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Bloqueo del intercambiador
Na*/Ca*" mitocondrial

por nuevos derivados
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Una alteracién de la homeostasia del
Ca** puede derivar en diversos proce-
sos fisiopatoldgicos, teniendo en cuen-
ta la implicacién de este i6n en innu-
merables rutas metabdlicas. De ahi
que se necesite una fina regulacién
de sus niveles intracelulares. Una de
las nuevas estrategias para modular
los niveles de Ca®* es mediante la
intervencién farmacoldgica sobre
el intercambiador Na*/Ca®* mitocon-
drial (INCm), efectuado por una fami-
lia de 4,1-benzotiacepinas, que tiene
por cabeza de serie el CGP37157. Es-
tos derivados provocan la retencién
mds prolongada de Ca** en esta orga-
nela, ayudando a que en el citosol no
se alcancen concentraciones de Ca®*
citotdxicas. En nuestro laboratorio, he-

mos llevado a cabo la sintesis de nue-
vos analogos de CGP37157 en base a
un disefio por is6steres con el objetivo
de mejorar el blogqueo del INCm y
aportar un mayor perfil citoprotector.
Presentamos los protocolos que he-
mos puesto a punto para evaluar su
capacidad bloqueante del INCm, me-
diante pulsos de histamina. Los farma-
cos sintetizados se han evaluado en
mitocondrias in situ, en células Hela
permeabilizadas y transfectadas con
la proteina ecuorina genéticamente
dirigida a la matriz mitocondrial (AEQ-
Mt-mut). De los parametros cinéticos
que obtuvimos de este primer criba-
do, se eligié el compuesto que mejor
respuesta dio a este estimulo redu-
ciendo de forma significativa la salida
de Ca** de la mitocondria. El com-
puesto elegido, ITH12575, se estudié
en mitocondrias in situ con diferentes
soluciones para poder evaluar direc-
tamente el funcionamiento del INCm
y el efecto blogueante de nuestro com-
puesto. El compuesto ITH12575 bloqued
el INCm con una CE50 de 0,69 UM,
siendo la CE50 del cabeza de serie,
CGP37157, de 1,6 uM. La medida de la
constante de aclaramiento mitocon-
drial en estas condiciones revela la
potencia del ITH12575 a la hora de
bloquear el INCm; en préximos expe-
rimentos podremos correlacionar la
actividad blogueante del INCm con el
efecto citoprotector encontrado.

02.

El condroitin sulfato

evoca corrientes de entrada,
despolarizacion y transientes de
calcio mediados por receptores
de AMPAYy kainato en neuronas
de hipocampo de rata
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La matriz extracelular en el sistema
nervioso central (SNC) estd formada
por proteinas y glucosaminoglicanos
(GAG), macromoléculas que se en-
samblan formando una red tridimen-
sional que desempefia un papel fun-
damental en el desarrollo, regenera-
cién y plasticidad en el SNC. El con-
droitin sulfato (CS) es un componente
ubicuo de la membrana celular y la
matriz extracelular; ademads, es la
molécula mas abundante de la red
perineural, una estructura reticulada
que envuelve los cuerpos y dendritas
proximales de ciertas subpoblaciones
de neuronas. En el SNC, el CS es sinte-
tizado por neuronas y glia en forma
de proteoglicanos de CS (PGCS). Se
realizaron medidas de potencial de
membrana y de corrientes mediante
la técnica de patch-clamp; ademas, se
midieron las sefiales citosélicas de Ca**
por fluorescencia; todo ello en culti-
vos primarios de células hipocampa-
les de embrién de rata. Hemos en-
contrado que el CS es capaz de inducir
una corriente de entrada (fundamen-
talmente de cationes de Na*) que ge-
nera una despolarizacién en la célula
e, incluso, el disparo de potenciales
de accién. Ademas, la perfusion de CS
sobre células hipocampales produjo
el esperado transiente de calcio. To-
dos estos efectos fueron bloqueados

en gran parte por los blogueantes
inespecificos de AMPA/kainato (CNQX
0 NBQX) y, en menor parte, por el an-
tagonista AMPA-selectivo GYKY53655.
Sin embargo, no hemos observado
implicacion del subtipo NMDA en es-
tos efectos. El efecto resultd ser espe-
cifico para este GAG, ya que ni el aci-
do hialurénico ni la heparina fueron
capaces de producir los efectos del CS.
Describimos por primera vez el efecto
de este GAG sobre la neurotransmi-
sion glutamatérgica. Ademas, hemos
descubierto un efecto directo del CS
sobre los receptores AMPA/kainato
que son de vital importancia para re-
gular la neurotransmision en el hipo-
campo, implicados también en los fe-
némenos de potenciacion y depresion
a largo plazo. Este hallazgo afiade
una diana mas a las hasta ahora des-
critas para el CS, y podria explicar al-
gunas de las funciones descritas para
el CS en el SNC; por ejemplo, el trata-
miento con enzimas que liberan el CS
del ntcleo proteico del PGCS restable-
ce la conectividad y plasticidad de neu-
ronas inmersas en el tejido cicatricial.

03.

El factor de transcripcion Nrf2
como nueva diana terapéutica
para la enfermedad de Parkinson

A. Cuadrado-Pastor

Instituto de Investigaciones Biomédicas
Alberto Sols. CSIC. Universidad Auténoma
de Madrid. Madrid.

