal es la generacién de especies
reactivas del oxigeno (ROS). Para medir este proceso hemos empleado la sonda
fluorescente 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFD), que muestra

fluorescencia a 525 nm cuando se oxida. El grupo diacetato permite la entrada en las
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neuronas para, una vez dentro y por accién de esterasas inespecificas, quedar con
carga en el interior celular.

Para llevar a cabo estos experimentos se sembraron las neuronas sobre
cubreobjetos de vidrio, para obtener mejores imdgenes de fluorescencia. Los cultivos
a 14 DIV fueron sometidos a choque excitotoxico inducido por NMDA en las mismas
condiciones descritas anteriormente. La incubacién en presencia de Ca* vy
Ca?/NMDA se considera como tiempo 0. Se toman imdgenes de las neuronas a los
tiempos adecuados bajo cada una de las condiciones ensayadas, tras la incubacién
con 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina diacetato a una concentracién 1 uM
durante 15 minutos.

En una serie de imdgenes de distintos campos del cultivo se contabilizaron las
neuronas con y sin fluorescencia. Como se muestra en la Figura 3.13 A, el porcentaje
de neuronas con fluorescencia aumenta progresivamente con el tiempo cuando
fueron incubadas con Ca*/NMDA, pasando de un 18-20 % 1 hora después de la
incubacién con agonista, a un 38-40 % 3 horas después del choque excitotéxico. Por
el contrario, el porcentaje de neuronas fluorescentes cuando el cultivo fue sometido
a incubacién tnicamente con Ca?, 8-10 %, no varid en el periodo de tiempo
estudiado (datos no mostrados).

Transcurrido este periodo de aumento casi lineal en la generacién de ROS, el
porcentaje de neuronas fluorescentes disminuye aproximadamente un 50 %, de
forma que 6 horas tras el choque excitotéxico el porcentaje de neuronas que
mantienen fluorescencia es de un 18-20 %. Este porcentaje se mantiene estable
trascurridas 24 horas tras el choque (Figura 3.13 A).

La fluorescencia de 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina en neuronas
sometidas a choque excitotdéxico inducido por NMDA puede observarse en el soma y
a lo largo de todas las conexiones dendriticas y axonales que existen entre las células,

hasta las 3 horas tras el choque (Figura 3. 13 B). A partir de las 6 horas tras el choque,
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la fluorescencia va desapareciendo en primer lugar del soma, manteniéndose durante

mads tiempo en las prolongaciones neuronales.
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Figura 3.13. Neuronas fluorescentes, por generacién de ROS, tras ser sometidas a choque excitotéxico
mediante incubacién con NMDA. (A) Medida del porcentaje de neuronas fluorescentes en funcién
del tiempo tras ser sometidas a choque excitotdxico mediante incubacién con NMDA. Las neuronas
sembradas sobre vidrio y con 14 DIV fueron tratadas con Ca*/NMDA durante 20 minutos. 15
minutos antes de cada tiempo indicado se afiadid a las placas la sonda fluorescente 5-(y-6)-carboxi-
2',7'-diclorofluoresceina diacetato a una concentracién 1 pM. Al tiempo indicado se observaron al
microscopio y se tomaron varias imagenes a partir de las cuales se hizo el conteo de células con y sin
fluorescencia. (B) Imdgenes de neuronas sometidas a incubacién durante varias horas con NMDA vy
tratadas con la sonda fluorescente 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina. El experimento se llevo a
cabo en al menos 3 cultivos diferentes y el total de neuronas contabilizadas para cada condiciéon es
> 2.000.

Hemos demostrado anteriormente que MK-801 bloquea selectivamente la
muerte inducida por NMDA en neuronas mantenidas en cultivo 14 DIV. Cabe
esperar por tanto que MK-801 bloquee igualmente la generacién de especies
reactivas del oxigeno inducida por incubaciéon con NMDA. En la Figura 3.14 A se
muestran los porcentajes de neuronas con fluorescencia en cada una de las
condiciones estudiadas, a las 3 horas de someterlas a choque excitotéxico. Las

neuronas no muestran una fluorescencia significativa cuando se incuban con NMDA
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y MK-801, de manera similar a las neuronas tinicamente incubadas con Ca*" (Figura
3.14 B). Estos valores son comparables a los mostrados en la Figura 3.6, donde se

contabiliza la muerte por el método de exclusién por trypan blue.
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Figura 3.14. Neuronas fluorescentes, por generacién de ROS, tras ser sometidas a choque excitot6xico
mediante incubacién con NMDA 3 horas. (A) Porcentaje de neuronas con fluorescencia de 5-(y-6)-
carboxi-2',7'-diclorofluoresceina 3 horas después de someterse a incubacién bajo diferentes
condiciones. (B) Imdgenes de neuronas 3 horas después de ser sometidas a incubacién con distintas
soluciones y tratadas con la sonda fluorescente 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina. El
experimento se llevé a cabo en al menos 3 cultivos diferentes y el total de neuronas contabilizadas
para cada condicién es superior a 2.000.

3.6. Sensibilidad de las neuronas de hipocampo a incubaciones de larga

duracién con NMDA

Una vez estudiada la sensibilidad a incubaciones de corta duracién con
NMDA a concentracién saturante, se procedid a caracterizar la muerte neuronal
inducida por incubaciones de mayor duracién, que oscilan entre 1 y 6 dias. Este
método experimental nos permite analizar la muerte neuronal en choques

excitotdxicos de larga duracidn, para estudiar la estabilidad junto con el efecto
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protector de diferentes moléculas. Adicionalmente, el efecto del péptido B-amiloide
se produce tras incubaciones de larga duracién, y una posible correlacién de este
proceso con la excitotoxicidad mediada por receptores de glutamato precisa este
analisis previo.

Hemos sometido a las neuronas de hipocampo a incubaciones con NMDA
100 uM a partir de 7, 10 y 14 DIV. Cuando la incubacién comienza a los 7 DIV, la
muerte neuronal a las 24 horas es de un 11,3 + 4,4 %, aumentando hasta un 18,3 +
5,3 % a las 48 horas. La muerte neuronal se estabiliza en un 15-20 %, y no varia de
manera significativa durante los dias posteriores. Cuando la incubaciéon comienza a
los 10 DIV, la muerte neuronal es de un 29,3 + 5,5 % a las 24 horas, y este valor se
mantiene practicamente constante hasta los 16 DIV.

Si se repite el mismo procedimiento a 14 DIV se observa un porcentaje de
muerte mucho mas elevado, lo que concuerda con el perfil de sensibilidad obtenido
previamente en incubaciones de 20 minutos. A las 24 horas la muerte es de un 79,6
+ 5,1 %, aumentando hasta un 87,2 £ 0,7 % a las 48 horas. A tiempos mayores de
incubacién la muerte se mantiene en un valor aproximado del 90 % de las neuronas
del cultivo.

Una de las consecuencias de la incubacion de larga duraciéon con NMDA es la
caida de densidad en los pocillos, debido a que las neuronas muertas van
despegandose de la placa y por tanto no son contabilizadas mediante el método de
exclusion de trypan blue. Este descenso en la densidad neuronal se ha cuantificado y
se muestra en la 7abla 3.1.

Cuando la incubacién comienza a los 7 DIV la disminucién de densidad es de
un 40 % de las neuronas en el DIV 13. Si la incubacién comienza a los 10 DIV, la
caida es de un 60 %, y si empieza a los 14 DIV es casi de un 70 %. Por tanto, a
medida que aumentan los DIV la sensibilidad neuronal a NMDA va también
incrementandose y las neuronas se despegan de la superficie de los pocillos, rasgo

tipico de la muerte celular necrética.
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Desde dia in vitro 1 dia 6 dias
Total (%) Total (%)
7 DIV 100 60,2 + 14,6
10 DIV 100 399+7,4
14 DIV 100 32,4+7

Tabla 3.1. Caida de densidad durante la incubacién con NMDA durante varios dias en neuronas de
hipocampo de cerebro de rata mantenidas en cultivo 7, 10 y 14 DIV. Se muestra la densidad neuronal
normalizada correspondiente al total de neuronas antes y después del tratamiento de excitotoxicidad.

3.6.1. Incubaciones de 24 horas con NMDA en cultivos de neuronas de

hipocampo

Tras estos tratamientos de varios dias de duracidn, se realizaron incubaciones
de 24 horas a diversos DIV, desde 7 a 21 DIV. Se observa que la muerte neuronal
aumenta de forma lineal con el tiempo de comienzo de la incubacién, pasando de un
11,3 + 4,4 % a los 7 DIV, hasta un 95,8 + 0,1 % a los 18 DIV (Figura 3.15 A). Este
incremento indica un aumento en la sensibilidad de las neuronas a la excitotoxicidad
de NMDA con los DIV, y por tanto debe estar relacionado con la maduracién de los
receptores NMDA en neuronas de hipocampo de rata cultivadas in vitro. Ese
maximo valor de muerte neuronal, que se aproxima al 100 %, se mantiene desde el
DIV 18 al 21.

Para poder comparar estos valores con los obtenidos en incubaciones de
varios dias de duracidn, es necesario sumarles los porcentajes de caida de densidad
que se producen en este ultimo caso. Se obtiene entonces una figura similar (Figura
3.15 B), lo que confirma que las neuronas muertas en incubaciones de varios dias se

despegan y no son contabilizadas por trypan blue.
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Figura 3.15. Muerte neuronal inducida por incubaciones de larga duracién con NMDA. (A) Muerte
neuronal inducida por NMDA 24 horas en neuronas de hipocampo de cerebro de rata a varios DIV.
Las neuronas se incubaron durante 24 horas a 37 °C con medio al que se aiiadi6 NMDA 100 uM. (B)
Muerte neuronal acumulada inducida por NMDA en neuronas de hipocampo de cerebro de rata
mantenidas en cultivo a varios DIV. Se representa el porcentaje de neuronas muertas a cada DIV mds
el porcentaje correspondiente a la caida de densidad por pocillo a cada DIV con respecto a la densidad
inicial

3.6.2. Determinacién de la ECso de NMDA en incubaciones de 24 horas a

14 DIV

Como la mayor parte de ensayos de neuroproteccion se llevaran a cabo a 14
DIV, decidimos caracterizar en mayor profundidad el efecto de la incubacién con
NMDA durante 24 horas en este momento del desarrollo del cultivo. Para ello
realizamos una titulacién de la concentraciéon de NMDA, incubando con este
compuesto a concentraciones crecientes de 14 a 15 DIV (Figura 3.16).

El efecto de NMDA durante 24 horas en la viabilidad es modesto hasta una

concentraciéon de 1 uM, aumentando progresivamente a concentraciones superiores.
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NMDA 100 pM 24 horas, como ya se ha comentado antes, provoca la muerte de un
75-80% de las neuronas de hipocampo a 14 DIV. A concentraciones superiores, la
degeneracion neuronal afecta casi a la totalidad de las neuronas del cultivo. El valor
de ECso para este choque es de 23,2 £+ 2,4 uM, similar al obtenido en incubaciones de
20 minutos a 14 DIV. Este resultado es coherente con el hecho de que, en ambos

casos, la muerte neuronal se debe exclusivamente a la sobreestimulacion del receptor

NMDA.
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Figura 3.16. Efecto de la concentracion de NMDA sobre la muerte inducida en neuronas de
hipocampo mantenidas en cultivo 14 DIV. Las neuronas de hipocampo a 14 DIV fueron sometidas a
incubacién durante 24 horas a diferentes concentraciones de NMDA disuelto en el medio de cultivo.

3.6.3. Efecto neuroprotector de las incubaciones de larga duracién con

NMDA

Las neuronas que sobreviven a la incubacién con NMDA durante 6 dias de 7 a
14 DIV, muestran una elevada resistencia al insulto posterior con NMDA 20 minutos
a 14 DIV (Figura 3.17 A). Hay que recordar que en este tipo de preincubacion se
produce una importante caida de densidad, aproximadamente del 40 % de las

neuronas (7abla 3.1). Por tanto la resistencia que muestran las neuronas que
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sobreviven al choque es probablemente debida al proceso de selecciéon que se ha ido
produciendo del DIV 7 al 14.

Para evitar esta caida de densidad, se incubaron las neuronas de hipocampo
durante 24 horas de 13 a 14 DIV con concentraciones crecientes de NMDA, y
transcurrida esta preincubacidn se sometieron a choque excitotéxico por NMDA
durante 20 minutos. Como se observa en la Figura 3.17 B, si se preincuba a las
neuronas con NMDA 0,1 pM no se observa ningun efecto neuroprotector frente al
choque de 20 minutos. En cambio si se realiza la preincubacién con NMDA 1 pM o

10 pM se aprecia una disminucidn significativa en la muerte neuronal inducida por

excitotoxicidad.
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Figura 3.17. Efecto de la preincubacién con NMDA sobre la muerte inducida por choque excitotdxico
en neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo 14 DIV. Las neuronas de hipocampo a 14 DIV
fueron sometidas a incubacién durante 6 dias (A) o 24 horas (B) a diferentes concentraciones de
NMDA disuelto en el medio de cultivo. Posteriormente se realizé choque excitotéxico con NMDA
200 uM durante 20 minutos.

55



Resultados

3.7. Estimulacidn de la via de sefializacién de CREB

3.7.1.  Proteccidén por rolipram frente a excitotoxicidad

Una de las vias de supervivencia celular activa de forma constitutiva en
neuronas es la que implica al factor de transcripcién CREB (cyclic AMP-response
element binding protein). Otros grupos de investigaciéon han detectado que una
concentraciéon subtdxica de NMDA provoca la activacién de esta via de forma
transitoria, lo que explicaria el efecto neuroprotector detectado por nosotros. En la
bibliografia también se menciona que el péptido P-amiloide provoca una
disminucién en la activaciéon de la via de CREB, mediante una bajada en su
fosforilacién. Basandonos en esta informacién decidimos analizar la implicacién de
esta via de sefializacion en la excitotoxicidad inducida por NMDA.

En primer lugar se abordé el estudio de la via de sefializacién de CREB de
forma indirecta. Empleamos rolipram, inhibidor de la actividad fosfodiesterasa V,
que impide la degradacién del AMPc y, por tanto, favorece su acumulacién en el
interior celular. El aumento en la concentracién intracelular de AMPc se sabe que
produce un aumento en los niveles de pCREB (forma activa de CREB, fosforilado en
Ser-133), a través de la via de sefializacién mediada por PKA.

Cuando afadimos rolipram a la solucién de excitotoxicidad, y al medio de
incubacién posterior, se observa que el aumento de AMPc protege de la
excitotoxicidad mediada por NMDA (Figura 3.18 A). Para ello es necesaria una
concentraciéon 10 uM de rolipram, ya que 3 pM es insuficiente para disminuir la
muerte inducida por NMDA a ninguno de los tiempos de incubacién empleados.

También hemos realizado una titulacién de la concentracién de rolipram en
choques excitotdxicos con NMDA de 20 minutos de duracién (Figura 3.18 B). El
valor de ICso que se obtuvo en este caso fue de 7,1 + 3,3 pM, lo que concuerda con la

informacidén obtenida en la gréfica anterior.
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Figura 3.18. Efecto de la concentracién y el tiempo de incubacién de rolipram sobre la muerte
neuronal inducida por NMDA a 14 DIV. (A) Las neuronas de hipocampo a 14 DIV fueron sometidas a
incubacién con NMDA 100 pM en solucién basica salina en presencia de diferentes concentraciones
de rolipram durante diversos tiempos. La misma concentracién de rolipram se afiadié al medio
10/MK-801 empleado las 24 horas siguientes. (B) Las neuronas de hipocampo a 14 DIV fueron
sometidas a incubacién con NMDA 200 pM durante 20 minutos en solucién basica salina en presencia
de diferentes concentraciones de rolipram. La misma concentracién de rolipram se afiadié al medio
10/MK-801 empleado las 24 horas siguientes. (*) p < 0,05.

3.7.2. Efecto de NMDA sobre la fosforilacién de CREB

Tras comprobar que un aumento en la concentraciéon intracelular de AMPc
tiene efecto neuroprotector frente a excitotoxicidad, decidimos estudiar los niveles
de pCREB tras la estimulacion subtdxica (10 pM) o téxica (200 uM) de los receptores
NMDA en nuestro cultivo de neuronas de hipocampo (Figura 3.19). Para ello es
necesario el pretratamiento de las neuronas con tetrodotoxina (TTX), inhibidor de
los canales de Na* dependientes de voltaje. TTX previene de la despolarizaciéon
neuronal, que es la principal responsable de mantener elevados los niveles de pCREB
(supervivencia neuronal dependiente de la actividad sinaptica). La cantidad de
pCREB residual tras la inhibicién por TTX 2 pM 12-15 h se toma como valor de
referencia para la cuantificacién.

Mediante analisis de inmunodeteccidén se observa que una concentracion

10 pM de NMDA, afiadido directamente al medio de cultivo, provoca una elevacién
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de los niveles de pCREB que alcanza el 50 % tras 20 min de incubacién. Estos niveles
van disminuyendo progresivamente, de manera que tras 2 horas de incubacién se
recuperan los niveles basales de pCREB, e incluso disminuyen un 50 % (Figura 3.19).

Por el contrario, una concentracion excitotdxica de NMDA desencadena una
estimulacién aguda de la fosforilacién de CREB, que alcanza su maximo unos pocos
min tras la adicién de NMDA al medio, y recupera rapidamente los niveles basales.
Tras 20 min de incubacién con NMDA 200 pM la cantidad de CREB fosforilado ya es

inferior a los niveles iniciales (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Niveles de pCREB tras la exposicion de neuronas de hipocampo a diferentes
concentraciones de NMDA. Las neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo 14 DIV fueron
sometidas a incubacién de duracién variable a concentraciones subtoxicas (10 pM) o téxicas (200 pM)
de NMDA en medio de cultivo. Las neuronas fueron preincubadas con TTX 2 pM 12-15 horas antes
de la adicién de NMDA. (A) Niveles relativos de pCREB. (B) Imdagenes representativas de los ensayos
de inmunodeteccién de pCREB y CREB total.