El dafo oxidativo e inflamatorio, la ex-
posicién a toxinas ambientales y la
agregacion de proteinas son las sefias
de identidad de la enfermedad de
Parkinson (EP) esporadica y familiar.
Todos estos acontecimientos pueden
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ser apagados mediante la regulacién
de la actividad del factor de transcrip-
cién Nrf2. Esta proteina ha surgido en
los dltimos afios como un factor criti-
co para mantener la homeostasis del
tejido y para prevenir la progresién de
la enfermedad en varios modelos ani-
males de EP. Por ejemplo, los ratones
deficientes en Nrf2 exhibieron una de-
generacion nigroestriatal y una neuro-
inflamacién exacerbadas en respues-
ta a la inoculacién crénica de la toxi-
na parkinsoniana metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) y en un mo-
delo de sobreexpresion de o-sinucleina
basado en la administracién estereo-
tactica en el mesencéfalo ventral de
un vector viral adenoasociado. Aun-
que la actividad de Nrf2 disminuye
con la edad, que es el principal factor
de riesgo para la EP, su funcién puede
ser restaurada por medios farmacolé-
gicos. La administracién intraperitoneal
del potente activador sulforafano (SFN)
aumenta los niveles de proteina Nrf2
en los ganglios basales y produce la
sobreexpresion de sus genes diana,
tales como hemo oxigenasa-1 (HO-1)
y NAD (P) H quinona oxidorreductasa
(NQO1). En ratones de tipo salvaje, pe-
ro no en ratones deficientes en Nrf2,
el SFN protege frente a la muerte in-
ducida por MPTP de neuronas dopa-
minérgicas nigrales. Los efectos neu-
roprotectores se acompafian de una
disminucién en la astrogliosis y en la
microgliosis, y de una menor libera-
cién de citocinas proinflamatorias.
Por otro lado, el principal inconve-
niente de la terapia con levodopa —el
tratamiento principal para el control
de las alteraciones del movimiento en
pacientes con EP— es el desarrollo a
largo plazo de los movimientos invo-
luntarios denominados discinesias. Es-
tos movimientos se relacionan con la
sefializacién anormal de la dopamina
en los ganglios basales. Hemos obser-
vado que la sefializacién por dopami-
na a través del receptor D1 se intensi-
fica en las neuronas espinosas media-
les del estriado de ratones deficientes
en Nrf2, y que SFN modula la sefiali-
zacion de la dopamina y reduce los
movimientos involuntarios anorma-
les en un modelo de ratén discinético.
Estos estudios proporcionan una fuer-
te evidencia para considerar a Nrf2
como tratamiento adyuvante en la EP.
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Actualmente, la administracién créni-
ca de 3,4-hidroxifenil--alanina (levo-
dopa) es el tratamiento mas eficaz
para reemplazar la pérdida de dopa-
mina que acontece en la enfermedad
de Parkinson (EP). Sin embargo, la lle-
gada discontinua de dopamina (efec-
to on-off) provoca fluctuaciones en los
sistemas nerviosos periférico y central
que, sumado al progreso de la enfer-
medad, causa la aparicién de unos
movimientos involuntarios conocidos
como discinesias. Aunque dichos efec-
tos secundarios estan ampliamente
caracterizados desde el punto de vista
farmacolégico, los mecanismos mole-
culares implicados estan todavia so-
metidos a debate. Considerando que
la generacidn de especies reactivas de
oxigeno estd estrechamente ligada
con el desarrollo de la EP, analizamos
la relevancia del estrés oxidativo en la
sefializacion regulada por levodopa
empleando ratones deficientes para
el factor de transcripcién Nrf2, consi-
derado el regulador maestro de la
respuesta antioxidante celular. Rato-
nes silvestres o nulos para Nrf2 fueron
tratados durante dos semanas con una
dosis diaria de levodopa (30 mg/kg
intraperitoneal) combinada con ben-
seracida (12 mg/kg intraperitoneal).
De acuerdo con la bibliografia, el tra-
tamiento con levodopa incrementd la

actividad de la ruta candnica de sefia-
lizacién por dopamina que incluye
DARPP-32 y ERK1/2 en los homogena-
dos estriatales. Los ratones nulos para
Nrf2 presentaron niveles mas eleva-
dos de fosfo-Thr34-DARPP-32 y de
fosfo-ERK1/2 que los ratones silves-
tres, mientras que los niveles totales
del receptor de dopamina D1 fueron
similares, es decir, la sobreactivacion
de la via por la deficiencia en Nrf2 es
independiente de los niveles de re-
ceptor. Como abordaje alternativo,
analizamos los mismos marcadores en
un modelo agudo tratando ratones
silvestres o nulos para Nrf2 con una
Unica dosis de levodopa (30 mg/kg
intraperitoneal). De acuerdo con los
resultados del modelo crénico, los ra-
tones deficientes evidenciaron una
activacion superior de fosfo-Thr34-
DARPP-32 y fosfo-ERK1/2 en respues-
ta a levodopa aguda que sus contro-
les silvestres. Para profundizar en el
analisis del papel de Nrf2 empleamos
un modelo de rodajas de estriado de
200 micras de grosor. Las secciones
estriatales procedentes de ratones
deficientes en Nrf2 o de sus controles
silvestres se trataron durante diferen-
tes tiempos con levodopa, dopamina
o el neurotransmisor control gluta-
mato. El andlisis temporal de fosfo-
Thr34-DARPP-32 y fosfo-ERK1/2 en
respuesta a los tres compuestos em-
pleados evidencié que los ratones nu-
los para Nrf2 presentaban una activa-
cién mas prolongada, sugiriendo un
desequilibrio en la actividad de las ci-
nasas o de las fosfatasas. Todos estos
resultados sugieren un papel relevan-
te de Nrf2 como mediador de la sefia-
lizacién por levodopa. Este estudio
apunta que Nrf2 podria ser una nue-
va diana terapéutica para modular el
efecto discinético provocado por el tra-
tamiento con levodopa.

05.

Relevancia funcional del
eje GSK3/Nrf2 en el control
de la homeostasis redox
en hipocampo
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Los mecanismos de defensa frente a
estrés oxidativo se encuentran gober-
nados por un sistema antioxidante
que esta controlado por el factor de
transcripcion Nrf2. Los niveles de Nrf2
estan estrechamente regulados a tra-
vés de dos mecanismos de degrada-
cién mediados por dos adaptadores
ubiquitina E3 ligasa denominados Ke-
ap1y B-TrCP. La regulacién de Nrf2
por Keapl supone su degradacion
sensible a estrés oxidativo. Sin em-
bargo, la degradacién de Nrf2 media-
da por B-TrCP es dependiente de su
fosforilacién por GSK3. Nrf2 es fosfori-
lado por GSK3 y, entonces, es recono-
cido por B-TrCP, que lo marca para su
degradaciéon dependiente del pro-
teasoma. Mientras que la requlacién
de Nrf2 por Keap1 esta ampliamente
descrita in vivo en diferentes contex-
tos fisiopatoldgicos, la relevancia fun-
cional de este sequndo mecanismo
dependiente del eje GSK3/B-TrCP no
se ha descrito hasta este momento. El
efecto de GSK3 en la actividad de Nrf2
in vivo se analizd mediante la inyec-
cién intraperitoneal de un inhibidor
de GSK3, SB216763, y mediante el
uso de ratones con una depleciéon
condicional de GSK3f en neuronas de
hipocampo. La reduccién de los nive-
les de GSK3 en el hipocampo dio lu-
gar a un incremento en la estabilidad
de Nrf2, mientras que los niveles de
Keap1y B-TrCP no variaron. Ademas,
este aumento de Nrf2 correlacioné
con un incremento de la expresion de
los genes que son controlados por es-
te factor. Finalmente, las neuronas de
hipocampo de ratones con una deple-
cién condicional de GSK3[ exhibieron
niveles elevados de glutation (GSH) y
niveles reducidos de malondialdehido
y proteinas carboniladas. En conjun-
to, estos resultados demuestran que
la interrupcion del eje GSK3/B-TrCP a
nivel de GSK3 provoca un aumento de
Nrf2 y de sus genes diana in vivo, in-
crementando la capacidad antioxi-
dante celular. Este estudio sugiere un
nuevo mecanismo de regulacién de
Nrf2 a través de GSK3 y proporciona
una nueva estrategia de neuroprotec-
cién basada en la utilizacion de far-
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macos que modulan la actividad de es-
ta cinasa en el cerebro.

0e6.

Sefiales de importe y
exporte nucleares controlan
la localizacion subcelular de
Nurr1 en respuesta al estrés
oxidativo

A.J. Garcia-Yaglie, P. Rada-Llano,
A.l. Rojo-Sanchis, I. Lastres-Becker,
A. Cuadrado-Pastor
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Los receptores nucleares comprenden
una gran variedad de factores de
transcripcion como, por ejemplo, los
receptores de esteroides o receptores
de hormonas. Nurrl pertenece a una
subfamilia de receptores nucleares
denominados ‘huérfanos’ porque la
zona de unién a su ligando estd blo-
queado por voluminosos aminodcidos
hidrofébicos. Otros dos miembros de
esta familia son Nur77 y Nor-1. Nurr1
se encuentra predominantemente dis-
tribuido por el sistema nervioso cen-
tral y participa en la adquisiciéon y
mantenimiento del fenotipo dopami-
nérgico. Controla el metabolismo de
la dopamina a través de la requlacién
de genes como la tirosina hidroxilasa,
el transportador de dopamina, etc. La
pérdida o las alteraciones de este gen
se han relacionado con la enferme-
dad de Parkinson y otros trastornos
psiquidtricos. Aunque su funcién esta
bien descrita, un aspecto importante
y poco conocido es el relacionado con
su regulacién. Algunos mecanismos
de regulacién descritos para Nurr1 se
centran en el control de su actividad
transcripcional o bien en su estabili-
dad. En estos tltimos afos, varios tra-
bajos proponen un nuevo mecanismo
de regulacién de Nurr1, basado en el
control de su localizacién subcelular.
A su vez, se ha caracterizado el con-
trol de la localizacién subcelular que
sufre otro miembro de esta familia,
como es Nur77, a través de mecanis-
mos que implican heterodimerizacion
y estrés oxidativo. Con estos conoci-
mientos, decidimos estudiar si el trafi-
co subcelular podria considerarse co-