En ambos casos 2 horas de estimulacién de receptores NMDA provoca la
disminuciéon de pCREB por debajo de los niveles de referencia, lo que sugiere la
posible activacion de fosfatasas que inactiven este factor de transcripcion. En
cualquier caso, MK-801 inhibe las variaciones en la fosforilacién de CREB inducidas
por NMDA (datos no mostrados), lo que confirma que éstas se producen a través de
la estimulacion de receptores NMDA. Los niveles totales de CREB (fosforilado y no

fosforilado) no varian con el tratamiento con NMDA (Figura 3.19 B), por tanto las
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variaciones en los niveles de pCREB son debidas exclusivamente a variaciones en su
estado de fosforilacion.

También es interesante observar que rolipram 10 pM incubado
simultdneamente a TTX durante 12-15 horas previene de la desfosforilaciéon de
CREB que se produce tras 20 min de incubacién con NMDA 200 puM (Figura 3.20).
Por su parte, H89, inhibidor de PKA, inhibe la fosforilacién de CREB inducida por
una concentracién subtéxica de NMDA. Ademas este inhibidor es capaz de prevenir
la capacidad neuroprotectora de una concentracién subtdxica de NMDA, comentada
anteriormente (datos no mostrados). De estos resultados puede concluirse que la
neuroproteccién por niveles subtdxicos de NMDA se produce, al menos en parte,
por la estimulacion de la fosforilaciéon de CREB via PKA. Rolipram estimula esta via

de supervivencia neuronal, lo que contribuye a su capacidad neuroprotectora frente

a NMDA.
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Figura 3.20. Efecto de H89 y rolipram sobre las variaciones en los niveles de pCREB inducidas por
NMDA en el cultivo de neuronas de hipocampo. Las neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo
14 DIV fueron sometidas a incubacién de 20 min con NMDA en medio de cultivo. Las neuronas
fueron preincubadas con TTX 2 uM 12-15 horas antes de la adicién de NMDA. H89 fue adicionado
2 h antes de la incubacién con NMDA vy rolipram fue adicionado simultdneamente a TTX. En la parte
superior se muestra una imagen representativa de los ensayos de inmunodeteccién de pCREB en las
condiciones indicadas en la grafica.
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4. Caracterizacion de la neuroprotecciéon por N-alquilglicinas frente a muerte

neuronal inducida por glutamato y N-metil-D-aspartato (NMDA)

4.1. Neuroproteccién de N-alquilglicinas frente a excitotoxicidad mediada

por NMDA a 14 DIV

Una vez caracterizada la muerte neuronal inducida por glutamato y NMDA
en neuronas de hipocampo de cerebro de rata, pasamos a analizar la capacidad de
proteccién de las N-alquilglicinas seleccionadas frente a ensayos de excitotoxicidad
para cada uno de los dos agonistas. Como ha quedado de manifiesto en el apartado
anterior, para ensayar las N-alquilglicinas frente a muerte inducida por NMDA
emplearemos neuronas de hipocampo a 14 DIV. Por el contrario, para ensayar la
posible proteccion frente a muerte inducida por glutamato, las neuronas habran
estado en cultivo hasta el DIV 21.

En primer lugar, se realizaron incubaciones de 20 minutos de duracién con
NMDA 200 uM en presencia o ausencia de varias N-alquilglicinas diferentes a una

concentracién de 10 uM (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Neuroproteccién de N-alquilglicinas de muerte neuronal inducida por NMDA
20 minutos a 14 DIV. Las neuronas fueron sometidas a choque excitotéxico por NMDA 200 uM. Las
N-alquilglicinas se emplearon a una concentracién de 10 pM. Para todas las N-alquilglicinas, p < 0,05.
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Como algunas N-alquilglicinas estdn disueltas en etanol, y el etanol es un
bloqueador del receptor de NMDA, hemos ensayado este compuesto a la
concentracion que quedaria en el medio de ensayo, y como se puede observar, no
produce una proteccién significativa (93,2 + 7,0 %, frente a 100 % de NMDA). El
grado de proteccién obtenido con N-alquilglicinas oscila entre un 20% (N612C) y un
60 % (N20C, N161515C). El resto de las N-alquilglicinas muestran una proteccién de
un 40-50 %. La mas potente de todas, N20C, ha sido también ensayada a una

concentracion superior de 100 uM, pero el efecto ya esta saturado a 10 uM.

42. Neuroproteccién de N-alquilglicinas frente a excitotoxicidad mediada

por glutamato a 21 DIV

Por lo que se refiere a proteccién frente a excitotoxicidad mediada por

glutamato, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.22.
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Figura 3.22. Neuroproteccién de N-alquilglicinas de muerte neuronal inducida por glutamato
20 minutos a 21 DIV. Las neuronas fueron sometidas a choque excitotéxico por glutamato 200 puM.

Las N-alquilglicinas se emplearon a una concentracién de 10 uM. Para ninguna de las N-alquilglicinas
p<0,05.
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El experimento se llevé a cabo de igual manera que con NMDA, ensayando
las N-alquilglicinas a una concentraciéon de 10 pM a 21 DIV. En este caso sin
embargo, el grado de protecciéon mostrado por los compuestos es casi nulo, oscilando
los valores de muerte neuronal por glutamato en presencia de las N-alquilglicinas
entre un 94 y un 108 %. El inico compuesto que muestra algun efecto es de nuevo
N20C, con un 12 % de proteccion, pero esta diferencia no es significativa. Se puede
concluir, por tanto, que las N-alquilglicinas muestran una alta especificidad por los

receptores tipo NMDA en el cultivo de neuronas de hipocampo.

43. Neuroproteccién de N-alquilglicinas frente a incubaciones de 24 horas

con NMDA a 14 DIV

Posteriormente se realizaron incubaciones de 24 horas con NMDA 100 pM en
presencia o ausencia de algunas de las N-alquilglicinas a una concentracién de 10 o
100 pM. Estos compuestos no ejercen ninguna proteccion a una concentracion de 10
UM cuando la incubacion es de 24 horas (datos no mostrados), pero si tienen efecto a
100 uM. Los resultados para este tratamiento se muestran en la Figura 3.23. También
se ensayd el compuesto N161515C, pero no se encuentra representado ya que mostro
una elevada toxicidad en incubaciones de larga duracién a alta concentracion.

Los datos muestran que todas las N-alquilglicinas ensayadas ejercen una leve
proteccién frente a la excitotoxicidad mediada por receptores NMDA. El grado de
proteccion oscila entre un 5 % (la que menos protege, N612C) y un 20 % (la que mas
protege, N20C). Si se comparan estos porcentajes de proteccion con los obtenidos en
incubaciones de 20 minutos se observa que el grado de proteccién siempre es mayor
en este ultimo caso, a pesar de que se ha empleado una concentracién de
N-alquilglicinas 10 veces menor. En ambos ensayos se consigue una proteccion total

de la muerte neuronal cuando se emplea el antagonista de los receptores NMDA

MK-801.
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Figura 3.23. Neuroproteccién de N-alquilglicinas de muerte neuronal inducida por NMDA 24 horas a
14 DIV. Las neuronas fueron sometidas a choque excitot6xico de 24 horas con NMDA 100 uM. Las N-
alquilglicinas se emplearon a una concentracién de 100 uM. (*) p < 0,05.

44. Titulacién de la capacidad neuroprotectora de N20C frente a

excitotoxicidad por NMDA

Llegados a este punto decidimos centrarnos en la N-alquilglicina mas activa
frente a NMDA, N20C, para caracterizar con mayor profundidad su mecanismo de
accion. En primer lugar realizamos una titulaciéon de la concentracién de N20C
frente a la excitotoxicidad provocada por NMDA 20 minutos a 14 DIV (Figura 3.24).
Se observa que la capacidad neuroprotectora de N20C disminuye de forma casi
lineal, siendo minima a una concentracién de 0,1 pM, y alcanzando un méaximo del
60 % de neuroproteccién a 10 pM. A concentraciones superiores el efecto ya se ha
estabilizado. La ICso para N20C frente a excitotoxicidad por NMDA tiene un valor de
1,2 + 0,4 pM, siendo nu = 2. Este valor estd en el mismo intervalo que el calculado
para la entrada de Ca** en neuronas de cerebelo inducida por NMDA (= 2 uM), y para
la formacién de GMPc inducida por NMDA (= 0,9 uM) (Planells-Cases y cols., 2002).
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Figura 3.24. Efecto de la concentracién de N20C sobre la muerte neuronal inducida por NMDA
20 minutos a 14 DIV. Las neuronas de hipocampo a 14 DIV fueron sometidas a incubacién con
NMDA 200 pM durante 20 minutos en solucién basica salina en presencia de diferentes
concentraciones de N20C.

Ademas se realizé la misma titulacién sin la adicién de glicina al medio de
incubacién (datos no mostrados). Glicina es coagonista junto con glutamato de los
receptores NMDA. Si N20C compitiese con glicina por el sitio de unién a dichos
receptores la curva de titulacién se veria modificada, aumentando teéricamente su
efecto neuroprotector en ausencia de glicina exdgena. Pero la titulacion de
concentraciones permanecio sin cambios, lo que nos indica que el sitio de accién de
N20C no debe coincidir con el sitio de accién de glicina.

También hemos realizado la titulacién de la concentracién del radical nimero
20 (3,3’-difenilpropilamina) frente a NMDA, y ambas curvas coinciden totalmente
(datos no mostrados). Esto indicaria que la porcidén activa de la molécula de N20C es

la correspondiente al radical sustituyente.
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45. Proteccion de N20C frente a la generacién de especies reactivas del

oxigeno inducida por NMDA a 14 DIV

Adicionalmente hemos comprobado si N20C es capaz de bloquear la
generacién de especies reactivas del oxigeno inducida por choque excitotdxico con
NMDA, de la misma manera que lo hace MK-801. Como muestra la Figura 3.25 el
efecto de N20C 10 pM, aproximadamente un 60 %, es similar al nivel de
neuroprotecciéon que ejerce a la misma concentracion frente a dicho choque. Este

bloqueo en la generaciéon de ROS es compatible con su actuacién como bloqueador

del receptor NMDA.
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Figura 3.25. Proteccién de la generacién de especies reactivas del oxigeno por N20C. (A) Porcentaje
de neuronas con fluorescencia de 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina 3 horas después de
someterse a incubacién bajo las condiciones indicadas. (B) Imagenes de neuronas 3 horas después de
ser sometidas a incubacién con distintas soluciones y tratadas con la sonda fluorescente 5-(y-6)-
carboxi-2',7'-diclorofluoresceina. El experimento se llevé a cabo en al menos 3 cultivos diferentes y el
total de neuronas contabilizadas para cada condicion es superior a 2.000.
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4.6. Mecanismo protector de N-alquilglicinas frente a toxicidad mediada
por NMDA: bloqueo de corrientes en ovocitos de Xenopus laevis que expresan

receptores NMDA y AMPA

Con el objetivo de determinar el mecanismo de accién de las N-alquilglicinas
ensayadas frente a toxicidad mediada por NMDA, hemos caracterizado la capacidad
de estos compuestos para bloquear corrientes iénicas mediante el empleo de voltage-
clamp y ovocitos de Xenopus laevis que expresan distintas subunidades de receptores
de glutamato.

Como se muestra en la Fjgura 326 A y C, cuando se emplean ovocitos de
Xenopus laevis que expresan el receptor NMDA de rata funcional (subunidades
NR1/NR2A), se produce un bloqueo de la corriente provocada por glutamato en un
46,5 + 8,1 %, a 10 uM de N20C, y en un 100 % a 100 pM. Tanto la cinética de
bloqueo como la de desbloqueo son rapidas, como demuestra la recuperacién total de
la corriente cuando N20C es lavado. La ICso de N20C es de 13,1 + 1,1 pM, y su nu es
de 1,2 + 0,3. En cambio, N20C 50 pM reduce la actividad del receptor GluR1
solamente en un 5 + 2 % (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que N20C
bloquea de forma especifica el receptor NMDA, y no acttia sobre el receptor AMPA.

Por su parte, N612C no bloquea significativamente la corriente idnica
inducida por glutamato en ovocitos que expresan el receptor NMDA de rata (25 + 10
% a 100 pM) (Figura 3.26 B, D) o el receptor AMPA (datos no mostrados). Esta
ausencia de bloqueo es consecuente con su bajo nivel de protecciéon frente a

excitotoxicidad en cultivos primarios de neuronas de hipocampo.
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Figura 3.26. Capacidad de bloqueo de las N-alquilglicinas N20C y N612C de la corriente inducida por
glutamato en ovocitos de Xenopus laevis que expresan el receptor NMDA. Se emplearon ovocitos que
coexpresan las subunidades NR1/NR2A del receptor NMDA de rata, que fueron estimulados por
glutamato 100 pM/glicina 10 pM (C) Titulacién de la capacidad de bloqueo de N20C y (D) N612C.
También se muestra un registro representativo de ambas titulaciones (A, B).

47. N20C inhibe las variaciones en la fosforilacién de CREB inducidas

por NMDA

Ademids de su capacidad de bloqueo del receptor NMDA, nos interesaba
conocer si N20C era capaz de inhibir otra de las variaciones moleculares producida
por NMDA: la variacién en los niveles de pCREB. Para ello se incubaron a las

neuronas de hipocampo con una concentracién de NMDA subtéxica (10 pM) o
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téxica (200 pM) durante 20 min (Figura 3.27 A, B). Como ya se mostrd
anteriormente (Figura 3.19), estos estimulos provocan cambios en los niveles de
pCREB. En el caso de NMDA 10 pM, los niveles de pCREB se mantienen elevados
tras 20 min de incubacién (Figura 3.27 A). En cambio, si se emplea una
concentraciéon toxica (200 pM), un aumento inicial en los niveles de pCREB es
seguido de un descenso brusco, por debajo de los valores basales. Tras 20 min de
incubacién, la cantidad de CREB fosforilado en Ser-133 ha descendido un 50 %,

como también se muestra en la Figura 3.27 B.
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Figura 3.27. Efecto de N20C sobre las variaciones en los niveles de pCREB inducidas por NMDA en el
cultivo de neuronas de hipocampo. Las neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo 14 DIV fueron
sometidas a incubacién de 20 min con una concentracién 10 pM (A) o 200 uM (B) de NMDA en
medio de cultivo. Las neuronas fueron preincubadas con TTX 2 pM 12-15 horas antes de la adicién de
NMDA. N20C se empleo de forma simultanea a NMDA y la concentracién utilizada fue 100 pM. En la
parte superior se muestra una imagen representativa de los ensayos de inmunodeteccién de pCREB en
las condiciones indicadas en la grafica. (*) p< 0,01.

En ambos casos N20C 100 pM inhibe las variaciones de pCREB inducidas por
NMDA, manteniéndolo en los niveles previos al tratamiento. En este sentido se
comporta de la misma forma que MK-801, lo que es consecuencia de su capacidad de
bloqueo de receptores NMDA. De todas formas, no se descarta su posible actuacion a

otros niveles en la cascada molecular que conduce a la fosforilacién de CREB.
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5. Caracterizacion de la muerte neuronal inducida por péptido PB-amiloide

humano en el cultivo primario de neuronas de hipocampo

5.1. Sensibilidad de las neuronas de hipocampo a incubaciones con péptido

B-amiloide 1-40 humano

Otro de los objetivos de nuestro estudio es poner a punto un protocolo
experimental para analizar la muerte inducida por el péptido f-amiloide humano en
cultivos de neuronas de hipocampo de rata. Debido a que la neurotoxicidad de este
compuesto se produce de forma progresiva, ligada probablemente al grado de
agregacién que se alcance en el medio, hemos procedido a caracterizar la muerte
inducida por periodos de incubacidén largos.

Cuando se comienza el tratamiento con péptido BA 1-40 10 uM a los 7 DIV
(Figura 3.28), no se observa muerte significativa hasta que no han transcurrido 3 dias
de incubaciéon (DIV 10) con el péptido. En este momento la muerte neuronal
comienza a aumentar de forma progresiva hasta alcanzar un valor de 20 + 2,2 % a los
5 dias (DIV 12), y a partir de este momento se estabiliza. Si se realiza el mismo
ensayo con DMSO 1 %, la concentracién final maxima del solvente en que se ha
disuelto el péptido, la muerte neuronal tras 6 dias de incubacién (DIV 13) es sélo de
un 2,9 + 0,8 %.

Si el tratamiento comienza a los 14 DIV (Figura 3.28) el patrén de
neurodegeneracién es diferente. A las 24 horas de incubacién la muerte neuronal es
de un 28,7 + 6,3 %, y este porcentaje de muerte se mantiene estable hasta 4 dias de
incubacién con el péptido, lo que corresponde a 18 DIV tras la siembra. DMSO 1 %
solo produce la muerte neuronal de un porcentaje de neuronas de un 7,1 + 0,8 % tras
6 dias de incubacién (DIV 20). A partir del dia 18 in vitro se produce una caida en la

muerte neuronal, paralela a una disminucién en la densidad neuronal del cultivo.
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Figura 3.28. Muerte neuronal inducida por péptido p-amiloide humano (1-40) en neuronas de
hipocampo de cerebro de rata incubadas con A desde 7 y 14 DIV. Las neuronas se incubaron durante
1-6 dias a 37 °C con medio al que se afiadi6 péptido f-amiloide 1-40 10 puM.

5.2. Comparacién de la toxicidad de las variantes 1-40 y 1-42 de péptido

B-amiloide

El péptido BA tiene distintas formas que varian en el numero de aminoacidos.
La longitud del péptido procesado por las secretasas en la célula puede ser también
de 42 aminoacidos. Este péptido de mayor longitud posee también una mayor
capacidad neurotdxica, debido a que los 2 aminodcidos extra en la molécula
aumentan de alguna forma su capacidad de agregacién. Si la capacidad neurotdxica
del péptido se encuentra relacionada con su grado de agregacién en el medio, la
variante del péptido que forme mas cantidad de agregados produciria, por tanto, una
muerte neuronal mas elevada.

En incubaciones de 24 horas a 14 DIV puede observarse que la toxicidad de
ambos péptidos en cultivos de hipocampo es bastante similar, a las concentraciones
empleadas en el ensayo, entre 0,1 y 10 pM (Figura 3.29). Esto puede deberse a que la

capacidad de agregacion se ve disminuida al estar disueltos inicialmente en DMSO,
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solvente organico que impide la unién entre las moléculas de péptido. También
podria deberse a que es necesaria una concentracién superior a 10 pM o un tiempo

superior a 24 horas para desencadenar la agregacién de los péptidos A.

60

C—1pA 1-40

50k Cpa 1-42 i

i L]
Iy -j

10 -

Muerte neuronal (%)

0,1 uM 1 uM 10 uM
Concentracidn pA (pM)

Figura 3.29. Muerte neuronal inducida por péptido f-amiloide humano (1-40) y (1-42) en neuronas
de hipocampo de cerebro de rata incubadas con A 24 horas a 14 DIV. Las neuronas de hipocampo a
14 DIV se incubaron durante 24 horas a 37 °C con medio al que se afiadi6 péptido f-amiloide 1-40 o
1-42 a diferentes concentraciones.

En incubaciones de varios dias de duracion, a partir de 7 DIV o de 14 DIV, la
toxicidad de PA 1-42 es ligeramente superior a la de BA 1-40, aunque no de forma
muy significativa, segin aumentan los dias de incubacién (Figura 3.30). De hecho, en
esta figura también se observa que la incubacién de las neuronas de hipocampo con
BA durante 24 horas a 14 DIV provoca la misma muerte neuronal, sea cual sea la
variante del péptido empleada. De estos resultados puede deducirse que, o bien no se
produce agregacion del péptido BA, o bien ésta no afecta a la neurodegeneracion en
nuestro sistema modelo. En el resto de ensayos de neurodegeneracion, emplearemos

la variante 1-40.
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Figura 3.30. Muerte neuronal inducida por péptido p-amiloide humano (1-42) en neuronas de
hipocampo de cerebro de rata incubadas con BA desde 7 y 14 DIV. Las neuronas de hipocampo a 14
DIV se incubaron durante 1-6 dias a 37 °C con medio al que se afiadié péptido B-amiloide 1-42 10 pM.
A efectos comparativos se ha representado también la muerte que provoca la variante 1-40 en las
mismas condiciones de ensayo.

5.3. Generacién de especies reactivas del oxigeno inducida por péptido

B-amiloide 1-40 humano

La incubacién de las neuronas con péptido B-amiloide 1-40 es un estimulo que
aumenta significativamente la produccién de especies reactivas del oxigeno, como ya
se indicé en el apartado de Introduccién (Figura 1.6). Mediante el empleo de la
sonda fluorescente 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina hemos observado el
aumento en la generaciéon de ROS que se produce a lo largo de la incubacién con
péptido B-amiloide 1-40 10 pM en el cultivo primario de neuronas de hipocampo.

Como puede observarse en la Figura 3.31, transcurridas 3 horas de incubacién
se observan neuronas fluorescentes, por generacién de ROS, al microscopio de
fluorescencia. Este aumento se mantiene estable incluso cuando han transcurrido 6
horas de incubacion con el péptido. Tras 24 horas de incubacién el numero de

neuronas fluorescentes ha disminuido a los niveles iniciales.
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control 3 horas
6 horas 24 horas

Figura 3.31. Neuronas fluorescentes, por generacién de ROS, tras ser sometidas a incubacién con
péptido B-amiloide (1-40) humano. Imdgenes de neuronas sometidas a incubacién durante las horas
indicadas con péptido B-amiloide (1-40) humano a 37 °C y tratadas con la sonda fluorescente 5-(y-6)-
carboxi-2',7'-diclorofluoresceina 1 pM durante 15 min.

54. Visualizacion de la cromatina nuclear tras la incubacién con péptido

B-amiloide 1-40 humano

La tincién con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) nos permite observar la
morfologia nuclear a lo largo de la incubacién con péptido B-amiloide 1-40 10 pM en
el cultivo primario de neuronas de hipocampo. Como se observa en las imagenes
(Figura 3.32), tras 3 horas de incubacion con el péptido la cromatina se condensa en
un determinado porcentaje de las neuronas, disminuye el tamafio del nucleo y
aumenta su brillo. Esta morfologia es caracteristica de la muerte necrética, como ya

observamos en la Figura 3.12. Estos nucleos condensados se observan también tras 6
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y 24 horas de incubacién con PA. No hemos observado en ninguna ocasién un

porcentaje elevado de ntcleos tipicamente apoptéticos.

A. Control B. 3 horas

C. 6 horas D. 24 horas E. Estaurosporina

..

Figura 3.32. Observacion de la cromatina nuclear mediante tincién con DAPI tras incubacién con
péptido B-amiloide (1-40) humano. Las neuronas fueron sometidas a tras incubacién con péptido p-
amiloide (1-40) humano durante varias horas. Trascurrido el tiempo indicado se tifieron con DAPI
2 pM y se observaron al microscopio de fluorescencia. A efectos comparativos se muestra una imagen
de una neurona en apoptosis tras tratamiento con estaurosporina 30 nM 24h.
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6. Caracterizacion de la neuroprotecciéon por N-alquilglicinas frente a muerte

neuronal inducida por péptido f-amiloide humano

6.1. Neuroproteccién de N-alquilglicinas frente a incubaciones de 24 horas

con péptido f-amiloide 1-40 o 1-42

De la misma forma que se realizaron ensayos de neuroproteccién frente a
excitotoxicidad por NMDA 24 horas, también se emplearon las mismas
N-alquilglicinas para ensayarlas frente a péptido BA, a una concentracién de 10 uM y
de 100 pM.

En el caso del tratamiento con PA 1-40 10 pM (Figura 3.33), el grado de
proteccién oscila desde un 27 % si se emplea N20C (sin significacién estadistica),
hasta un 54 % si se emplea N612C, a una concentracién 100 pM. MK-801, por su
parte, no ejerce proteccion significativa frente a la muerte inducida por A durante
24 horas. En ambos casos, la neuroproteccion que ejercen estas N-alquilglicinas a una

concentracién de 10 pM en incubaciones de 24 horas no es significativa.
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Figura 3.33. Neuroproteccién de N-alquilglicinas de muerte neuronal inducida por péptido
B-amiloide (1-40) 24 horas a 14 DIV. Las neuronas fueron sometidas a choque citotéxico de 24 horas
con péptido B-amiloide 1-40 10 pM. Las N-alquilglicinas se emplearon a una concentracién de 100
uM. MK-801 se empleé a una concentracién de 10 uM. (*) p< 0,01.
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Posteriormente se realiz6 un andlisis comparativo de la capacidad
neuroprotectora frente a fA 1-40 y 1-42. Se empled para ello la N-alquilglicina mas
activa, N612C, y varios de sus derivados sintéticos. En comparaciéon con BA 1-40
(Figura 3.34 A), cuando se realiza el mismo tratamiento con PA 1-42 (Figura 3.34 B),
se observa proteccién por los trimeros de N-alquilglicina tanto a 10 pM como a 100
pM. Su actividad neuroprotectora es superior a 100 uM que a 10 pM, salvo en el caso

de N612C, cuya actividad neuroprotectora es ya practicamente total a 10 uM.
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Figura 3.34. Neuroproteccién de N-alquilglicinas de muerte neuronal inducida por péptido
B-amiloide (1-40) o (1-42) 24 horas a 14 DIV. Las neuronas fueron sometidas a choque citotéxico de
24 horas con péptido f-amiloide 1-40 (A) o 1-42 (B) 10 uM. Las N-alquilglicinas se emplearon a una
concentracién de 10 o 100 uM.

6.2. Titulacién de la capacidad neuroprotectora de N612C frente a

neurodegeneracién inducida por péptido f-amiloide 1-40

De la misma forma que con N20C frente a NMDA, nos propusimos titular la
concentracion de N612C frente a la neurodegeneraciéon inducida por péptido PA
1-40 10 pM. N612C no tiene efecto neuroprotector a baja concentracién, hasta
25 pM, y a concentraciones superiores su capacidad neuroprotectora aumenta hasta
alcanzar un maximo del 50 % de bloqueo de la muerte neuronal a 100 pM (Figura

3.35). La ICso de N612C frente a BA 1-40 es de 52,4 + 8,4 uM.
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Figura 3.35. Efecto de la concentracién de N612C sobre la muerte neuronal inducida por péptido p-
amiloide humano (1-40) 24 horas a 14 DIV. Se incub¢ a las neuronas de hipocampo a 14 DIV con

péptido f-amiloide humano (1-40) 10 pM y concentraciones crecientes de N612C. Se determiné la
muerte neuronal tras 24 horas de incubacién.

6.3. N612C no previene significativamente la generacién de especies

reactivas del oxigeno inducida por el péptido f-amiloide 1-40 humano

Hemos comprobado si N612C es capaz de bloquear la generacién de especies
reactivas del oxigeno inducida por péptido P-amiloide, ya que el bloqueo en la
generacion de ROS podria ser uno de sus mecanismos de accién. Como muestra la
Figura 3.36, N612C 100 uM no disminuye de manera significativa el nimero de
neuronas fluorescentes por generacién de ROS tras 3 6 6 horas de incubacién con
péptido B-amiloide 10 pM. Por tanto su punto de actuacién debe ser otro no asociado

a la generacién de especies reactivas del oxigeno.
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Figura 3.36. Generacién de especies reactivas del oxigeno tras incubacién con péptido B-amiloide
(1-40) humano y N612C. Imagenes de neuronas sometidas a incubacién con péptido -amiloide (1-
40)/N612C 10 uM durante varias horas y tratadas con la sonda fluorescente 5-(y-6)-carboxi-2',7'-
diclorofluoresceina 1 uM 15 min. A efectos comparativos se muestran también las imdgenes de
neuronas sometidas a incubacién con péptido f-amiloide 1-40 sélo.

6.4. N612C inhibe las variaciones en la fosforilacién de CREB inducidas

por NMDA

Siguiendo el mismo esquema que con N20C, decidimos analizar si N612C tiene
algin efecto sobre los niveles de pCREB, tras inducir cambios en la fosforilacién de
este factor mediante una incubacién de 20 min con una concentracién subtéxica o
téxica de NMDA. Para ello se incubaron a las neuronas de hipocampo con una
concentraciéon 10 uM o 200 pM de NMDA durante 20 min (Figura 3.37). Como ya se
mostrd anteriormente (Figura 3.19), NMDA 10 uM provoca un aumento sostenido
en los niveles de pCREB. Tras 20 min de incubacion, sus niveles han aumentado un
56 %. N612C 100 pM inhibe parcialmente la fosforilacién de CREB inducida por

concentraciones subtdxicas de NMDA (diferencia no significativa: p=0,12).
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NMDA 200 pM provoca un aumento transitorio en los niveles de pCREB vy, tras
20 min de incubacién, sus niveles ya han descendido un 50 % por debajo de los
valores basales iniciales. Sorprendentemente, N612C 100 pM si es capaz de inhibir
este descenso en la fosforilacién de CREB inducida por concentraciones toxicas de
NMDA (Figura 3.37 B). Esta capacidad no es debida a su efecto directo sobre el
receptor NMDA, ya que este compuesto no bloquea significativamente la corriente

ionica que se produce a través del receptor.
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Figura 3.37. Efecto de N612C sobre las variaciones en los niveles de pCREB inducidas por NMDA en
el cultivo de neuronas de hipocampo. Las neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo 14 DIV
fueron sometidas a incubacién de 20 min con una concentracién 10 pM (A) o 200 pM (B) de NMDA
en medio de cultivo. Las neuronas fueron preincubadas con TTX 2 pM 12-15 horas antes de la adicién
de NMDA. N612C se empleo de forma simultdnea a NMDA y la concentracién utilizada fue 100 pM.
En la parte superior se muestra una imagen representativa de los ensayos de inmunodeteccién de
PCREB en las condiciones indicadas en la grafica. (*) p < 0,05.

De estos resultados se deduce que uno de los posibles puntos de actuacién de
N612C se encuentra o afecta a la via de supervivencia mediada por pCREB:

potenciando su activacién y/o inhibiendo su desactivacion.
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7. Implicacién de p75 y de Zn?* en la muerte neuronal inducida por NMDA y

péptido B-amiloide humano

7.1. La sensibilidad del cultivo primario de neuronas de hipocampo a
péptido P-amiloide humano no esta determinada por los niveles celulares

de p75

Numerosos autores han propuesto como receptor neuronal de superficie para
B-amiloide a la proteina p75 o p75~™ (NTR: Neurotrophin Receptor). Esta proteina
es un receptor de baja afinidad para neurotrofinas, y pertenece a la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral. Se encuentra fisiolégicamente relacionado
con mecanismos de supervivencia y apoptosis en respuesta a factores de crecimiento.

En primer lugar hemos analizado los niveles de p75 a lo largo de los DIV en
nuestro sistema modelo de neuronas de hipocampo. Ya que se produce un cambio en
la sensibilidad a A a lo largo de la maduracién del cultivo, este cambio podria estar
debido a cambios en la expresion del receptor de superficie de fA.

Como se aprecia en la Fjgura 3.38 B, se observa un leve aumento en los
niveles de proteina p75 (medidos por ensayo de inmunodeteccion) a lo largo de los
DIV. En cambio se observa una leve disminucion en los niveles de expresion de su
gen por RT-PCR (Figura 3.38 A), aunque esta disminucién no es estadisticamente

significativa.
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Figura 3.38. Niveles de p75 a lo largo de los dias de cultivo in vitro en neuronas de hipocampo de rata.
Se extrajo el RNA (A) o la fraccién proteica (B) de neuronas de hipocampo a diferentes DIV y se
analizaron los niveles de RNA mensajero o de proteina p75 mediante RT-PCR e inmunodeteccién,
respectivamente. Se muestra la cuantificacion relativa al DIV 1. En la parte superior se muestra una
imagen representativa de los ensayos de inmunodeteccién y de RT-PCR de p75 en las condiciones
indicadas en las graficas. En ningn caso p < 0,05.

Por tanto la hipdtesis a comprobar ahora fue si la incubaciéon con péptido BA
es la que hace variar los niveles de p75 en el cultivo. Otros autores han detectado un
aumento en la expresién de p75 al tratar con BA en cultivos de neuronas de corteza
cerebral. Este aumento en los niveles de receptor inducido por su ligando seria un
candidato ideal a mecanismo inicial de la cascada de neurotoxicidad inducida por BA.

Como se observa en la Figura 3.39, los cambios producidos en los niveles de
proteina p75 o de expresion de su gen tras el tratamiento con diferentes
concentraciones de BA tampoco son significativos. El tratamiento no induce cambios
en los niveles de p75 a ninguna de las concentraciones empleadas, a ninguno de los
tiempos de incubacién. Tampoco se producen variaciones entre las dos variantes de
péptidos BA (1-40 y 1-42). Por tanto, en nuestras condiciones experimentales y
concentraciones empleadas, el péptido BA no produce variaciones en los niveles de

su supuesto receptor, p75, que expliquen su capacidad neurotdxica.
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Figura 3.39. Niveles de p75 tras el tratamiento con péptido f-amiloide en neuronas de hipocampo de
rata. Se extrajo el RNA (A, B) o la fraccién proteica (C) de neuronas de hipocampo sometidas a
tratamiento durante 48 h con péptido BA 1-40 o 1-42, y se analizaron los niveles de proteina o de
RNA mensajero de p75 mediante inmunodeteccién y RT-PCR. Se muestra la cuantificacién relativa a
la condicién control. En la parte superior de cada grafica se muestra una imagen representativa de los
ensayos de RT-PCR y de inmunodeteccidn de p75 en las condiciones indicadas en el eje de ordenadas.
En ningun caso p < 0,05.

7.2 Una elevada concentracion de Zn* es téxica para neuronas de

hipocampo

El ion Zn?* es un bloqueador del receptor NMDA a baja concentracion, pero
es toxico a altas concentraciones ya que permea a través del canal del receptor. Zn*
estd implicado en la muerte neuronal inducida por péptido f-amiloide, y también se

ha observado que es capaz de inducir la expresién de p75. Por todos estos motivos es
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interesante analizar sus efectos en nuestro sistema modelo, ya que podria constituir
un vinculo entre la excitotoxicidad por NMDA vy la neurotoxicidad por BA.

En cuanto a su capacidad neurotdxica, Zn?* no es muy téxico para las
neuronas de hipocampo hasta 200 pM en incubaciones de 15 minutos a 14 DIV
(Figura 3.40). En cambio cuando se supera esta concentracion, la muerte aumenta

rapidamente hasta llegar casi al 60 % a 500 pM (Figura 3.40).
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Figura 3.40. Muerte neuronal inducida por Zn?* en neuronas de hipocampo de cerebro de rata a
14 DIV. Las neuronas se incubaron durante 15 minutos a 25 °C con solucién bésica salina a la que se
afiadi6 Ca* 1,8 mM, Mg? 0,813 mM y Zn* a las concentraciones finales indicadas. La muerte
neuronal se determiné 24 h tras el estimulo citotéxico.