Mo un nuevo componente en la regu-
lacién de este factor de transcripcion.
Asi, en este estudio, caracterizamos
en la secuencia primaria de Nurr1, la
presencia de una sefial de localizacion
nuclear bipartita (NLS) dentro del do-
minio de unién a ADN y dos sefiales
de exporte nuclear (NES) en el domi-
nio de unién a ligando, que regulan
el trafico subcelular de Nurr1. Median-
te mutagénesis dirigida, analizamos
la funcién de dichas sefales en el con-
trol de la salida y entrada de Nurrlen
el nucleo. Los ensayos de inmunofluo-
rescencia e inmunotransferencia re-
velaron que Nurrl es principalmente
nuclear, mientras que mutaciones en
la sefal bipartita NLS provocan la acu-
mulacién de Nurr1 en la fraccién cito-
sélica y la disminucidn de la expresion
del reportero de NBRE-Luc. La fusién
de estas sefiales NLS a la proteina ver-
de fluorescente (EGFP) reveld que la
secuencia NLS2 induce la acumula-
cién nuclear de la proteina quimérica,
indicando que esta secuencia es sufi-
ciente para localizar a Nurr1 en el nu-
cleo. Por otro lado, la mutagénesis de
las sefiales NES produjeron la inhibi-
cién del exporte de Nurrl mediado
por la forma activa de la exportina-1
(CRM1) y provocando su acumulacién
en la fraccién nuclear. La fusion indivi-
dual de estas sefiales NES a la protei-
na verde fluorescente revelé que am-
bas inducen el exporte de EGFP a la
fraccidn citosélica en presencia de la
exportina CRM1, demostrando que
estas secuencias son necesarias y sufi-
cientes para inducir el exporte nuclear
de Nurrl. El estrés oxidativo es un
componente muy importante en di-
versas patologias, entre ellas su parti-
cipacién en enfermedades neurode-
generativas. Recientemente, se ha des-
crito que la excitotoxicidad por gluta-
mato provoca el exporte de estos re-
ceptores nucleares, entre ellos Nurr1.
Por tanto, nos propusimos determinar
si la localizacién subcelular de Nurrl
es susceptible por arsenito sédico, un
inductor cldsico de estrés oxidativo y
mitocondrial. Mediante fraccionamien-
tos subcelulares en células dopaminér-
gicas MN9ID se observd que los nive-
les nucleares de Nurr1 disminuyen en
presencia de arsenito sddico tras 30,
60 y 90 min de tratamiento, corres-
pondiéndose con un leve incremento
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de la proteina en la fraccién citoséli-
ca, mientras que el uso previo de lep-
tomicina B, un inhibidor de la exporti-
na CRM1, mantuvo constantes los ni-
veles de proteina nuclear, lo que indica
que el exporte de Nurr1 estd regulado
por estrés oxidativo. Esta disminucion de
los niveles de Nurr1 nucleares se acom-
pafié de una disminucién de la expre-
sién de genes regulados por Nurr1,
como son la tirosina hidroxilasa, el
transportador vesicular 2 de mono-
aminas y la L-aminoacido aromdtico
descarborxilasa, cercano a un 50% a
partir de tres horas de tratamiento
con arsenito sddico. Para conocer el
mecanismo que induce el exporte de
Nurr1 por arsenito sédico, realizamos
fraccionamientos subcelulares e inmu-
nofluorescencias en células HEK293T
transfectadas con los mutantes en el
exporte de Nurrl, Observamos que el
mutante en la sefial NES2* es insensi-
ble al cambio de localizacién subcelu-
lar, mientras que, con la versién sal-
vaje de Nurrl, existe un aumento de
la cantidad de proteina en la fraccién
citosélica, acompafiado de una caida
de los niveles en la fraccién nuclear a
partir de los 30 min de tratamiento.
Ademas, el uso de un agente antioxi-
dante como N-acetil-cisteina inhibié
el exporte de Nurr1 mediado por el ar-
senito sddico, del mismo modo que el
mutante NurrINES2*. Por tanto, este
estudio ilustra que Nurrl posee un
mecanismo de regulacién asociado al
control de su localizacién subcelular y
que el estrés oxidativo cambia este
equilibrio en favor de la acumulacién
citosélica de Nurr1.

07.

El factor transcripcional Sp1
regula la expresion del receptor
purinérgico P2X7
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Los receptores purinérgicos se encuen-
tran ampliamente distribuidos por el
sistema nervioso central (SNC), estan-
do presentes tanto en neuronas co-
mo en glia. Se dividen en dos grandes
familias, dependiendo de su mecanis-
mo de accidén: receptores metabotré-
picos P2Y y receptores ionotrdpicos
P2X. El receptor P2X7 pertenece a es-
ta familia de canales catidnicos de-
pendientes de ATP y media la entrada
no selectiva de cationes cuando es ac-
tivado por el ligando apropiado. Ac-
tualmente, se conocen siete miem-
bros de esta familia, pero P2X7 se di-
ferencia del resto en cuanto a su es-
tructura molecular, farmacologia y
funcién. El receptor P2X7 tiene un pa-
pel importante tanto en procesos fi-
siolégicos como patolégicos dentro
del SNC. Asi, se encuentra implicado
en el desarrollo neuronal embriona-
rio/posnatal y en la aparicién de di-
versos procesos neurodegenerativos,
inflamatorios y tumorales donde los
niveles de expresion del receptor
P2X7 parecen ser cruciales. A pesar de
ello, existe un gran desconocimiento
sobre los mecanismos que regulan la
expresion gendmica de este receptor
en los distintos tejidos/células del SNC.
Para esclarecer este tema, se ha clo-
nado e identificado funcionalmente
el promotor activo del gen P2rx7 de
ratén. Este promotor carece de cajas
TATA 'y CAAT y contiene siete sitios pu-
tativos de unién para el factor de
transcripcion Sp1. Se delimité una re-
gion promotora minima de P2rx7 (de
—249 a +17) que contiene cuatro si-
tios SP1, dos de ellos altamente con-
servados en mamiferos. Se ha confir-
mado la funcionalidad de estos sitios
SP1 por mutagénesis dirigida, sobre-
expresion e interferencia de Sp1 en
células de neuroblastoma murino N2a.
Mediante el tratamiento con mitrami-
cina A, se ha reducido la actividad
transcripcional mediada por Sp1, dis-
minuyendo los niveles enddgenos del
receptor P2X7 tanto en cultivos de
neuronas y astrocitos corticales como
en la linea de macréfagos murinos
RAW 264.7. Usando el ratén transgé-
nico P2rx7-EGFP, que expresa GFP bha-
jo el promotor de P2X7, hemos obser-
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vado una correlacién entre la expre-
sién del reportero y los niveles de Sp1
en el cerebro. Mediante el clonaje y la
caracterizacién funcional del promo-
tor, nuestros experimentos aportan la
primera evidencia molecular de que
Sp1 desempefia un papel decisivo en
el control de la expresion del gen P2rx7
en el sistema nervioso.

08.

Los receptores P2X7 y P2Y2
regulan el procesamiento de
la proteina amiloide a través
de GSK3p

J.I. Diaz-Hernandez?, R. Gémez-
Villafuertes®, M. Ledn-Otequi?,

A. del Puerto©, J.J. Lucas®, J.J. Garrido®,
J. Gualix®, M.T. Miras-Portugal?,

M. Diaz-Herndndez?®

?Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular. Facultad de Veterinaria.
Universidad Complutense de Madrid.
®Centro de Investigacion Biomédica en Red
sobre Enfermedades Neurodegenerativas
(CIBERNED). ¢ Centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa. CSIC. Universidad Auténoma
de Madrid. Madrid.