Esta muerte neuronal inducida por Zn? es parcialmente inhibida por MK-
801, tanto si se emplea una concentracién 200 pM como 500 pM (Figura 3.41), lo que

indica que se produce en parte a través de la actividad del receptor NMDA.
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Figura 3.41. Proteccién por MK-801 de la muerte neuronal inducida por Zn* en neuronas de
hipocampo de cerebro de rata a 14 DIV. Las neuronas se incubaron durante 15 minutos a 25 °C con
solucién basica salina al que se afiadi6 Ca?* 1,8 mM, Mg? 0,813 mM y Zn?* a las concentraciones
finales indicadas y MK-801 10 uM. La muerte neuronal se determiné 24 h tras el estimulo citotéxico.
(*) p<0,05.

7.3. Zn? induce la expresién de p75 en cultivos primarios de neuronas de

hipocampo, sin afectar los niveles de subunidades del receptor NMDA

Se ha observado que la exposicién de cultivos de neuronas de corteza cerebral
a Zn* induce la expresion de p75 y de otro cofactor necesario para inducir muerte
neuronal a través de este receptor. El significado funcional de esta induccién es
desconocido por el momento. También se ha observado iz vivo la induccién de p75
en neuronas de hipocampo tras episodios agudos de isquemia o epilepsia, situaciones
en la que también Zn? juega un papel importante.

Decidimos determinar si Zn** inducia la expresiéon de p75 en nuestro cultivo
primario de neuronas de hipocampo. A 14 DIV, un pulso de Zn* 100 pM induce un
aumento en los niveles de p75 del 50 % medido 4 horas después (Figura 3.42 A). Este

aumento en los niveles de proteina depende de la concentracién de Zn? empleada,
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ya que una concentracion superior (300 pM) no produce dicho aumento, e incluso

provoca una pequefla disminucién de los niveles de p75.
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Figura 3.42. Niveles de p75 y subunidades del receptor NMDA tras la exposicién de neuronas de
hipocampo a diferentes concentraciones de Zn?. Las neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo
14 DIV fueron sometidas a incubacién de 15 min a Zn* 100 pM o 300 pM en tampén BSS al que se
afiadié Ca* 1,8 mM, Mg? 0,813 mM. Los niveles de p75 se determinaron 4 horas tras el tratamiento.
(A) Niveles relativos de p75. (B) Imdgenes representativas de los ensayos de inmunodeteccién de p75
y subunidades del receptor NMDA. (*) p < 0,05.

Al alterar Zn* los niveles de p75, influye asi en la cascada de sefializacién de
muerte neuronal inducida por -amiloide, supuestamente mediada por esta proteina.
Por tanto decidimos determinar si Zn* también influia de la misma forma en los
procesos de excitotoxicidad. Mediante andlisis de inmunodeteccién analizamos los
niveles de NR1, NR2A y NR2B en las mismas condiciones utilizadas para la
inducciéon de p75. Sin embargo, en las condiciones empleadas, Zn* no altera de
forma significativa la expresién de ninguna de las subunidades del receptor NMDA
estudiadas (Figura 3.42 B).

Se encuentran en marcha estudios encaminados a determinar en mads
profundidad la implicacién de Zn?* en el proceso de neurodegeneracion inducido por
péptido B-amiloide, y cdmo N612C puede estar interfiriendo o protegiendo frente a

este proceso.
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En los tultimos afios una de las prioridades en el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas ha sido el desarrollo de nuevos fairmacos para su
utilizacién clinica. En la actualidad, la farmacologia desarrolla dos lineas de
actuaciéon: una que tiene como objetivo detener la muerte celular y fomentar la
recuperaciéon de las poblaciones celulares ya afectadas; y otra linea que busca
prevenir o paliar la aparicién de la sintomatologia propia de la alteracién en los
niveles de neurotransmisores (Segura y cols., 2003).

Durante la ultima década se ha empleado la quimica combinatoria como
fuente de nuevos farmacos bloqueadores de receptores implicados en procesos
neurodegenerativos. En concreto, se ha empleado una quimioteca de péptidos para
buscar bloqueadores del receptor NMDA (Ferrer-Montiel y cols., 1998a). Estos
bloqueadores son hexapéptidos ricos en arginina, que protegen efectivamente a las
neuronas de hipocampo frente a estimulos de excitotoxicidad, con una potencia
similar a memantina. Los ensayos in vitro en cultivos neuronales permitieron un
cribado mas especifico de los péptidos neuroprotectores, tras la seleccién inicial
mediante técnicas electrofisiolégicas de bloqueo de corriente en ovocitos de
Xenopus.

Para mejorar la eficacia de los péptidos, en estudios posteriores se sintetizd
una quimioteca de trimeros de N-alquilglicina (Bradley y cols., 1997; Kirshenbaum y
cols., 1998). El tamafio de estas moléculas es menor que el de los hexapéptidos, lo
que les permite atravesar mejor la barrera hematoencefalica, y mejora sus
caracteristicas farmacolodgicas. Esta quimioteca debia ser cribada para identificar, de
los 10.648 trimeros iniciales, aquellos potencialmente susceptibles de ser efectivas
moléculas neuroprotectoras.

El primer cribado se realizd, de nuevo, mediante técnicas de electrofisiologia,

midiendo la capacidad de las distintas mezclas para bloquear las corrientes inducidas
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por glutamato en ovocitos que expresan el receptor NMDA humano (Planells-Cases
y cols., 2002). A partir de este cribado se identificaron los radicales mas potentes
como bloqueadores del receptor NMDA vy, por tanto, de los mecanismos de
excitotoxicidad.

En esta quimioteca también se han identificado moléculas neuroprotectoras
que, paraddjicamente, no son buenos bloqueadores del receptor NMDA (Montoliu y
cols., 2002). Estos trimeros son capaces de proteger de la muerte neuronal que se
produce in vivo en animales modelos de excitotoxicidad (intoxicacién por amonio,
isquemia cerebral). En concreto, se determind que los péptidos N612C y N6110C
presentan una elevada capacidad neuroprotectora en modelos animales (Montoliu y

cols., 2002; Sanchez-Perez y cols., 2003).

Por tanto, unos de los objetivos que nos planteamos fue poner a punto un
modelo neuronal experimental que nos permitiera determinar la capacidad
bloqueadora y neuroprotectora de los péptidos mds activos y sus derivados. El
modelo mas adecuado para este tipo de ensayos es el cultivo primario neuronal. El
cultivo de neuronas 7n vitro es un sistema que se asemeja mas a la situacioén in vivo
que las lineas celulares inmortalizadas, nos permite realizar ensayos de
neurotoxicidad y neuroproteccién, y carece de los inconvenientes del manejo de
animales modelo. De cualquier forma, los resultados obtenidos en estos sistemas de
cultivos primarios deben ser posteriormente respaldados por ensayos mas detallados
en sistemas mds complejos.

En nuestro caso nos centramos en el cultivo primario de neuronas de
hipocampo. El hipocampo, como se ha mencionado en el apartado de Introduccidn,
es una estructura del sistema limbico relacionada con procesos de memoria y
aprendizaje. Las neuronas de esta region cerebral se encuentran afectadas en ciertas
enfermedades que cursan con amnesia y desorientacién espacial, como la EA.

Ademas, estas neuronas son bastante sensibles a episodios de isquemia y ciertos tipos
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de epilepsia, debido a que expresan en alta cantidad receptores de glutamato del tipo
NMDA, altamente permeables a Ca*. Por tanto, el cultivo primario de estas
neuronas es particularmente interesante, debido a su implicacién en excitotoxicidad
y neurodegeneracion.

La funcion fisioldgica de los receptores NMDA en neuronas de hipocampo
adultas se encuentra relacionada con procesos de LTP (Long Term Potentiation) y
LTD (Long Term Depression). Ademas, durante el desarrollo, se hayan implicados en
procesos de apoptosis y supervivencia neuronal. En cambio, en situaciones
patoldgicas, su elevada permeabilidad a Ca? les implica en procesos de muerte por
hiperestimulacién (excitotoxicidad) (Olney, 1969). En nuestro cultivo primario la
excitotoxicidad puede ser imitada in vitro exponiendo a las neuronas a una
concentracién elevada de glutamato o de NMDA (su agonista sintético especifico). La
capacidad neurotodxica de este tipo de estimulos depende del grado de expresion de
las subunidades de los receptores NMDA vy de su funcién.

Hemos determinado la sensibilidad del cultivo primario de neuronas de
hipocampo a estimulos excitotdxicos a lo largo de los DIV, y determinado los niveles
proteicos de las principales subunidades del receptor NMDA (NR1, NR2A y NR2B).
A partir de estos resultados hemos determinado que el momento adecuado para la
realizacion de experimentos enfocados sobre el receptor NMDA seria a 14 DIV, ya
que en este momento alcanza su maximo funcionamiento. A 14 DIV la expresién de
NR2A y NR2B ha descendido con respecto a niveles previos, pero NMDA es capaz de
desencadenar un 40 % de muerte neuronal. En estudios previos de hibridacién in
situ en cerebro de rata (Monyer y cols., 1994), donde se emplearon como sondas
RNAm de las diferentes subunidades del receptor NMDA, se observé que el gen NR1
se expresa en todas las neuronas, en todos los momentos del desarrollo del SNC. En
el hipocampo embrionario se expresa NR2B, y su expresién va disminuyendo
progresivamente a lo largo de los primeros dias postparto. La expresion de NR2A, en

cambio, va aumentando progresivamente tras el nacimiento. En el cultivo primario
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de neuronas de hipocampo se observa el mismo patrén de expresién para NR1 y
NR2B. Pero no sucede lo mismo con NR2A, que aumenta inicialmente su expresiéon
pero desciende a partir de 7 DIV; este comportamiento podria ser debido a
diferencias propias entre sistemas 7n2 vitro e in vivo. De nuestros resultados se deduce
que no existe una correlacién aparente entre los niveles de expresiéon de las
subunidades del receptor NMDA vy su maduracién funcional. Ensayos de
colocalizacién subcelular de las subunidades clarificarian este proceso de
maduracién. En cualquier caso es interesante destacar que la relacién NR2A/NR2B si
que varia a lo largo de los DIV, lo que podria tener importantes consecuencias
funcionales. Ademas, todo estimulo capaz de variar la expresion de subunidades del
receptor NMDA afectaria a la sensibilidad de las neuronas a excitotoxicidad (Clayton
y Browning, 2001).

Los ensayos orientados a estudiar la muerte neuronal inducida por glutamato
deberan ser realizados a 21 DIV, ya que es en este momento cuando el cultivo de
neuronas de hipocampo alcanza su mayor sensibilidad a éste agonista. A 21 DIV la
muerte neuronal inducida por glutamato no se produce inicamente via receptores
NMDA, sino que también implica a receptores no-NMDA. Entre éstos ultimos
pueden encontrarse subtipos de receptores AMPA o de receptores de kainato de alta
permeabilidad a Ca? (Weiss y Sensi, 2000). Estos receptores también muestran

elevada permeabilidad a Zn?*, que puede resultar neurotdxico a alta concentracion.

El i6n Ca? se encuentra profundamente implicado en los procesos
neurodegenerativos (Paschen, 1999). La elevada permeabilidad a Ca* de los
receptores NMDA es la que les hace ser protagonistas de los procesos de
excitotoxicidad. También se han encontrado desequilibrios en la homeostasis de Ca?
en otras situaciones patoldgicas que cursan con neurodegeneracién, como la EA.
Como muestran nuestros resultados, es necesaria la presencia de Ca?* exdgeno para

que se produzca muerte neuronal inducida por NMDA. Por el contrario, la adicién
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de glicina no es necesaria, lo que indica que las neuronas sintetizan y secretan a la
sinapsis la concentracidn necesaria de este coagonista de los receptores NMDA.

Una vez determinado el momento de desarrollo del cultivo para cada uno de
los ensayos de excitotoxicidad, procedimos a estudiar mdas detalladamente este
proceso. A microscopia Optica las células muertas por un choque excitotéxico
adquieren un aspecto tipicamente necrdtico, lo que concuerda con los resultados
obtenidos con el colorante fluorescente DAPI (nticleos picnoéticos). Esporadicamente
se observan nucleos de morfologia apoptética, que no se tifien con el colorante
trypan blue y que no constituyen un porcentaje significativo. No es de extrafiar la
predominancia de la muerte necrdtica, teniendo en cuenta la intensidad de la
exposiciéon a NMDA o glutamato.

Otro dato en este sentido se obtiene a partir de la cinética de muerte inducida
por una breve exposicion a NMDA. Tras 20 minutos de incubacién con una
concentracion excitotoxica de NMDA ya se ha producido un 25 % de muerte
neuronal (62,5 % del total); debido a la rapidez de la neurodegeneracioén, es probable
que ésta sea debida al efecto que la apertura de los canales del receptor NMDA tiene
sobre la homeostasis iénica de la célula. Si se compara con la muerte neuronal
inducida por un estimulo de despolarizacién (alta concentracién extracelular de K¥),
ambos porcentajes son bastante similares. La muerte neuronal inducida por un
estimulo agudo de despolarizacién sostenida es en parte debida a la entrada de Ca* a
través de canales dependientes de voltaje, lo que se deduce del parcial efecto
protector de nimodipina y verapamil, bloqueadores de estos canales. Esto explicaria
por qué la excitotoxicidad de NMDA es dependiente de la concentracién de Ca*" en
el medio de incubacién, ya que el simple desbalance de Na* y K* que se produce por
la apertura masiva de los receptores NMDA no tiene por si sélo efectos téxicos.

Una vez que se ha producido esta muerte neuronal rapida en presencia de una
elevada concentracién de NMDA, y que se ha retirado el agonista del medio de

incubacién, las neuronas siguen muriendo, pero a un ritmo mas lento que el inicial.
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Trascurridas 6 horas tras el choque, el porcentaje de muerte ha alcanzado un valor
estable, que se mantiene hasta 24 horas después. Esta cinética rapida de muerte
neuronal no se ajusta al tipico proceso de muerte apoptdtica, que se extiende mas en
el tiempo (Smyth y Berman, 2002). Numerosos autores han detectado muerte
apoptética inducida por NMDA, a bajas concentraciones y largo tiempo de
exposicion, situacién similar a la de las neuronas en la penumbra isquémica (Martin
y cols., 1998). Aunque este tipo de muerte retardada no ha sido objeto de nuestro
estudio, serfa interesante estudiar el efecto de las N-alquilglicinas frente a ella.

Las incubaciones con NMDA durante 24 h también provocan muerte
necrética en nuestro cultivo, debido a que se ha empleado una elevada
concentraciéon del agonista. Es interesante destacar que ambas titulaciones con
NMDA (20 min y 24 h) nos muestran una ECso similar, lo que es coherente teniendo
en cuenta que ambas se producen a través del mismo tipo de receptores. También es
interesante seflalar que ambos estimulos alcanzan un punto estable a partir de 14-18
DIV, por lo que los resultados de ambos ensayos son complementarios. Como era de
esperar, se encuentran diferencias entre las incubaciones con NMDA de 20 minutos
y de 24 horas a 14 DIV. Esto no puede ser consecuencia del grado de maduracién de
los receptores, que en ambos casos es la misma. En este caso la sensibilidad neuronal
aumenta si la excitotoxina permanece en el medio durante un tiempo prolongado,
provocando una entrada de calcio elevada y continuada. Si la incubacién es de 20
minutos un determinado porcentaje de células serian capaces de resistir el choque,
pero mueren si la incubacién es de mayor duraciéon. También es necesario tener en
cuenta que las incubaciones de 20 minutos se realizan en tampdn, de composicién
conocida, y las de 24 horas se realizan en medio de cultivo, de composicién mucho
mas compleja y no totalmente definida.

Los choques excitotdxicos de larga duracién tienen como consecuencia
evidente una caida en la densidad del cultivo, ya que las células muertas por necrosis

se despegan de la placa, vertiendo su contenido al medio extracelular. Este
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porcentaje de neuronas no puede ser contabilizado por el método de medida de
viabilidad empleado en este estudio (método de trypan blue), por lo que la muerte
neuronal se encuentra subestimada en el caso de largos periodos de incubacién. En la
Figura 3.15 B se representa la caida en la viabilidad obtenida como resultado de
sumar ambos porcentajes (porcentaje de muerte neuronal medida por trypan blue y
porcentaje de caida de densidad). Si se compara entonces con la muerte neuronal
obtenida en periodos de 24 horas (Figura 3.15 A) se observa una gran similitud, que
reflejaria el grado de maduracién funcional de los receptores NMDA.

Uno de los puntos clave en la cascada molecular inducida por estimulacion
excitotdxica del receptor NMDA es la generacidon de especies reactivas del oxigeno
(Atlante y cols., 2001). La sobreproduccién de ROS estd relacionada con la
disfuncién mitocondrial caracteristica de los procesos de degeneracién neuronal,
tanto agudos como la isquemia (Lee y cols., 1999), como procesos
neurodegenerativos cronicos, tal es el caso de la EA (Eckert y cols., 2003). Nosotros
hemos detectado una generacién transitoria de ROS tras un choque excitotdxico. La
produccién de ROS disminuye a partir de las 3 horas tras el choque. La causa de este
descenso seria doble: las neuronas muertas liberan las ROS generadas al medio
extracelular, desapareciendo su sefial en el soma celular; y, por otra parte, las
neuronas que sobreviven al choque recuperan su estado redox inicial, potenciando
mecanismos antioxidantes que recuperen el estado inicial natural de la célula.
Aquellos agentes que impidan la generacién excesiva de ROS en respuesta a choques
neurotoxicos seran potenciales fairmacos neuroprotectores.

Varios autores han informado del efecto neuroprotector de concentraciones
subtéxicas de glutamato frente a excitotoxicidad (Wood y Bristow, 1998; Baskys y
Adamchik, 2001; Ogita y cols., 2003). Las incubaciones de 24 horas con NMDA nos
han permitido observar que este efecto también se puede obtener empleando NMDA
en cultivos de neuronas de hipocampo. Otros autores obtienen resultados similares

empleando otros cultivos primarios (Lee y cols., 2005), deduciendo que la
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desensibilizacién del receptor NMDA vy la actividad sindptica desencadenan
mecanismos propios de neuroproteccién frente a estimulos excitotéxicos. Desde hace
tiempo se conoce que la actividad fisiolégica del receptor NMDA es vital para un
correcto desarrollo y supervivencia neuronales (Horvath y cols., 1997; Hansen y
cols., 2004). La actividad sindptica y la estimulacién no excitotdxica de los receptores
NMDA desencadena la activacién de mecanismos de supervivencia neuronal. Entre
estos mecanismos se encuentra la via de sefalizacion de CREB, factor de
transcripcion que regula la expresion de genes implicados en supervivencia neuronal
(Walton y cols., 1999; Sala y cols., 2000; Hardingham y cols., 2002). La activacién de
los receptores NMDA, tanto a niveles fisioldgicos (sindpticos) como patoldgicos
(extrasindpticos) estimulan la fosforilacién de CREB (Lee y cols., 2005); sin embargo
es la estimulacién subtdxica la que mantiene los niveles de pCREB elevados,
permitiendo la expresiéon de genes implicados en la neuroprotecciéon, como BDNF
(Hardingham y cols., 2002). Nuestros resultados confirman que existe una conexién
entre la activaciéon de este factor de transcripcién y el grado y duracién de la
estimulacién del receptor NMDA (Figura 3.19). Ademas, los bloqueadores del
receptor NMDA (MK-801, N20C) revierten este efecto, demostrando asi la
vinculacién entre ambos procesos y, a la inversa, su capacidad de bloqueo. Hemos
identificado a PKA y AMPc como piezas clave en la fosforilacion de CREB en
neuronas de hipocampo, a diferencia de otros autores (Lee y cols., 2005) que no
observaron su implicaciéon en este proceso. PKA es una diana farmacoldgica de
importancia creciente en trastornos de la memoria (Arnsten y cols., 2005) y requiere
de la actividad adenilato ciclasa, acoplada a receptores metabotrdpicos. La via de
seflalizacion PKA-CREB se encuentra profundamente implicada en procesos de
memoria y aprendizaje, y en la generacién de LTP en el hipocampo (Vitolo y cols.,
2002). Calmodulina también puede estimular a la enzima adenilato ciclasa, lo que
acoplaria la entrada de calcio via receptores NMDA a la activacion de PKA

(Carlezon, Jr. y cols., 2005).
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Otro de los objetivos de este estudio ha sido identificar en la libreria de
N-alquilglicinas firmacos orientados a frenar la muerte neuronal que se produce en
EA. La enfermedad de Alzheimer es un proceso neurodegenerativo, lento y
progresivo, clinicamente caracterizado por un paulatino deterioro de las funciones
cognitivas e intelectuales, que se traduce en pérdida de la memoria, incapacidad del
individuo afectado para hacer por si mismo las actividades vitales rutinarias,
pudiendo presentarse también un cuadro de ansiedad, irritabilidad, depresiéon o
alucinaciones. Es la tercera causa de mortalidad entre adultos mayores de 65 afios en
los paises desarrollados, después de las enfermedades cardiovasculares y el cancer
(Boyd, 2000). Teniendo en cuenta ademas el aumento de la esperanza de vida media,
que se ha duplicado durante el siglo XX, y el hecho de que la incidencia de la EA
aumenta con la edad, asi como sus devastadores efectos, parece evidente que la EA
representa un grave problema de salud publica y presumiblemente va a ser una de las
patologias mas relevantes del siglo XXI en el mundo occidental.

Son multiples los factores que llevan a la pérdida de neuronas en la corteza
cerebral e hipocampo durante el desarrollo de esta enfermedad. En consecuencia,
también son multiples las dianas terapéuticas aunque, sin duda, las mds interesantes
son las que prevengan la muerte neuronal por apoptosis y ofrezcan neuroproteccion.
En la actualidad, la btisqueda y validacién preclinica de neuroprotectores eficaces,
con baja toxicidad, y minimos efectos secundarios es un objetivo fundamental para
aminorar los déficits cognitivos asociados a las enfermedades neurodegenerativas
como la EA.

Las caracteristicas histoldgicas tipicas de EA son la presencia en el cerebro de
placas de amiloide y marafias de neurofibrillas. Aun no esta claro si la deposicién de
amiloide en la patogénesis de la EA es un componente primario o un marcador
importante de un proceso patogénico subyacente que se desarrolla de manera
independiente. Los experimentos realizados in vitro han demostrado que el péptido

amiloide puede ser neurotdxico (Bruce y cols., 1996; Puttfarcken y cols., 1996; Klein
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y cols., 1999; Diana y cols.,, 2000; Wei y cols.,, 2000) y puede perturbar la
sefalizacion intracelular de calcio (Sheehan y cols., 1997). Los péptidos amiloideos
producen un aumento en la generacién de ROS en varios modelos celulares (Smith y
cols., 1997; Smith y cols., 1998; Sponne y cols., 2003). Por tanto, se ha postulado que,
con independencia de lo que cause la deposicién de amiloide, una vez producida esta
deposicién el amiloide puede acelerar el dafio celular a través de la aparicion de
estrés oxidativo, entre otros mecanismos (Parks y cols., 2001). De hecho, a pesar de
que la EA se caracterice principalmente por un déficit colinérgico, la transmisién
glutamatérgica también se ve afectada, y ambos tipos de neuronas, colinérgicas y
glutamatérgicas, degeneran igualmente en las regiones cerebrales afectadas (Hardy y
cols., 1987; Palmer y Gershon, 1990).

Las bases moleculares de los diversos trastornos mentales, asi como las zonas
cerebrales dafiadas, son diferentes, pero existen varios puntos comunes. Asi, el estrés
oxidativo es un importante factor en la neuropatologia de enfermedades
neurodegenerativas. Por otro lado, la excesiva activacién de los receptores de
glutamato produce igualmente degeneraciéon neuronal. De alguna manera no bien
conocida estos dos mecanismos, estrés oxidativo y sobreestimulacién de receptores
de glutamato, convergen e interaccionan para constituir una via comun final de
vulnerabilidad neuronal en el cerebro (Coyle y Puttfarcken, 1993). La
excitotoxicidad es, por tanto, una diana primaria en la terapia contra las
enfermedades neurodegenerativas.

Los experimentos llevados a cabo en el presente trabajo indican que la
sensibilidad neuronal a la excitotoxicidad y a la degeneracién provocada por péptido
B-amiloide aumentan de forma paralela a lo largo de los dias in vitro. Esto puede ser
indicativo de una posible relacién entre ambos mecanismos de muerte neuronal, o
bien de un aumento general de la sensibilidad frente la toxicidad de cualquier tipo de
insulto. En consecuencia, una posible via para abordar el estudio de la

neurodegeneracién mediada por el péptido BA seria investigar su protecciéon por
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antagonistas de receptores de glutamato, concretamente del subtipo NMDA,
implicados de forma mayoritaria en excitotoxicidad. De hecho, recientemente se ha
descubierto que memantina, un antagonista selectivo de los receptores tipo NMDA,
reduce significativamente la progresiéon de los sintomas de la EA en pacientes con
diagnéstico moderadamente grave (Marx, 2000; Sonkusare y cols., 2005), lo que
puede constituir una via complementaria para aminorar los efectos de esta
enfermedad. Independientemente de la actuacién directa de estos antagonistas sobre
la muerte inducida por péptidos amiloideos, son capaces de frenar la degeneracién
secundaria que se produce, por excitotoxicidad, en etapas avanzadas de la
enfermedad.

La Figura 4.1 muestra comparativamente la muerte neuronal provocada por
la incubacién durante 24 horas bien con NMDA 100 pM, bien con péptido
B-amiloide 10 uM, a 7 y a 14 DIV. En ambos casos las neuronas de hipocampo de rata
se muestran mas sensibles frente a NMDA que frente a amiloide, y ademas se observa
que la capacidad neurotéxica de ambos compuestos parece aumentar de forma

paralela con los dias de cultivo in vitro.
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Figura 4.1. Muerte neuronal inducida por NMDA o péptido B-amiloide humano (1-40) 24 horas en
neuronas de hipocampo de cerebro de rata mantenidas en cultivo 7 y 14 DIV. Las neuronas se
incubaron durante 24 horas a 37 °C con medio al que se afiadi6 NMDA 100 uM o péptido f-amiloide
humano 10 pM.
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En ambos casos la sensibilidad neuronal aumenta 7-8 veces de 7 a 14 DIV, lo que

puede indicar la posible relacidn entre ambos procesos.

Existen varios bloqueadores especificos del receptor de NMDA, entre los que
destaca MK-801 (dizolcipina). Este antagonista tiene unas propiedades como son su
alta afinidad (en el intervalo de concentracién nM) y la irreversibilidad de su unidn,
que hacen que se disocie muy poco del receptor una vez unido a él. Desde un punto
de vista clinico, esto es un inconveniente, pues se traduce en un bloqueo total y
constante tanto de los receptores sobreactivados que estan provocando la muerte
neuronal, como de los receptores que se activan fisiolégicamente para llevar a cabo
las funciones de las sinapsis excitadoras. De ahi que estos fairmacos produzcan efectos
secundarios psicotrdpicos no deseados y perjudiciales cuando se emplean en clinica.
Ademas, la administracion crénica de memantina puede llegar a aumentar la muerte
neuronal (Ikonomidou y cols., 2000). Es necesario por tanto encontrar nuevos
bloqueadores del receptor de NMDA que sean selectivos, moderadamente potentes y

quimicamente estables.

El péptido B-amiloide requiere de incubaciones de larga duracién para
provocar muerte neuronal en el cultivo de neuronas de hipocampo. A la
concentracion empleada por nosotros (10 pM), no hemos observado un aumento en
excitotoxicidad mediada por NMDA por preincubacion con péptido f-amiloide. Esto
contrasta con estudios realizados en otros sistemas neuronales (Mattson y cols.,
1992). Las diferencias pueden ser debidas al tipo celular, a la concentraciéon empleada
y al solvente utilizado (DMSQO). Con respecto al porcentaje de muerte inducida por
péptido P-amiloide, se observa de forma general una menor sensibilidad de las
neuronas en comparacién con el choque excitotéxico con NMDA. De 7 a 10 DIV la

muerte inducida por amiloide no es significativa, aumentando luego vy
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estabilizandose en un valor de un 30 %. En este caso la caida neuronal no es
significativa hasta los 18 DIV.

Un aspecto relevante en la toxicidad inducida por el péptido B-amiloide es el
solvente empleado en su disolucidn, ya que afecta de manera significativa al grado de
agregacién del péptido. Varios autores han mostrado que cuando el péptido se
disuelve en DMSO se ve disminuida su capacidad de agregacidn, lo que tiene como
consecuencia una menor toxicidad (Busciglio y cols., 1992). Si el péptido se prepara
en agua se generan gran cantidad de agregados, ya que es insoluble en medio acuoso,
y por tanto su toxicidad es mayor (Busciglio y cols., 1992). Nosotros hemos
encontrado un grado de toxicidad adecuado para realizar ensayos de toxicidad y
proteccion para farmacos disolviendo el péptido en DMSO, por lo que decidimos
emplearlo como solvente. Si los péptidos B-amiloideos se disuelven inicialmente en
solventes organicos, se ve impedida su capacidad posterior de agregacién (Shen y
Murphy, 1995). Sin embargo, la generacién de oligémeros solubles si que seria
posible. Estudios recientes indican que son estos pequeilos agregados solubles los
responsables de la degeneracién selectiva en EA (Kim y cols., 2003).

La concentracién de amiloide empleada en todos los ensayos fue de 10 pM.
Esta concentracién esta en el limite inferior de sensibilidad de las neuronas corticales
humanas (Mattson y cols., 1992). En nuestro caso dicha concentracién se ha
mostrado efectiva a la hora de desencadenar el proceso de degeneracién neuronal, y
creemos que se ajusta mds fielmente a las condiciones naturales que se pueden
presentar en las cercanias de las placas de amiloide, aunque no se puede descartar
que se alcance una mayor concentracion de forma localizada.

Dado que uno de los objetivos de este trabajo es determinar la capacidad de
proteccién de diferentes N-alquilglicinas frente a distintos choques neurotdxicos,
hemos determinado el tiempo del cultivo in vitro adecuado para ensayar dicha
capacidad protectora frente al insulto neurotéxico de diferentes compuestos. A

efectos comparativos decidimos emplear un ensayo de 24 horas de duracién a 14
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DIV. Se consigue asi una sensibilidad maxima frente a NMDA vy frente al péptido,
teniendo en cuenta que este compuesto necesita de un periodo de varias horas para
provocar la muerte neuronal. Por otro lado, hemos seleccionado como concentracién
de ensayo para las N-alquilglicinas 10-100 pM, pues se pretende que los
bloqueadores tengan una moderada afinidad (para evitar problemas como los que
provoca MK-801, mencionados anteriormente). Esa concentracién debe producir un
efecto significativo para que la(s) molécula(s) en estudio sean consideradas en futuros

ensayos clinicos.

De la misma forma que los procesos de excitotoxicidad cursan con generacién
de especies reactivas del oxigeno, la toxicidad del péptido pB-amiloide también se
encuentra vinculada al estrés oxidativo (Smith y cols., 1998; Christen, 2000). El
estrés oxidativo inducido por amiloide se encuentra asociado a disfunciones
mitocondriales (Miranda y cols., 2000; Parks y cols., 2001; Abramov y cols., 2004).
Nosotros hemos observado un aumento en la generaciéon de ROS, mas lento que el
producido por una concentracién excitotoxica de NMDA, pero también transitorio,
que concuerda con el observado por otros autores (Sponne y cols., 2003). Los
compuestos que bloqueen esta generacidén de especies reactivas del oxigeno o con

capacidad antioxidante serian buenos fairmacos frente a la toxicidad del amiloide.

La muerte neuronal inducida por el péptido f-amiloide observada en nuestro
cultivo es morfolégicamente de tipo necrdtico, lo que contrasta con las numerosas
observaciones de otros autores que apuntan hacia procesos apoptéticos (Loo y cols.,
1993; Eckert y cols., 2003). Aunque serian necesarios estudios adicionales para
determinar con exactitud el tipo de muerte que se estd produciendo en el cultivo, la
presencia de muerte por necrosis indicaria un desbalance brusco de la homeostasis

celular, lo que concuerda con la apertura de canales iénicos (Quist y cols., 2005).
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Las N-alquilglicinas ensayadas muestran diferente actividad frente a la
incubacién de 20 min y de 24 horas con NMDA, destacando el efecto protector de
N20C. Por el contrario, esta N-alquilglicina es la que menor efecto tiene frente a
B-amiloide. Frente a amiloide en cambio destaca N612C, con un 54 % de proteccidn,

aunque es la menos efectiva frente a NMDA (7abla 4.1).

Compuesto | ICso frente NMDA % neuroproteccién % neuroproteccién
(1M) In vitro excitotoxicidad In vitro amiloide

N20C 13,111 60 27

N612C - 20 54

MK-801 0,025 + 0,008 * 93 10

Memantina 0,3+0,1* 70 * -

Tabla 4.1. Valores de ICso y porcentajes maximos de neuroproteccion de las N-alquilglicinas N20C y
N612C y de antagonistas conocidos del receptor NMDA. Valores de ICso obtenidos en experimentos
de voltage-clamp en ovocitos de Xenopus laevis que expresan NR1/NR2A. La concentracién de
compuestos es de 10 pM para excitotoxicidad, y 100 pM para amiloide.

(*) Valores tomados de Planells-Cases y cols., 2002.

Ademais de la especificidad y de una moderada afinidad, es deseable que los
bloqueadores sean quimicamente estables y por tanto no susceptibles de hidrdlisis
por accién de enzimas celulares. Comparando la proteccién que producen las N-
alquilglicinas frente a NMDA 20 minutos y 24 horas, se observa que en el segundo
choque excitotdxico la proteccion es un 15-20 % menor en todos los casos. La
principal diferencia entre ambos ensayos es el tiempo de incubacién, y es posible que
las N-alquilglicinas sean menos estables quimicamente durante largos periodos de
tiempo, o bien que su capacidad neuroprotectora no sea tan efectiva en choques de

24 horas.
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Existen varios puntos de conexién entre el estrés oxidativo y la
excitotoxicidad por glutamato, como indican los experimentos que han demostrado
que la disfuncién mitocondrial es uno de los primeros eventos que tiene lugar tras
una exposiciéon a altas concentraciones de glutamato (Ankarcrona y cols., 1995;
Schinder y cols.,, 1996). La toxicidad de amiloide también se encuentra
estrechamente relacionada con el estrés oxidativo, en concreto con la peroxidacién
lipidica de la membrana neuronal (Mark y cols., 1997; Mattson y cols., 1997).
Algunos autores han querido encontrar en este punto un mecanismo de accién
comun entre ambas vias de neurodegeneracion, y han postulado una posible
interaccion entre el péptido f-amiloide y el receptor NMDA, de forma directa o
indirecta a través de 4-hidroxinonenal (HNE), un aldehido que es producto de la
peroxidacién lipidica (Lu y cols., 2001). Seria interesante establecer en futuros
estudios la capacidad neurotdxica de este compuesto y la posible protecciéon por

antagonistas de los receptores NMDA.

Entre los trimeros de N-alquilglicina ensayados hemos identificado a N612C
como un compuesto neuroprotector frente a varios insultos, como es la incubacién
con péptido P-amiloide, pero también en sistemas in vivo de excitotoxicidad
(Montoliu y cols., 2002). N612C no bloquea el canal del receptor NMDA, como
N20C, pero si tiene una capacidad de bloqueo de la muerte neuronal en patologias
que cursan con la sobreactivacion de este receptor.