La produccién de péptido amiloide
(AB) a partir de la proteina precursora
de amiloide (APP) es esencial en la for-
macion de las placas seniles caracte-
risticas de la enfermedad de Alzheimer
(EA). Sin embargo, las sefiales extra-
celulares que mantienen el balance
entre los procesamientos proteoliti-
cos amiloidogénicos y no amiloidogé-
nicos de la APP, mediados por a-se-
cretasa y B-secretasa, respectivamen-
te, permanecen poco conocidos. En el
presente trabajo, describimos la requ-
lacién del procesamiento de APP me-
diada por el receptor P2X7. En lineas
celulares, la inhibicién del receptor
P2X7, tanto nativo como sobreexpre-
sado, incrementa la actividad a-secre-
tasa, efecto que parece estar media-
do a través de la inhibicién de la glu-
cdgeno sintasa cinasa 3B (GSK3p).
Por el contrario, la activacion de P2X7
conduce a una reduccién de la activi-
dad o-secretasa en estos modelos.
Por otro lado, la activacién del recep-
tor P2Y2 presente en estas células in-
crementa la actividad o-secretasa, lo
que indica una estrecha regulacién
del procesamiento de APP a través de
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los receptores purinérgicos. La inhibi-
cién in vivo, al incrementarse el proce-
samiento no amiloidogénico de APP
por un aumento en la actividad a-se-
cretasa del receptor P2X7 en el ratén
J20, un modelo murino de la variante
familiar de |a EA, el cual expresa la APP
humana con las mutaciones Swe/Ind,
induce un descenso significativo del
numero de placas amiloides localiza-
das en el hipocampo. Esta disminu-
cién en el nimero de placas en los ra-
tones tratados con el inhibidor de P2X7
coincide con un descenso en la activi-
dad de GSK3p. Las evidencias in vivo
mostradas en este trabajo demues-
tran el potencial terapéutico de la mo-
dulacién de los receptores purinérgicos
en el tratamiento de la EA familiar.

09.

El polimorfismo P86L del
canal de Ca** CALHM1 induce
mayor citotoxicidad en
presencia de -amiloide

A.J. Moreno Ortega**<¢, |. Buendia®®,
J. Egea®®, M. Garcia-Lopez®®,
A. Garcia-Garcia®>“¢, M.F. Cano-Abad ¢

?Instituto Tedfilo Hernando de 1+D
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de Medicina. Universidad Auténoma de
Madrid. <Servicio de Farmacologia Clinica.
dInstituto de Investigaciones Sanitarias La
Princesa. Hospital Universitario La Princesa.
Madrid.

P86L-CALHM1, un polimorfismo del
nuevo canal de Ca** CALHMY, se rela-
ciona con la etiopatogenia de trastor-
nos degenerativos: enfermedad de Al-
zheimer (EA), epilepsia del I6bulo tem-
poral o enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob. La expresion de P86L en la mem-
brana celular media un transitorio de
Ca?* citosélico y mitocondrial en for-
ma de meseta y con un aclaramiento
lento. Este patrén de Ca** tan particu-
lar se traduce en una alteracién en el
procesamiento de la APP con un dis-
balance en el B-amiloide (BA). Es de-
cir, hay mas fraccién de BA en detri-
mento de APP, con respecto a las con-
diciones control: CALHM1. Sin embar-
go, se desconocen las rutas de sefiali-
zacién intermedias que activa el Ca?*
que entra a través de P86L y la inte-
raccion del BAy P86L. En este trabajo,

hemos querido averiguar el papel de
P86L, Ca** y BA en la sefializacion in-
tracelular. Con ese propdsito, hemos
analizado la homeostasia del Ca** ci-
tosélico y los patrones de expresién
de proteinas relacionadas con la su-
pervivencia celular, como CREB y ERK.
Para ello, hemos utilizado células He-
La transfectadas transitoriamente con
la forma nativa o mutada del canal
CALHM1. Las medidas de Ca** citosdli-
co se han realizado con ecuorinas diri-
gidas genéticamente al citosol. Los ni-
veles proteicos se han determinado
mediante Western-blot. Finalmente,
se ha cuantificado la viabilidad celular
mediante MTT. Hemos encontrado que,
en las células transfectadas con P86L
0 CALHM1 y tratadas con BA (5 uM
agregado), el patrdn tipico de Ca?* ci-
tosélico a través del canal desapare-
ce, la expresion de CREB y ERK dismi-
nuye de forma significativa en las cé-
lulas que expresan P86L, pero no en
aquellas que expresan el canal nati-
vo, y existe una mayor vulnerabilidad
celular en las células que expresan
P86L. Los pacientes con EA homocigo-
tos para P86L tienen un mayor riesgo
de sufrir EA probablemente porque la
expresion de P86L en presencia de BA
confiere una mayor vulnerabilidad ce-
lular, al alterar rutas como ERK'y CREB.

Sesion 2. Neurotransmision,
neurosecrecion y plasticidad
sinaptica

010.

Distribucion mitocondrial
en células cromafines y

su relacion con la secrecion
J. Villanueva-Roig, S. Viniegra,

V. Garcia, M. Francés, L.M. Gutiérrez

Instituto de Neurociencias de Alicante. CSIC.
Universidad Miguel Hernandez. Alicante.