En el cultivo primario de neuronas de hipocampo hemos observado que
N612C es capaz de potenciar la via de sefalizacién de pCREB, mediante un
mecanismo aun desconocido, en respuesta a estimulaciéon por NMDA (Figura 4.2).
Por tanto, el mecanismo hipotético de su capacidad neuroprotectora involucra la
activacién de la fosforilaciéon de CREB o la inhibicidn de fosfatasas.

Ademas N612C no bloquea de forma significativa el aumento en la

generacién de especies reactivas del oxigeno inducida por péptido f-amiloide, lo que
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concuerda con una actuacién a un nivel diferente al de la cascada de muerte
neuronal inducida por el péptido. N612C podria actuar potenciando la viabilidad
neuronal en respuesta a estimulos neurodegenerativos no agudos, lo que convertiria
a este firmaco en un compuesto con una elevada potencialidad farmacolégica. Pero
aun han de llevarse a cabo experimentos que determinen con exactitud su

mecanismo de actuacion.
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Figura 4.2. Esquema del posible mecanismo de actuacién de las N-alquilglicinas N20C y N612C sobre
las variaciones en los niveles de pCREB inducidas por NMDA. (A) Estimulacién sostenida de la
fosforilacién de pCREB inducida por concentraciones subtdxicas (10 pM) de NMDA. (B) Estimulacién
transitoria de la fosforilacién de pCREB inducida por concentraciones téxicas (200 pM) de NMDA. En
ambos casos se indican los posibles puntos de actuacién de N20C (rojo) y N612C (verde).

Finalmente hemos realizado estudios sobre la funcién de Zn? y p75 en los
sistemas de muerte neuronal desarrollados en el cultivo primario de neuronas de
hipocampo. Se sabe que la expresién de p75 aumenta en neuronas tras insultos
cerebrales como isquemia o epilepsia (Roux y cols., 1999). Sin embargo no existe

consenso sobre si la induccién de p75 juega un papel beneficioso o daiiino. La

103



Discusion

exposicion de neuronas en cultivo a Zn? induce la expresiéon de p75 (Park y cols.,
2000), y se sabe que la homeostasis de Zn? se encuentra alterada en ciertos procesos
neurodegenerativos (Mocchegiani y cols., 2005), como la EA. Zn?* provoca
neurodegeneraciéon en cultivos primarios de neuronas, como hemos observado en
este estudio, y permea a través del canal del receptor NMDA. También penetra en el
interior celular a través de otros subtipos de receptores de glutamato (Weiss y Sensi,
2000). Por otra parte, p75 ha sido durante muchos afios un candidato ideal como
receptor de membrana del péptido B-amiloide (Yaar y cols., 1997; Yaar y cols., 2002),
y se postulaba que mediaba la muerte apoptdtica inducida por el péptido. Ademas, en
ciertos sistemas modelo se han observado variaciones en su expresién tras incubacién
con BA (Rabizadeh y cols., 1994; Zhang y cols., 2003), aunque existe controversia
sobre si este cambio en la expresion tiene caracter protector o proapoptdtico (Zhang
y cols., 2003; Costantini y cols., 2005). Nosotros no hemos observado cambios en la
expresion de p75 tras incubaciones con péptido -amiloide, lo que nos indica que en
neuronas de hipocampo esta induccién no se produce, o bien requiere la forma
agregada del péptido para producirse. En cambio si se producen cambios en su
expresion tras incubacién con Zn?*, y este ion estd implicado en la formacién de
placas de amiloide (Cuajungco y Lees, 1997). Zn?> no varia la expresién de
subunidades del receptor NMDA, lo que le descarta en los procesos de
excitotoxicidad asociados a EA avanzada. En cualquier caso, la neurotoxicidad por
Zn* y la sefializacién apoptdtica a través de p75 son dianas terapéuticas a tener en

cuenta.

En resumen, hemos puesto a punto un cultivo neuronal y lo hemos empleado
para caracterizar diversos estimulos neurotoxicos implicados en procesos
neurodegenerativos. También hemos determinado la capacidad neuroprotectora de
N-alquilglicinas sintetizadas mediante quimica combinatoria. De estos resultados se

dedujo que a partir de la libreria de trimeros de N-alquilglicina se pueden obtener
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varios tipos de moléculas biolégicamente activas. Entre ellas se han identificado
trimeros que son buenos bloqueadores del receptor NMDA, como N20C, y trimeros
protectores frente a estimulos neurodegenerativos, como N612C. A partir de los
péptidos mds activos pueden obtenerse derivados estructurales que mejoren sus
caracteristicas clinicas (mayor capacidad protectora, menor toxicidad, mayor

permeabilidad hematoencefilica, etc.).
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Conclusiones

Las conclusiones de la presente Tesis Doctoral son:

1. Hemos puesto a punto un cultivo primario de neuronas de hipocampo de cerebro

de rata, que nos permite realizar estudios hasta 3-4 semanas in vitro.

2. Se ha analizado la evolucién de la excitotoxicidad mediada por glutamato y
NMDA a lo largo de los DIV, lo que nos permite concluir que: a 7 DIV la muerte
neuronal provocada por glutamato y NMDA no es significativa; a 14 DIV, la muerte
provocada por NMDA y glutamato es similar y estd mediada principalmente a través
de los receptores NMDA; y a 21 DIV, la excitotoxicidad mediada por NMDA y
glutamato se diferencian, aumentando la muerte neuronal que se produce via otros

receptores no-NMDA.

3. La muerte inducida por NMDA a una concentracién saturante de 200 pM a
14 DIV en neuronas de hipocampo es dependiente de Ca?, produce una morfologia

necrotica en las células y cursa con la generacion de especies reactivas del oxigeno.

4. NMDA induce la activacion de la via de supervivencia neuronal de CREB, de
forma dependiente del tiempo y de la concentracién de este agonista. Una
concentracién subtéxica de NMDA induce fosforilacién (activacién) de CREB
sostenida en el tiempo, mientras que una concentraciéon excitotdxica de NMDA
induce fosforilacién transitoria. Esto es consistente con que concentraciones
subtéxicas de NMDA tienen efecto neuroprotector frente a choque excitotéxico

inducido por NMDA a alta concentracién.
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5. Hemos ensayado varias N-alquilglicinas, obtenidas a partir de quimica
combinatoria, frente a excitotoxicidad mediada por NMDA y glutamato en neuronas
de hipocampo de cerebro de rata. Varias de ellas, destacando N20C, son
bloqueadores selectivos del receptor de NMDA, con una moderada afinidad, y mayor
efecto protector en choques excitotoxicos de varios minutos de duraciéon que en
choques excitotéxicos de varias horas. N20C bloquea el canal del receptor NMDA, y

protege de la generacién de especies reactivas del oxigeno y de los cambios en la

fosforilacién de CREB inducidos por NMDA.

6. La sensibilidad de las neuronas de hipocampo de cerebro de rata a la
neurodegeneracién inducida por el péptido P-amiloide (1-40) humano es
dependiente de los dias de cultivo in vitro. El aumento en la sensibilidad a la
neurodegeneracién inducida tanto por el péptido f-amiloide (1-40) humano como
por NMDA con los dias de cultivo in vitro podria indicar una relacién, directa o

indirecta, entre ambos insultos neurotéxicos.

7. Hemos ensayado varias N-alquilglicinas frente a neurodegeneracién inducida por
el péptido B-amiloide humano en neuronas de hipocampo de cerebro de rata. Hemos
identificado una de ellas, N612C, como farmaco altamente neuroprotector ante este
estimulo neurotdxico. N612C no bloquea el canal del receptor NMDA, no protege de
la generacidén de especies reactivas del oxigeno inducida por péptido B-amiloide, pero

si afecta a los cambios en la fosforilacion de CREB inducidos por NMDA.
8. Las N-alquilglicinas obtenidas con actividad neuroprotectora pueden ser utilizadas

para obtener derivados estructurales con mejores caracteristicas clinicas (mayor

capacidad protectora, menor toxicidad o mayor permeabilidad hematoencefilica).
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9. Zn* provoca muerte neuronal parcialmente via receptores NMDA e induce la
expresion de p75, posible receptor de superficie de péptido B-amiloide. Zn* es un
punto comun entre ambos inductores de muerte neuronal, a tener en cuenta en

futuros ensayos de neuroproteccion.
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Animales

Para la preparaciéon de neuronas de hipocampo se emplearon ratas hembra
Wistar prefiadas, cuyos embriones se encontraban en un periodo de gestacién E17-
E19. Fueron suministradas por el Servicio de Animalario de la Universidad de
Extremadura. Se sacrificaron por dislocacién cervical tras anestesiarlas con
triclorometano. Se extrajeron los embriones, que fueron puestos en hielo
inmediatamente. Los cuerpos de las ratas adultas y los restos de material bioldgico no

empleado se congelan y llevan al Servicio de Animalario, donde se incineran.

Placas de cultivo y su tratamiento con poli-D-lisina

Para el cultivo de neuronas se emplearon placas individuales de 35 x 10 mm,
placas de 24 pocillos y placas de 48 pocillos (Falcon). El dia anterior a la siembra se
trataron con poli-D-lisina 0,2 mg/ml (disuelta en agua y almacenada a -20 °C).

Si las neuronas se van a emplear en experimentos de microscopia con sondas
fluorescentes, se siembran sobre cubreobjetos de vidrio colocados en placas de

35 mm.

Medios de cultivos, sueros y suplementos

Para la realizacién de los cultivos neuronales se empleo medio minimo
esencial con sales de Earle, adquirido en Gibco. Para suplementar este medio, se
emplearon dos tipos de suero: suero de caballo y suero fetal bovino (Sigma). Ambos
sueros fueron pretratados a 56 °C durante 30 minutos. Glucosa, glutamina y

gentamicina sulfato fueron, asimismo, proporcionados por Sigma.
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Agonistas y antagonistas

Todos los agonistas y antagonistas comerciales empleados fueron adquiridos
en Sigma, excepto dcido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y
disodio 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), que fueron suministrados por

Tocris.

Péptidos B-amiloideos

El péptido B-amiloide (1-40) humano fue suministrado por Tocris (n° de
catalogo 1191). El péptido f-amiloide (1-40) humano, cuya secuencia de aminoacidos
es DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVYV, se disolvié en
DMSO o en DMSO:H20 al 50 % a una concentracién de 1 mM, se repartid en partes
alicuotas y se almacend a -20 °C.

El péptido P-amiloide (1-42) humano fue suministrado por Bachem (n° de
catalogo H-1368.1000). El péptido P-amiloide (1-42) humano, cuya secuencia de
aminodcidos es DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA, se
disolvié en DMSO:H:0 al 66,7 % a una concentracién de 1 mM, se reparti6 en partes

alicuotas y se almacend a -20 °C.

Sondas fluorescentes

Todas las sondas fluorescentes empleadas fueron adquiridas en Molecular

Probes, y utilizadas segtin las indicaciones del proveedor.
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Otros compuestos quimicos

Todos los demds compuestos empleados se adquirieron en Sigma, siempre que

no se especifique lo contrario.

Anticuerpos

Las casas comerciales que suministraron los anticuerpos se detallan en la

Tabla 7.1, en el apartado de Métodos.

Material de vidrio y plastico

Todo el material necesario en la cabina de flujo laminar fue esterilizado en
autoclave a 121° C durante 30 minutos. Las pipetas Pasteur que se emplearon para
homogeneizar los hipocampos fueron, antes de ser autoclavadas, pretratadas con
Sigmacote (Sigma), solucién de silicona en heptano, que crea una fina pelicula que
recubre el vidrio, minimizando asi el rozamiento con el material biolégico y

provocandole el menor dafo posible.

Aparatos

Para llevar a cabo este estudio hemos empleado los aparatos que pertenecen a
la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la UEX y
que constituyen el equipo basico de la unidad de cultivos, como cabina de flujo
laminar, incubador de CO2, microscopio 6ptico, autoclave, bafios termostaticos, etc.

Las fotografias de neuronas fueron tomadas con una camara Canon acoplada a

un microscopio Nikon Diaphot 300.
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Las imagenes de fluorescencia fueron tomadas con una cdmara Cool-Snap
acoplada a un microscopio Zeiss Axoplat de la Unidad de Biologia Celular de la
Facultad de Ciencias de la UEX. Se emplearon los filtros apropiados en cada caso para
medir la fluorescencia.

Los registros de voltage-clamp se llevaron a cabo en un set que consta de una
camara de registro (volumen = 0,2 ml) acoplada a un sistema de perfusién continua
multicanal gravitacional (1 ml/min), dos microelectrodos conectados a un
amplificador TURBO TEC-10CX npi, y un sistema informatico de registro de la

informacion.

Andlisis estadistico de los datos y ajuste de curvas dosis respuesta

Los datos del presente trabajo se expresan como media aritmética +
desviacién estandar. Como norma general cada experimento se realizé por duplicado
y como minimo en tres cultivos distintos de neuronas (n > 6).

Las curvas dosis respuesta se ajustaron con la ecuacidén logistic del programa

Origin 7.0 de MicroCal:
A 1
- i nH
A s [agonista]
EC,,

donde A y Amix son el efecto que produce el agonista a cada concentracidon y el efecto
maximo, respectivamente; ECso, la concentracién de agonista a la que se produce la
mitad del efecto, y ns, el coeficiente de Hill, que es una estimacion de los sitios de
union (Levitzki, 1984).

Para la comparacién de medias se empled el test ANOVA de una via. Se

considera que entre las medias existe una diferencia significativa cuando p < 0,05.
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N-alquilglicinas

Las N-alquilglicinas son unas moléculas cuya férmula se especifica en la
Figura 1.8 Ri, R2 y Rs aportan la diversidad a la molécula y son iguales o diferentes,
de manera independiente, y entre los siguientes 22 radicales: ciclopropilo, sec-butilo,
2-metoxietilo, 3-metilbutilo, ciclohexilo, 2-(N-pirrolidinil) etilo,
2-(metilcarbonilamino) etilo, 3-(2-oxo-N-pirrolidinil) propilo, 2-(2-piridil) etilo,
2-feniletilo, 2-(2-tetrahidrofuril) etilo, 2-(N-imidazolil) etilo, 2-(4-metoxifenil) etilo,
2-(3,4-dimetoxifenil) etilo, 2-(2,4-diclorofenil) etilo, 2-[2-(N-metil) pirrolidinil]
etilo, 2-(4-aminosulfonilfenil) etilo, 2-(morfolino) etilo, 3-(N,N-dietilamino) propilo,
3,3-difenilpropilo, 3-(N,N-dimetilamino) propilo y 2-(N,N-dietilamino) etilo.
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Figura 6.1. Férmulas de los radicales empleados en la sintesis de la libreria de N-alquilglicinas.
La libreria de N-alquilglicinas fue sintetizada mediante sintesis en fase sélida

(Masip y cols., 2005) por Diver Drugs SL., y amablemente suministradas por el

Dr. Angel Messeguer (Figura 6.2, Figura 6.3).
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Figura 6.2. Estructura de las N-alquilglicinas empleadas.
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Figura 6.3. Estructura de N612C y sus derivados.
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1. Cultivo de neuronas de hipocampo de embriones de rata

Preparacidn del cultivo neuronal

Se toma una rata Wistar prefiada en el dia 17-19 de gestacion, se anestesia con
cloroformo, se sacrifica por dislocacién cervical y se extraen los embriones. Estos se
decapitan y se extraen los cerebros, que se depositan en una solucién basica salina
(BSS) estéril sin Ca? a 4 °C. Se retiran las meninges de los cerebros y se diseccionan
los hipocampos, que se disponen en BSS estéril sin Ca?. A continuacidén se incuban
15 minutos a 37 °C con 0,025 % de tripsina. Tras el tratamiento con tripsina se lavan
3 veces con BSS estéril sin Ca?*, durante 5 minutos cada una, para eliminar la tripsina
restante y asegurarnos que se acaba la digestion proteolitica. Tras estos lavados, los
hipocampos se homogeneizan de forma mecdnica en aproximadamente 2 ml de BSS
con pipetas pasteur previamente siliconizadas con Sigmacote para evitar el
rozamiento de las células con la superficie de vidrio. Primero se emplea una pipeta
con el extremo normal y a continuacién se usa otra con la punta cerrada
parcialmente a la llama. La homogeneizacién se lleva a cabo suavemente, hasta que
no se aprecien grumos de tamaifio significativo. Este paso es el mas critico a la hora
de obtener un buen cultivo neuronal.

La suspensién que se obtiene de neuronas se centrifuga a 200 x g durante 5
minutos a 4 °C. El precipitado, que contiene las células, se resuspende en
aproximadamente 1-2 ml de medio de cultivo. La densidad de células de la
suspension se determina mediante recuento en un hemocitémetro. Después de
contar el numero de neuronas disponibles, se aflade el volumen de medio adecuado y
se siembran en las placas de cultivo. En el caso de las placas de 35 mm de didmetro se
coloca una anilla de 1 cm de didmetro en el centro, cuyo objetivo es reducir la
superficie de siembra, no teniendo por tanto que emplear un excesivo numero de

neuronas en cada placa. La densidad de siembra oscilé entre 160.000 y 225.000
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células por cm?. Se emplearon placas de 48 pocillos, de 24 pocillos o de 35 mm en

funcidn del tipo de experimento que pretendia realizar.

Mantenimiento del cultivo neuronal

Transcurridas 24 horas después de la siembra, se reemplaza por completo el
medio de cultivo por medio 10/10 fresco, quitando, si procede, las anillas a las placas.
A los 4 dias de la siembra se retira la mitad del medio de cultivo y se sustituye por
medio 10/FUDR, de forma que la concentracién final de 5-fluoro-2'-desoxiuridina es
de 80 uM. FUDR es un compuesto antimitético que impide la proliferacién de las
células gliales, cuyo crecimiento excesivo comprometeria la viabilidad del cultivo
neuronal. Posteriormente el medio se va renovando al 50 % aproximadamente cada
3 6 4 dias, alterndndose la utilizacién de medio 10 y medio 10/FUDR. En estas
condiciones el cultivo puede mantenerse hasta 3 semanas para la realizaciéon de

experimentos. Por encima de este tiempo, el cultivo comienza a degenerar.
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2. Medida de la viabilidad neuronal

La medida de la viabilidad neuronal nos permite conocer la muerte neuronal
que provocan los insultos neurotéxicos que se llevan a cabo con incubaciones en
presencia de agonistas de los receptores de glutamato o de péptido B-amiloide.
Asimismo, a modo de control, se ha seguido la maduracién (crecimiento celular,
establecimiento de conexiones dendriticas y axonales, etc.) de los cultivos hasta que
alcanzan los 14 dias in vitro (DIV). Para medir la viabilidad neuronal en los cultivos

se emplearon dos métodos distintos que se detallan a continuacion.