Mediante técnicas de microscopfa con-
focal de alta resolucion, utilizando mar-
cadores fluorescentes especificos de
mitocondria, se determind la distribu-
cién de las mitocondrias en el interior
de células cromafines en cultivo. Para
ello, se procedié a medir las distancias

y posiciones de las mitocondrias con
respecto a distintos elementos como
la barrera cortical de actina y los com-
ponentes del complejo de fusidn
(SNAP25). Finalmente, se realizaron
las mismas mediciones con respecto
a los marcadores de secrecion tras el
estimulo (DBH). Nuestros datos evi-
denciaron que, en relacién a la ma-
quinaria secretora o la zona de fusién
de vesiculas, existen tres poblaciones
mitocondriales: la primera de ellas
colocalizaria con los puntos de fusion;
la segunda estaria embebida en la
barrera cortical de actina y se dis-
pondria a una distancia promedio de
300-400 nm de la zona de fusidn; fi-
nalmente, existiria una poblacion
mas interna, adyacente a la zona pe-
rinuclear, que en principio no interfe-
riria en la homeostasis del calcio res-
ponsable del disparo de la exocitosis.
Nuestros datos apoyarian la idea de
que la poblacién de mitocondrias mas
préxima a la zona de fusién podria ac-
tuar como un sistema de regulacién
de los niveles de calcio tras el estimu-
lo, pudiendo a su vez contribuir a apor-
tar el ATP necesario para el proceso
de exocitosis.
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Efectos del pH extracelular
sobre la activacion de los canales
de calcio, la excitabilidad de
membrana, las senales de
calcio y la exocitosis en células
cromafines
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Auténoma de Madrid. Servicio de
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Universitario La Princesa. Universidad
Auténoma de Madrid. Madrid.

El influjo de calcio a través de los ca-
nales de calcio dependientes de vol-
taje (CCDV) conduce a numerosos
eventos intracelulares, incluyendo la
contraccién muscular, la liberacién de

www.neurologia.com  Rev Neurol 2013; 56 (3): 171186
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neurotransmisores y la regulacién en
la transcripcién de genes. Las familias
Cavl y Cav2 comprenden los CCDV
que requieren una fuerte despolariza-
cién para ser activados, mientras que
la familia Cav3 incluye los canales de
calcio de bajo umbral de activacién
que se activan a voltajes mas negati-
vos y cercanos al potencial de reposo
de membrana. Varios estudios han
demostrado que el pH extracelular al-
tera las propiedades de permeabili-
dad y apertura de los canales de cal-
cio cardiacos de tipo T (Cav3) y tipo L
(Cav1). Se han identificado importan-
tes sitios de adicién de protones so-
bre las moléculas proteicas de las fa-
milias Cav1y Cav2, asi como de Cav3,
reacciones que estarian modificando
la permeabilidad y selectividad de los
CCDV. Estos estudios sugieren que los
iones de Ca** compiten con los H* pa-
ra neutralizar las cargas negativas de
la superficie de la molécula proteica
del CCDV, y por los sitios del interior
del canal que controlan la selectivi-
dad y la permeabilidad, incluidos los
residuos de aspartato y glutamato
que conforman el filtro de selectivi-
dad del canal iénico. Numerosos tra-
bajos han descrito el efecto de varia-
ciones del pH extracelular modulan-
do corrientes de calcio en diferentes
tipos neuronales, células cardiacas, ter-
minales nerviosos presindpticos, célu-
las musculares o células bipolares de
la retina; sin embargo, apenas se en-
cuentran estudios en célula cromafin
que comprueben estas observaciones.
En células HEK-293, transfectadas con
los ADN codificantes de los distintos
subtipos de canales de calcio, la acidi-
ficacién de la solucién del bafio extra-
celular produce una despolarizacién
de la membrana plasmatica y una re-
duccién en la amplitud del pico de co-
rriente de calcio, mientras que una
alcalinizacién de la solucién extrace-
lular produce el efecto contrario. Va-
rios trabajos han descrito cambios
sustanciales en el pH extracelular del
sistema nervioso, incluso bajo una
actividad normal; dichas variaciones
en el pH extracelular son dependien-
tes de la actividad celular y reguladas
durante los ritmos circadianos. Muchas
patologias —incluido el infarto cere-
bral, la hipoxia, la isquemia y la epi-
lepsia— se acompafan de una acido-

sis extracelular con valores de pH in-
feriores a 7, mientras que otra pato-
logia como la hipocapnia se asocia
con la alcalosis del pH extracelular.
Los resultados que aportamos en es-
te trabajo sugieren que acontece una
modulacién de los CCDV por efecto
del pH también en células cromafines
bovinas y células cromafines de raton.
Utilizando la técnica de patch-clamp
bajo la configuracién de parche per-
forado, y manteniendo fijos la corrien-
te o el voltaje segun corresponda, he-
mos observado que la alcalinizacion
del medio extracelular produce una
hiperpolarizacién del potencial de mem-
brana, una disminucién de la excita-
bilidad celular, que se traduce en el
cese de los disparos de potenciales de
accién espontaneos, y un incremento
en la corriente de Ba** (que pasa a tra-
vés de los CCDV) a voltajes mas hiper-
polarizantes. La perfusién de las célu-
las cromafines con una solucién extra-
celular de Tyrode, que presenta un pH
de alcalinidad leve (7,6-7,8) a mode-
rada (8,1), promueve una respuesta
secretora de catecolaminas modesta
en el primero de los casos y masiva en
el segundo, respuestas registradas me-
diante amperometria en célula Unica.
La perfusion del bafo extracelular con
pH acidos produce el efecto contrario
sobre las corrientes de Ba?*, un blo-
queo reversible. En experimentos pos-
teriores queremos observar el posible
efecto de pH alcalinos y acidos sobre
los niveles de calcio citosdlico, y si
cambios en el pH extracelular pueden
modificar otras corrientes iénicas en la
célula cromafin (K*, Na*).

012.

Cinética de la exocitosis activada
por acetilcolina, potasio,
cafeina e histamina en células
cromafines del ratén C57
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A.M. Garcia de Diego "<
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Medicamento. ® Departamento de
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College London. Londres, Reino Unido.

Las respuestas secretoras se han es-
tudiado ampliamente en la célula cro-

www.neurologia.com  Rev Neurol 2013; 56 (3): 171-186

mafin del ratén; sin embargo, no es
posible encontrar un estudio que
aborde el andlisis de la cinética fina
de la exocitosis en estas células. Por
ello, y dado que los ratones C57 se
utilizan habitualmente para desarro-
llar modelos transgénicos de diversas
enfermedades, pensamos que seria
de interés estudiar la cinética fina del
evento exocitético evocado por dife-
rentes estimulos, tales como acetil-
colina (neurotransmisor fisioldgico),
solucién Tyrode de alto potasio (des-
polarizante clasico), cafeina (agonis-
ta del receptor de rianodina del reti-
culo endoplasmico), histamina (libe-
ra calcio del reticulo endopldsmico a
través del receptor de IP3), DMPP
(agonista nicotinico), muscarina (ago-
nista muscarinico), y modulada por
mecamilamina (blogueante nicotini-
co) en el ratén C57-BL/6). Siguiendo
un protocolo de estimulacién soste-
nida durante un minuto, en primer
lugar, la acetilcolina (100 uM) activé
una respuesta cuantica de vesiculas
Unicas consistente en una rafaga
transitoria de espigas secretoras, se-
guida de una respuesta menor no in-
activable; estas dos respuestas po-
drian asociarse, respectivamente, a
la activacién de los receptores nicoti-
nicos (que sufririan un proceso mas
rapido de inactivacién) y de los mus-
carinicos (que no se inactivarian). La
respuesta evocada por el estimulo
despolarizante de la solucién Tyrode
de alto potasio (75 mM) fue, en gran
medida, similar a la provocada por la
acetilcolina, pero de mayor relevan-
cia al inicio del pulso y de caracter in-
activante (debido a la inactivacién de
los canales de Ca?* dependientes de
voltaje). Las respuestas suscitadas por
los estimulos de cafeina (20 mM) e
histamina (100 uM) son totalmente
opuestas: la cafeina provocé una exo-
citosis masiva al inicio del pulso, con
presencia de una fuerte envolvente
de oxidacion, y que tras ello desapa-
rece casi completamente, mientras
que la histamina ocasiond una res-
puesta de caracter constante duran-
te el pulso, pero sin rafaga inicial. La
exocitosis generada por los agonis-
tas nicotinico y muscarinico nos con-
trarid: por un lado, el DMPP (30 pM)
evocd una fuerte exocitosis inicial,
pero no totalmente inactivante (con-

trario a lo que cabria esperar); por
otro lado, la muscarina (30 uM) ge-
nerd una secrecién que no ocurre du-
rante el pulso, sino tras varios sequn-
dos de acabar éste. Finalmente, al
estimular con acetilcolina mas el blo-
queante nicotinico mecamilamina
(100 nM), pudimos observar una res-
puesta secretora que, comparada
con la producida por la acetilcolina,
disminuye la rafaga inicial pero man-
tiene la respuesta no inactivante. El
andlisis fino de las espigas Unicas
arroj6 datos interesantes: existe una
diferencia notable y significativa en-
tre los modelos de espiga evocados
por los diferentes estimulos utiliza-
dos, en cuanto a amplitud, carga y
tiempo y velocidad de crecimiento
y caida, ademas de los pardmetros
de los pies de espiga. Usando un pro-
tocolo de estimulacion rapida de 2 s
cada 10 s (forzando la exocitosis con-
tinua sin dejar tiempo suficiente para
la recuperacién) con acetilcolinay so-
lucién Tyrode de alto potasio fue po-
sible estudiar cémo las vesiculas son
reclutadas de los depdsitos no inme-
diatamente listos para ser liberados,
ademas de arrojar datos sobre el fe-
némeno de kiss’n’run y el reciclaje de
vesiculas. Estos datos constituyen la
base para realizar préximos experi-
mentos comparativos de estudio de
alteraciones en Ia liberacién de neu-
rotransmisores en ratones C57 trans-
génicos modelos de la enfermedad
de Alzheimer (mutante APP/PS1) y de
esclerosis lateral amiotréfica (mutan-
te SOD1-G93A).
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La cotransmisién implica la liberacién
exocitética de un neurotransmisor y
de otros compuestos que se almace-
nan con él en la misma vesicula secre-
tora. En la célula cromafin, las vesicu-
las secretoras almacenan noradrena-
lina (NA) —sdlo en las células noradre-
nérgicas— y adrenalina —sélo en las
células adrenérgicas—; con estas ca-
tecolaminas se almacenan también
grandes cantidades de ATP, opioides y
las proteinas de caracter acido cromo-
graninas. Durante el proceso de la exo-
citosis que acontece durante el estrés,
se liberan contenidos vesiculares, cu-
yas funciones fisioldgicas se conocen
poco. Puesto que la NAy la adrenalina
poseen funciones fisioldgicas distintas
pero complementarias en la adapta-
cion al estrés, cabe preguntarse tam-
bién si la modulacién de su liberacién
diferencial por el ATP, los opioides y las
cromograninas serfa distinta para una
y otra catecolamina. En este contexto,
el objetivo general de este estudio
plantea la exploracién de la posible
modulacién de la liberacién diferencial
de NA y adrenalina por los cotransmi-
sores vesiculares de las células croma-
fines noradrenérgicas y adrenérgicas,
aisladas a partir de médula suprarre-
nal bovina. En nuestros laboratorios,
hemos estudiado detenidamente la re-
gulacién de la corriente de Ca** y Ba*,
que fluye por los canales de Ca** de-
pendientes de Ca**, y su modulacién
por ATP y metionina-encefalina. Sin
embargo, tanto en otros laboratorios
como en el nuestro, hemos prestado
poca atencion al estudio de las conse-
cuencias de esa modulacién sobre la
respuesta secretora. Esta incipiente in-
vestigacion pretende dar respuesta a
esa pregunta. Las células cromafines
bovinas (5 x 10° por experimento) se
atrapan sobre un filtro en una micro-
cadmara y se perfunden con una solu-
cién Krebs-Hepes que incluye 2 mM de
Ca*", a 37 °C. Las células se estimulan
con 30 uM de acetilcolina y 35 mM
de K*, con pulsos de 1min de duracién.
La secrecién de catecolaminas totales
se determind en tiempo real con un
amperémetro. Ademads, los liquidos de
perfusion se recogieron a intervalos de
10-20 s para analizar la secrecién dife-
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rencial de NAy adrenalina. A3 uM, el
ATP aumenté un 20% la secrecién glo-
bal de catecolaminas. También a 3 pM,
la metionina-encefalina aumento la
amplitud de la respuesta secretora, pe-
ro redujo de forma significativa la se-
crecion global de catecolaminas, indi-
cando su pronta inactivacién. Esta es-
trategia de estudio en tiempo realy en
condiciones fisioldgicas de la secrecién
de catecolaminas aportara datos valio-
sos sobre su modulacién por cotrans-
misores en situaciones de estrés.
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FTY720: un analogo de la
esfingosina que potencia