Meétodo de reduccion de MTT a formazdn

Este método se basa en la reducciéon del compuesto bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazan por accién de actividades
deshidrogenasas mitocondriales, y por tanto es una medida de las células viables.
Este método fue puesto a punto inicialmente para linfocitos (Mosmann, 1983), pero
posteriormente se empled para células neuronales (Manthorpe y cols., 1986; Balazs y
cols., 1988a; Balazs y cols., 1988b; Eimerl y Schramm, 1991).

Para realizar el ensayo de reducciéon del MTT se reemplaza el medio de
cultivo por BSS y se incuban las células con MTT 150 pg/ml durante 15 minutos a
37 °C. Tras la incubacién se aspira el sobrenadante y el precipitado azul-violeta de
formazan que queda en el fondo de la placa se disuelve con 1 ml de DMSO. La
cantidad de formazdn se calcula midiendo la absorcién a 495 y 650 nm, empleando
DMSO como blanco. Los resultados se expresan como la diferencia entre la absorcién
a 495y a 650 nm.

Con objeto de determinar el tiempo de incubacién idéneo se realizé una
cinética de reduccion del MTT a formazan, incubando a diferentes tiempos desde 5 a

60 minutos y determinando su absorcién. Los resultados se muestran en la
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Figura 7.1. Se observa que el aumento en los valores de absorcién es lineal hasta los
20 minutos de incubacion, perdiendo la linealidad a partir de ese tiempo. Por ello se

adoptd como tiempo de incubacién adecuado 15 minutos.

—{_—

D.D . 1 L 1 L 1 " 1 s 1 . 1 .
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min)

Figura 7.1. Medida de la reduccién de MTT a formazin por las neuronas de hipocampo a diferentes
tiempos de incubacién. Se emplearon neuronas de hipocampo a 8 DIV. Las células se incubaron con
solucién salina a la que se afiadi6 MTT 150 pg/ml, manteniéndolas a 37 °C durante el tiempo sefialado
en cada caso.

Meétodo de exclusion del colorante trypan blue

Este método se basa en la incorporaciéon o no del colorante trypan blue,
claramente observable por inspeccién visual. Mientras las células vivas no
incorporan el colorante por mantener su membrana intacta, las células muertas si lo
incorporan por estar rota la membrana plasmatica, tifiéndose de azul todas las
estructuras subcelulares, especialmente los nucleos.

Este método se ha empleado tanto para determinar el porcentaje de células
muertas tras un insulto citotdxico, como para la determinacién del numero de
células cuando se prepara el cultivo. En este ultimo caso, se toman 10 pl de la
suspension de neuronas y se mezclan en un tubo eppendorf con 10 pl de trypan blue

al 0,4 %. Tras incubar 4 minutos aproximadamente a temperatura ambiente se ponen
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10 pl en el hemocitémetro y se cuentan las células viables (no tefiidas por trypan
blue) en las 25 celdas centrales del hemocitémetro. Se adoptéd como criterio para
considerar dentro de las celdas aquellas células cuyos somas estan enteramente o la
mayor parte dentro de las lineas que demarcan las celdas, evitando contar dos veces
la misma célula en celdas vecinas. El nimero que se obtiene se multiplica por 200 (2
de la dilucién de 10 pl de células en 10 pl de trypan blue y 100 de la relacién de las
25 celdas centrales con respecto a la superficie total que ocupan los 10 ul puestos en
el hemocitémetro). El nimero final obtenido es el nimero de neuronas en 10 pl de
suspension.

Si se emplea el método de exclusidn de trypan blue para determinar la muerte
tras un insulto neurotoxico, se sustituye en primer lugar el medio de cultivo de las
placas o pocillos por BSS mediante varios lavados. Se afiade trypan blue 0,4 % en
proporcién 1:1 (v/v). Se incuba durante 4 minutos a temperatura ambiente. A
continuacioén se lava el exceso de colorante con BSS hasta que desaparece el color
azul. Se observa al microscopio 6ptico la placa y se seleccionan al azar varios campos
hasta contar un minimo de 500 células por placa, contabilizando por separado las
células muertas (tefiidas) y las vivas (no tefiidas). En todos los casos se expresd el
resultado como porcentaje de muerte neuronal. En algunos casos las células se
contaron en experimentos ciegos, esto es, la persona que cuenta las neuronas no

conoce el tratamiento que ha sufrido la placa.
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3. Tratamientos de excitotoxicidad en cultivos neuronales

Tratamientos con glutamato y agonistas relacionados

Con el objetivo de simular las condiciones de sobreestimulaciéon de neuronas
por glutamato que se dan en situaciones patologicas (como la enfermedad de
Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas), hemos llevado a cabo
experimentos i1 vitro con las neuronas de hipocampo incubdndolas en presencia de
agonistas de los receptores de glutamato. Se ha seguido, basicamente, el método
descrito en publicaciones anteriores (Ferrer-Montiel y cols., 1998b; Valera y cols.,
2002).

Para llevar a cabo el tratamiento de excitotoxicidad hemos empleado dos
métodos diferentes. El primero de ellos consiste en incubar las neuronas en presencia
de una solucién salina a la que se afiade el(los) agonista(s) y/o el(los) bloqueador(es)
objeto de estudio. Se elimina gradualmente el medio de cultivo de las placas y se
sustituye gradualmente por la solucién basica salina adecuada para la condicién en
estudio. Se incuban las células con esta solucién durante 20 minutos a temperatura
ambiente (20-22 °C), y pasado ese tiempo se sustituye, también gradualmente, por
medio 10 suplementado con MK-801 a una concentracién de 10 uM. Se devuelven
las placas al incubador y se mantienen a 37 °C durante 18-24 horas. La adicién de
MK-801 se realiza para evitar muerte neuronal adicional como consecuencia del
glutamato liberado por las neuronas muertas durante el choque excitotéxico (MK-
801 es un bloqueador selectivo para los receptores NMDA, que son los que mas
muerte neuronal provocan por su alta permeabilidad a Ca?"). Pasado ese tiempo se
procede a determinar la viabilidad celular por el método de exclusién de trypan blue.
Todas las condiciones se ensayan por duplicado en cada experimento y cada

experimento se ha realizado al menos por triplicado en tres cultivos distintos.
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En todos los experimentos se evaliia la muerte neuronal de dos pocillos a los
que no se les cambia el medio de cultivo por solucién salina, como control del grado
de muerte celular en cada cultivo (a 14 DIV, 2,7 + 1,8 %). Ademas, otros dos pocillos
son tratados con solucién salina a la que se han afiadido CaCl2 2 mM y glicina 100
pM. En este caso las neuronas no sufren ningin choque excitotéxico, pues no se
incuban con ningun agonista. Estas placas constituyen un control para evaluar el
efecto del cambio de medio por solucién salina, la incubacién durante 20 minutos a
temperatura ambiente, y el posterior cambio de solucién salina de nuevo por medio,
que no afectan a la viabilidad de las neuronas, como se pone de manifiesto al
comprobar que la muerte neuronal es practicamente igual a la que se observa en los

pocillos de neuronas no tratadas (a 14 DIV, 3,4 + 3,1 %).

El segundo método consiste en incubar a las neuronas con el(los) agonista(s)
y/o el(los) bloqueador(es) objeto de estudio durante periodos que oscilan desde 1
hasta varios dias, para evaluar la toxicidad de los agonistas en incubaciones de larga
duracion y la capacidad neuroprotectora de los bloqueadores en dichas condiciones.
Para ello se retira aproximadamente la mitad del medio de incubacién de cada
pocillo y se afade un volumen igual de medio 10 suplementado con el(los)
agonista(s) y/o el(los) bloqueador(es). Este tipo de incubacién requiere, por tanto,
que el medio se prepare a una concentracién de agonista(s) y/o bloqueador(es) doble
de la concentraciéon final. Se devuelven las placas al incubador y se mantienen a
37 °C durante el resto del ensayo. Pasado ese tiempo se procede a determinar la

viabilidad celular por el método de exclusion de trypan blue.
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4. Tratamiento de despolarizacion con K+ 90 mM

Se elimina gradualmente el medio de cultivo de las placas y se sustituye
gradualmente por solucién bésica salina modificada, con las siguientes
concentraciones: NaCl 50,9 mM; KCIl 89,6 mM; KH>PO4 0,4 mM; Na:HPO4+7H-0
0,33 mM; glucosa 10 mM; Tes 5 mM, pH 7.4. A esta solucién salina con alto potasio
se le aflade CaCl2 2 mM. Se incuban las células en esta solucién durante 20 minutos a
temperatura ambiente (20-22 °C), y pasado ese tiempo se procede a determinar la
viabilidad celular por el método de exclusion de trypan blue. Todas las condiciones
se ensayan por duplicado en cada experimento, y cada experimento se ha realizado al

menos por triplicado en tres cultivos distintos.
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5. Tratamiento con péptido B-amiloide

Para llevar a cabo esta serie experimental se retira aproximadamente la mitad
del medio de incubacién de cada pocillo y se afiade un volumen igual de medio 10
suplementado con el péptido B-amiloide con o sin el(los) bloqueador(es) objeto de
estudio. Se devuelven las placas al incubador y se mantienen a 37 °C de 24 horas a 6
dias, dependiendo del tipo de ensayo. Pasado ese tiempo se procede a determinar la
viabilidad celular por el método de exclusién de trypan blue.

Durante el periodo de incubacién no se cambia el medio de los pocillos
sometidos al tratamiento. Por eso en todos experimentos se evalia la muerte
neuronal de dos pocillos a los que no se les cambia el medio de cultivo, como control
del grado de muerte celular en estas condiciones. Ademads, otros dos pocillos son
tratados con DMSO, el vehiculo en el que estd disuelto el péptido B-amiloide, a la
concentracion final que queda en el medio de cultivo. Estas placas constituyen un
control para evaluar como afecta la incubacién con DMSO a la viabilidad de las
neuronas. El tiempo de incubacién en este control es igual al del tratamiento con
péptido B-amiloide de mayor duracién en cada experimento.

El cultivo de neuronas de hipocampo a 14 DIV muestra una alta sensibilidad a
DMSO, como se aprecia en la Figura 7.2. Es necesario tener esto en cuenta a la hora
de realizar incubaciones de larga duracién con péptido B-amiloide o con otros
compuestos disueltos en DMSO. Cuando las neuronas de hipocampo son incubadas
con DMSO 0,1 % (v/v) no se observa muerte neuronal adicional si se compara con
los controles no tratados. La muerte neuronal va aumentando a concentraciones
superiores, siendo ya de un 15-20 % a las concentraciones finales que se alcanzan en
el medio de cultivo cuando se disuelve el stock de péptido fA (DMSO 0,5-1 %). Este
dato debera ser tomado en cuenta a la hora de determinar la sensibilidad real del
cultivo a péptido PA. En los ensayos nunca se emple6 una concentracién final de

DMSO superior al 1 %.
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Figura 7.2. Sensibilidad del cultivo primario de neuronas de hipocampo a DMSO. Se emplearon
neuronas de hipocampo a 14 DIV. Las células se incubaron medio de cultivo suplementado con una
concentracién variable de DMSO, manteniéndolas a 37 °C durante 24 horas antes de medir la
viabilidad neuronal por trypan blue.
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6. Tripsinizacién de las células en cultivo para su almacenamiento

Se retira el medio de cultivo y se lavan las células con PBS estéril. Se afiaden
150 pl de tripsina por pocillo y se incuba durante 2 minutos a 37 °C, agitando
periédicamente la placa para favorecer el proceso de digestion proteolitica. La acciéon
de la tripsina se detiene afiadiendo 3 veces el volumen de medio de cultivo
precalentado a 37 °C (450 pl).

Se homogeneiza suavemente la suspension celular y se deposita en un tubo
eppendorf, se centrifuga durante 5 min a 2000 x gy se elimina el sobrenadante. Tras
este proceso se lavan las células con PBS y se almacenan a -20 °C o a -80 °C, en

funcién del andlisis que se vaya a realizar con ellas posteriormente.
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7. Anilisis mediante inmunodeteccidn de proteinas (western-blotting)

Preparacion de extractos proteicos totales

El precipitado celular es lisado a 4 °C durante 15 min por adicién de tampdn
de lisis para extractos proteicos. Este lisado es sometido posteriormente a 1 min de
agitacién en vortex y a 10-15 min de sonicacién. Para eliminar las posibles
impurezas, se centrifuga durante 10 min a 10000 rpm a 4 °C y se recoge el

sobrenadante.

Medida de Ia concentracién de protefna

La concentracién proteica de los distintos extractos fue determinada mediante
colorimetria utilizando el kit Coomassie Plus Protein assay reagent (Pierce) y
albumina de suero bovino como estdndar para establecer la recta patrén. Para ello se
toman concentraciones crecientes de albimina de suero bovino (1-5 pg) y se diluyen
en agua hasta un volumen final de 800 pl. Para descartar la posible sefial del tampén
de lisis, se afilade también 3 pl del mismo. Las muestras, por su parte, se preparan con
3 pl de extracto proteico y 797 pl de agua. En todos los casos se afiade 400 pl de
reactivo de Coomasie, se homogeneiza la mezcla, y se mide la absorcién a 595 nm.
Con los valores de absorcién de albimina de suero bovino se establece una recta
patréon que permite, mediante regresion lineal, determinar la concentracién de

proteina de las muestras problema.

Electroforesis y transferencia a membrana de nitrocelulosa

De 10 a 15 pg de extractos proteicos se mezclan con el volumen adecuado de

tampén de carga para extractos proteicos, se incuban a 100 °C durante 5 min y se
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separan en funcién de su peso molecular mediante electroforesis desnaturalizante en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7-10 % (p/v), dependiendo del peso molecular
de la proteina problema (Laemmli, 1970). Para ello se emplea un set MiniProtean 111
de Bio-Rad Laboratories, siguiendo las indicaciones del fabricante. Tras la
electroforesis, las proteinas son transferidas desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa de 0,22 pm mediante transferencia htmeda, en tampén de
transferencia a 80 mA y 4 °C durante 14 horas, o mediante transferencia semi-seca a
10-15 V durante 30 min a temperatura ambiente. También en este caso se siguen las

instrucciones del fabricante del set de transferencia.

Inmunodeteccion

Tras la transferencia, las membranas son tefiidas con el colorante de unién
reversible Ponceau S con el fin de comprobar la eficiencia de la transferencia y la
homogeneidad de carga para las diferentes muestras.

El protocolo posterior varia en funcién del anticuerpo primario que vaya a
utilizarse, siguiendo en todo caso las instrucciones del proveedor. De manera general
la inmunodeteccién requiere de un paso inicial de bloqueo de la membrana, para
evitar uniones inespecificas de los anticuerpos a la misma. Para ello se emplea leche
desnatada en polvo, a una concentracién de 3-5 % (p/v). Posteriormente se incuba
con el anticuerpo primario, durante 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche
a 4 °C. Mas tarde se incuba la membrana con el anticuerpo secundario, y finalmente
se emplea el método de deteccién adecuado al anticuerpo secundario utilizado. Entre
todos estos pasos, se lava la membrana de nitrocelulosa varias veces con tampdn para
eliminar el exceso de leche o anticuerpos. En la 7abla 7.1 se indica, para cada
anticuerpo primario, la dilucién empleada y el tampén adecuado. En todos los casos
se empled una solucién de anticuerpo secundario anti-rabbit (1:5000) conjugado con

la enzima peroxidasa de rabano (HRP), suministrado por Jackson ImmunoResearch.
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Para el revelado se afiade el sustrato quimioluminiscente basado en el luminol
Supersignal® West Femto Trial Kit (Pierce) durante 5 min. Las bandas
correspondientes a las proteinas inmunorreactivas se detectan por su emisiéon de
quimioluminiscencia utilizando el sistema de andlisis de imagenes Molecular Imager
FX (Bio-Rad Laboratories).

En todos los casos se utiliz6 la inmunodeteccién de actina como control

interno de la carga proteica de cada calle, y para poder normalizar los valores

obtenidos de cantidad de proteina en la cuantificacién.

Anticuerpo Dilucién Solucidén de Peso molecular de la Casa comercial
primario incubacién proteina

Actina 1:1000 TBST 0,2% 42 kDa SIGMA

CREB 1:200 PBS + leche 3 % 43 kDa Santa Cruz Biotech.
NR1 1:1000 TBST 0,2% 120 kDa SIGMA

NR2A 1:100 TBST 0,2% 180 kDa Chemicon Intern.
NR2B 1:200 TBST 0,2% 180 kDa Chemicon Intern.
P75 1:1000 TBS + leche 3 % 75 kDa Upstate Biotech.
pCREB 1:1000 PBS + leche 3 % 43 kDa Upstate Biotech.

Tabla 7.1. Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de inmunodeteccién. Se indica el nombre
de la proteina a la que se une el anticuerpo primario, la dilucién de ensayo, el tampdén empleado en la
incubacion, el peso molecular de la proteina y la casa comercial que suministré el anticuerpo.

TBST 0,2%: Tamp6n TBS + Tween-20 0,2 % (v/v)

Separacion de los anticuerpos de la membrana de nitrocelulosa

Para poder volver a emplear la misma membrana de nitrocelulosa frente a
diferentes anticuerpos primarios, ésta se somete a un tratamiento moderadamente
fuerte que rompa las interacciones entre el anticuerpo y su antigeno. Para ello se
incuba la membrana con una solucién tampé6n que contiene SDS y f-mercaptoetanol

a alta concentracién (Stripping Buffer) durante 30 min a 55 °C con agitacidn.
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Posteriormente se realizan numerosos lavados (8-10) con TBST 0,2 % a temperatura
ambiente, para eliminar los restos del tampén de stripping, que entorpecerian la
unién de nuevos anticuerpos. Una vez que se han eliminado totalmente los restos del

tampoén, la membrana puede utilizarse de nuevo comenzando por el paso de bloqueo.
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8. Analisis de expresion de genes mediante RT-PCR

Extraccion de RNA rotal

La obtencion de RNA total a partir de cultivos celulares se realiza empleando
el kit RNeasy® de Q/AGEN siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez
purificado el RNA, se determina su concentracién mediante absorcién
espectrofotométrica a 260 nm asi como la presencia de proteinas contaminantes

estableciendo la relacién A260nm/A280 nm.

Transcripcion reversa (RT)

El andlisis de la expresién de genes mediante PCR consta de una primera
reaccion en la que se sintetizan DNA complementarios a partir del conjunto de
RNAm celulares. Esto se lleva a cabo mediante el proceso denominado transcripcion
reversa (RT, Reverse Transcription). Para ello se toma 1 pg de RNA total en un
volumen de 13 pl de agua DEPC, se afiade 1 pl del cebador oligo-dT 50 pM (Roche) y
se eliminan las estructuras secundarias del RNAm incubando a 65 °C durante 5 min.
La muestra se pasa inmediatamente a hielo y se incuba otros 5 min. A continuaciéon
se afladen los siguientes reactivos: 2 pl de tampén de RT 10x, 2 pl de DTT 100 mM, 1
pl dNTPs 100 mM (cada uno a una concentracién de 25 mM), 0,5 pl de inhibidor de
RNasa 20 U/pl (Ambion) y 0,5 pl de transcriptasa reversa M-MLV 100 U/pl
(Ambion). La reaccién se incuba primero a 42 °C durante 1 h y a continuacién a
70 °C durante 15 min. Las muestras se depositan inmediatamente en hielo 10 min y
se repite el proceso de RT una segunda vez, afiadiendo otros 0,5 pl de transcriptasa
reversa a cada tubo. La amplificacion del DNA complementario se realiza por PCR

empleando el producto de la RT como molde, tal y como se describe a continuacidn.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacién por PCR del DNA complementario correspondiente al
gen de interés se toman 3 pl de la mezcla de RT y se le afiaden 5 pl de tampén de
PCR 10x, 1,5 pl de MgCLl: 50 mM, 1 pl de dNTPs 100 mM (cada uno a una
concentraciéon de 25 mM), 50 pmoles de cada cebador y 0,5 pl de Tag-polimerasa
5 U/l (Ecogen), en un volumen final de 50 pl. La secuencia de los cebadores
empleados para la amplificacién de p75NTR fueron 5'
AAGGGGCGGGGCATTGTGGTAGG 3' y 5' CCGTGTTGGCTTCAGGCTTATGC 3'.
El programa de amplificacién consiste en una desnaturalizacién inicial de 2 min a
95 °C seguida de una repeticién de 30 ciclos consistentes en un paso de
desnaturalizacién a 95 °C durante 30 segundos, un paso de hibridacién de los
cebadores con el molde a 60 °C 1 min y un paso de extensién de la cadena naciente a
72 °C 2 min. Una vez completado el numero de ciclos, se realiza una extensién final
de 5 min a 72 °C. La amplificaciéon de f-actina se realiza como control de la
integridad y concentracién del RNA y se lleva a cabo empleando las mismas
condiciones de PCR que las del gen con el que se compara. Los cebadores empleados
en este caso fueron 5 ATTTGGCACCACACTTTCTACA 3 'y 5
TCACGCACGATTTCCCTCTCA 3'. Una vez terminada la amplificacién, se toma una
alicuota de la reaccidn, se le aflade tampdn de carga para acidos nucleicos, y se aplica
en geles de agarosa a una concentraciéon comprendida entre el 1 y el 2 % (p/v). La
electroforesis se lleva a cabo en tampén TBE que contiene 0,2 pg/ml del agente
intercalante fluorescente bromuro de etidio. Las bandas amplificadas por PCR se
detectan por su emision de fluorescencia utilizando el sistema de analisis de

imdagenes Gel Doc 1000 (Bio-Rad Laboratories).
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9. Voltage clamp en ovocitos de Xenopus laevis que expresan subunidades de los

receptores de glutamato

Inyeccion de RNA en ovocitos de Xenopus laevis

A ranas adultas de la especie Xenopus laevis se las anestesia por hipotermia en
agua helada en presencia de tricaina al 0,2 % durante 15-20 min y son colocadas
sobre una superficie de hielo para perdurar el efecto anestésico. Se les extraen los
ovocitos, que se desfoliculan mediante incubacién en tampoén Frog’s Barths Medium
sin Ca%* en presencia de colagenasa al 2 %, durante 1-2 h con agitacién a 19-21 °C.
Posteriormente se elimina la colagenasa mediante lavados repetidos con tampoén
Frog’s Barths Medium sin Ca?* y se mantienen los ovocitos en un incubador a
18-19 °C durante 1-2 horas.

Tras esta incubacién se transfieren los ovocitos a tampén Frog’s Barths
Medium con Ca* y seleccionan los ovocitos vivos, en estadio de maduracién V y VI,
que no presenten ninguna alteraciéon morfoldgica. A estos ovocitos se les inyecta,
mediante un nanoinyector automdtico Drummond, una cantidad fija de 10 ng de
RNA mensajero por ovocito. Los ovocitos se devuelven al incubador y se mantienen
durante 3 dias para permitir que expresen el RNA inyectado. Los ovocitos se colocan
en una placa de 24 pocillos (1 ovocito/pocillo), manteniéndolos en un incubador a

17-19 °C durante 3 dias para permitir que expresen el RNA inyectado.
Medida de Ia corriente en ovocitos de Xenopus laevis
Se realizé el estudio electrofisioldgico de las corrientes i6nicas de la célula
completa activadas por el agonista, mediante la técnica del pinzamiento del voltaje

de la membrana con dos microelectrodos (“two microelectrode voltage clamp”)

(Ferrer-Montiel y cols., 1996; Ferrer-Montiel y Montal, 1999). Transcurridos 3 dias
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tras la inyeccién del RNA mensajero, el ovocito se deposita en un set de voltage
clamp, que consta de una cdmara de registro (volumen = 0,2 ml) acoplada a un
sistema de perfusién continua multicanal gravitacional (1 ml/min), dos
microelectrodos conectados a un amplificador TURBO TEC-10CX npi, y un sistema
informatico de registro de la informacion.

Los electrodos se recubren mediante finos capilares rellenos de KC1 3 M y se
introducen en el interior del ovocito. Mediante uno de los electrodos (electrodo de
potencial) se fija la diferencia de potencial de la membrana del ovocito en -80mV, y
mediante el otro electrodo (electrodo de corriente) se mide la corriente que se
produce a través de la membrana tras la aplicacién de agonistas/antagonistas
apropiados. El sistema de perfusiéon va alternando secuencialmente el medio de
incubacién del ovocito, siendo la solucién base Standard Ringer’s solution. A esta
solucion se le afiadiran los iones necesarios, el agonista (y coagonistas) apropiados del
receptor en estudio, y los antagonistas cuya capacidad de bloqueo se desea
determinar. Los cambios de corriente se registran y analizan mediante el programa

informatico Pulse v8.61 HEKA.

Receptores expresados en ovocitos de Xenopus laevis

Se emplearon receptores NMDA heteroméricos mediante la inyeccién
simultdinea de los RNA mensajeros de las subunidades NR1 y NR2A de origen
humano o de rata, en una relacién 1:3 (p/p). Los receptores NMDA fueron activados
por la aplicacién de L-glutamato 100 pM/L-glicina 10 pM, en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes de N-alquilglicinas.

También se utilizé6 GluR1, que es un clon de DNA que codifica un receptor
AMPA funcional de cerebro humano. Los receptores AMPA fueron activados por la
aplicacion de kainato 100 pM. La respuesta frente a los agonistas se evocéd mediante

la aplicacién de un pulso de 10 segundos en presencia o ausencia de N-alquilglicinas.
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10. Sondas fluorescentes

Protocolo de tincion con DAPI: visualizacion de la cromatina nuclear

4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Figura 7.3) es una molécula que forma
complejos fluorescentes con acidos nucleicos de doble cadena, intercalandose entre

los pares de bases.
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Figura 7.3. Estructura quimica de 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Esta union aumenta fuertemente su fluorescencia, siendo sus maximos de
excitacion y emisiéon de 358 nm y 461 nm, respectivamente. DAPI permea con
facilidad la membrana plasmatica, siendo util para visualizar la morfologia y grado
de condensacién de la cromatina nuclear.

Para llevar a cabo el experimento, se procede a realizar el tratamiento de
citotoxicidad de la forma habitual, y tras el tiempo fijado se incuban las células con
una solucién de DAPI 2 pM en tampdn PBS, durante 5 min en la oscuridad. Se retira
la solucidn y se sustituye por tampén PBS sin DAPI. Se observa al microscopio y se
toman imadgenes representativas.

Como control positivo de apoptosis se incubd a las neuronas durante 18-24 h
con estaurosporina 30 nM en medio de cultivo, y luego se tifieron con DAPI de la

forma descrita anteriormente.
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Protocolo de tincion con 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina diacetato: medida

de Ia generacidn de especies reactivas del oxigeno

La sonda fluorescente 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina diacetato
(C2sH14C1209) no presenta carga al estar esterificados los grupos con carga (Figura
7.4). Su caracter hidrofébico, en estas condiciones, le permite difundir a través de las
membranas bioldgicas. Una vez dentro de la célula, esterasas inespecificas rompen el
enlace éster, quedando la molécula cargada, y por consiguiente, dificultando su

salida de la célula. La sonda se disuelve en DMSO para su uso.

Figura 7.4. Estructura quimica de 5-(y-6)-carboxi-2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFD).

Tras la hidrdlisis de los enlaces éster y por oxidaciéon la molécula es
fluorescente con unos maximos de excitacién y emisién de 494 nm y 525 nm,
respectivamente. A mayor oxidacién mayor fluorescencia. Con esta sonda podremos
seguir la generacién de especies reactivas del oxigeno. Aquellas células que hayan
sufrido un ataque neurotéxico, mostraran mas fluorescencia que aquellas que estén
bajo condiciones control.

Para llevar a cabo el experimento, las neuronas fueron sembradas en

cubreobjetos de cristal colocados en placas de 35 mm y a 14 DIV se someten a
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incubacién con las soluciones deseadas (control, NMDA, NMDA/MK-801, etc.). Se
analizan las neuronas bajo el microscopio transcurridas varias horas desde que se
inici6 el choque excitotéxico. Quince minutos antes de cada tiempo se afiade la
sonda fluorescente a la placa a una concentracién de 1 pM y se mantiene a 37 °C.
Cumplido el tiempo se lava la sonda con PBS, se toma el cubreobjetos con una pinza
y se deposita en un portaobjetos. Se observa al microscopio y se toman diferentes
imdgenes. Se cuenta en cada imagen el numero de células sin fluorescencia (que
representarian las neuronas que han sobrevivido al choque excitotéxico) y las células
con fluorescencia (que representan las neuronas que han iniciado el proceso de
muerte neuronal, representado por la generacién masiva de especies reactivas del
oxigeno). El experimento se realiz6 en al menos tres cultivos diferentes, y con un

valor de n > 6.
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11. Tratamientos con Zn%

El tratamiento de muerte neuronal inducida por Zn?* es similar al tratamiento
de excitotoxicidad. A las neuronas a 14 DIV se les sustituye el medio de cultivo por
una solucién de BSS suplementada con CaCl2 1,8 mM y MgClz 0,813 mM y ZnSOs a
concentracion variable durante 15 min a temperatura ambiente (20-22 °C).
Transcurrido ese tiempo se sustituye la soluciéon de Zn* por medio 10 fresco
suplementado con MK-801, y las placas se devuelven al incubador. 18-24 horas
después se determina la viabilidad por el método de exclusién de trypan blue.

Para el tratamiento de induccién de p75 se sigue el mismo proceso indicado
anteriormente pero 4 horas tras la incubacion se tripsinizan las células y se continua

con el protocolo de inmunodeteccion.
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Composicion de tampones y soluciones

e [rogs Barths Medium con Ca*: NaCl 88 mM, KCl 1 mM, NaHCOs 2,4 mM,
MgSO+7H20 0,82 mM, CaCl22H20 0,4 mM, Ca(NOs)24H20 0,33 mM, Hepes-Na
10 mM pH 7,2, piruvato sédico 0,055 % (p/v), gentamicina 0,001 % (p/v)

o [rogs Barths Medium sin Ca*: NaCl 88 mM, KCI 1 mM, NaHCOs 2,4 mM,
MgSO+7H20 0,82 mM, Hepes-Na 10 mM pH 7,2, piruvato sédico 0,055 % (p/v),
gentamicina 0,001 % (p/v)

e Solucion de colorante Ponceau S. ponceau S 0,5 % (p/v), acido acético 5 % (v/v)

e Standard Ringer's Solution: NaCl 115 mM, KCI 3 mM, BaCl: 2 mM, Hepes-Na
10 mM pH 7,4

e Tampon BSS (solucion bdsica salina): NaCl 137 mM, KCl 3,5 mM, KH>POs 0,4
mM, NazHPO«7H:0 0,33 mM, glucosa 10 mM, Tes 5 mM pH 7,4

o Tampon BSS con alta concentracion de K*: NaCl 50,9 mM, KCl 89,6 mM,
KH2PO4 0,4 mM, Na2HPO+7H:0 0,33 mM, glucosa 10 mM, Tes 5 mM pH 7,4

e Tampon de carga para dcidos nucleicos 5x: azul de bromofenol 0,25 % (p/v), azul

de xileno 0,25 % (p/v), glicerol 30 % (v/v)
o Tampon de carga para extractos proteicos 5x: Tris-HCl 62,2 mM pH 6,8, SDS

10 % (p/v), glicerol 50 % (v/v), azul de bromofenol 0,025 % (p/v), B-mercaptoetanol
20 % (v/v)
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e Tampon de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1 % (v/v)

e Tampon de lisis para extractos proteicos: Tris-HCl 50 mM pH 7,5, EGTA 2 mM,
EDTA 2 mM, sacarosa 270 mM, B-glicerol-fosfato 10 mM, pirofosfato sédico 5 mM,
fluoruro sédico 50 mM, Triton X-100 1 % (v/v), ortovanadato sédico 0,1 mM,

B-mercaptoetanol 0,1 % (v/v), inhibidores de proteasas COMPLETE™ (Roche)

o Tampon de PCR 10x. Tris-HCl 670 mM pH 8,8, (NH4)2SO4 160 mM, Tween-20
0,1 % (v/v)

e Tampon de RT 10x: Tris-HCl 500 mM pH 8,3, KC1 500 mM, MgCl2 30 mM, DTT
50mM

o Tampon de transferencia himeda: Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol

20 % (v/v)

o Tampon de transferencia semi-seca: Tris mM, glicina mM, metanol 20 % (v/v)

o Tampon PBS: NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPOs 4,3 mM, KH2PO4 1,5 mM,
pH 7,2

o Tampon TBE: Tris base 89 mM, acido boérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3

e Tampon TBS: Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 75 mM

e Tampon Stripping Buffer. Tris-HCl 62,5 mM pH 6,7, SDS 1 %, f-mercaptoetanol
100 mM
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Composicién del medio minimo esencial (MEM) con sales de Earle

.Sales, . mg/L mM
inorgénicas
CaCl, e 2H,0 264 1.8
KCI 4000 5.37
MgSO,e 7H,0 200 0.81
NaCl 6800 116.36
NaHCO; 2200 26.19
NaH,PO, ¢ 2H,0 158 1.01
Vitaminas mg/L UM
Acido pantoténico 1 4.2
Cloruro de colina 1 7.16
Acido félico 1 2.27
i-Inositol 2 111
Nicotinamida 1 8.19
Piridoxal HCI 1 491
Riboflavina 0.1 0.27
Tiamina HCI 1 2.96

Aminoacidos mg/L mM
L-Arginina e HCI 126 0.6
L-Cisteina 24 0.1
L-Glutamina 292 2

L-Histidina HCI e« H,O 42 0.2
L-Isoleucina 52 0.4
L-Leucina 52 0.4
L-Lisina e HCI 73 0.4
L-Metionina 15 0.1
L-Fenilalanina 32 0.19
L-Treonina 48 0.4
L-Triptéfano 10 0.05
L-Tirosina 36 0.2
L-Valina 46 0.39
Otros compuestos mg/L mM
D-glucosa 1000 5.55
Rojo fenol 10 0.03
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Composicion de medios de cultivo suplementados

e Medio 10/10: medio minimo esencial suplementado con glucosa 22 mM, suero de
caballo 10 % (v/v), suero fetal bovino 10 % (v/v), glutamina 1 mM y gentamicina

sulfato 0,1 mg/ml

e Medio 10: medio minimo esencial suplementado con glucosa 22 mM, suero de

caballo 10 % (v/v), glutamina 1 mM y gentamicina sulfato 0,1 mg/ml
e Medio 10/FUDR: medio minimo esencial suplementado con glucosa 22 mM,

suero de caballo 10 % (v/v), 5-fluoro-2'-desoxiuridina (FUDR) 160 pM, uridina 400

pM, glutamina 1 mM y gentamicina sulfato 0,1 mg/ml
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