la liberacion cuantal de
catecolaminas
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El procesado enzimatico de algunos Ii-
pidos constituyentes de las membra-
nas celulares da lugar a lipidos sefial
que actian gobernando diferentes pro-
cesos fisioldgicos. En concreto, el aci-
do araquiddnico y la esfingosina mo-
dulan la actividad secretora de neuro-
nas y modelos neuroendocrinos. Es-
tas sustancias ejercen su accién sobre
la fusién de vesiculas individuales mo-
dificando parametros de la cinética
de fusidn vesicular, estudiada con ae-
rometria. Recientemente, se ha apro-
bado el uso del FTY720 (fingolimod),
un analogo de la esfingosina, para el
tratamiento de la esclerosis mdltiple,
por lo que nos planteamos si esta sus-
tancia podria afectar a la liberacién
de neurotransmisores por células cro-
mafines. Nuestros resultados indican
que este farmaco altera la fusion de
granulos cromafines, prolongando de
manera drastica el tiempo de apertu-
ra del poro de fusién e incrementan-
do con ello la liberacién cuantal de
catecolaminas. Asi, tanto lipidos se-
fial como analogos estructurales de
éstos poseen la capacidad de modifi-
car las propiedades cinéticas y la can-
tidad de neurotransmisores liberados
en los eventos de fusion exocitética.

015.

Regulacion del reciclamiento
vesicular sinaptico mediada
por cGK2 en neuronas
granulares de cerebelo

A. Collado-Alsina, J.J. Ramirez-Franco,
J. Sdnchez-Prieto, M. Torres
Departamento de Bioquimica y Biologia

Molecular IV. Facultad de Veterinaria.
Universidad Complutense de Madrid. Madrid.

enormemente la proporcién de boto-
nes que reciclan sus vesiculas de for-
ma ineficiente, mostrando una pérdi-
da muy débil de la sonda fluorescente
en respuesta a la estimulacién. Asimis-
mo, la supresion de la expresion de la
proteina cGK2 o su inhibicién produce
cambios ultraestructurales relaciona-
dos con el nimero y la distribucién de
las vesiculas en los botones sinapticos.

016.

El dxido nitrico y el GMPc estan impli-
cados en el desarrollo neuronal desde
las primeras fases de la neurogénesis
y la migracién celular hasta la sinap-
togénesis. Esta diversidad de funcio-
nes fisioldgicas estan mediadas por
diferentes efectores, entre los que se
incluyen fosfodiesterasas reguladas
por GMPg, serina/treonina cinasas de-
pendientes de GMPc (cGK1y cGK2) y
canales idnicos regulados por GMPc.
Previamente demostramos que, en neu-
ronas granulares de cerebelo, el GMPc
tiene una gran influencia en el creci-
miento de las neuritas y en la madu-
racién y funcionalidad de los botones
sinapticos, a pesar de que los meca-
nismos moleculares implicados en es-
tos procesos no se conocen. El hecho
de que la expresion de cGK2 aumente
con el desarrollo celular y de que se
localice en las sinapsis hacia pensar
que esta proteina podria estar impli-
cada en las acciones del GMPc. Cuan-
do se analizé el porcentaje de boto-
nes funcionales mediante la incorpo-
racién a las vesiculas exocitadas de
un anticuerpo fluorescente, que reco-
noce un dominio intraluminal de la si-
naptotagmina, respecto al total de
botones marcados con un anticuerpo
frente a la proteina Bassoon, observa-
mos que tanto el silenciamiento de la
expresion de cGK2 con un siRNA espe-
cifico como la inhibicién prolongada
de su actividad con KT5823 conducen a
una importante reduccién en el nime-
ro de botones sinapticos funcionales.
Usando la sonda fluorescente FM1-43
para monitorizar el reciclamiento vesi-
cular, hemos observado que los dife-
rentes botones sindpticos reciclan sus
vesiculas con distintas eficiencias. La
ausencia de la proteina cGK2 o su in-
hibicién a largo plazo con el inhibi-
dor farmacoldgico KT5823 incrementa

Los receptores B-adrenérgicos
activan la proteina Epac

y potencian la liberacién

de glutamato modulando

la maquinaria exocitética

en terminales presinapticos
de corteza cerebral

J.J. Ferrero-Lopez?, A.M. Alvarez?,

J. Ramirez-Franco?, D. Bartolomé-

Martin?, F. Ciruela® M. Torres?,
J. Sdnchez-Prieto®

?Facultad de Veterinaria. Universidad
Complutense de Madrid. Madrid.
®Facultad de Medicina-Bellvitge.
Universitat de Barcelona. L'Hospitalet
de Llobregat, Barcelona.

La generacién de cAMP potencia la
transmisién sinaptica por distintos me-
canismos. Se ha descrito que el cAMP
potencia la transmisién sindptica mo-
dulando proteinas de la maquinaria
exocitética como RIM, implicada en la
preparacién de las vesiculas sindpti-
cas para la fusién. Sin embargo, se ha
descartado la fosforilacién de RIM por
la proteincinasa A (PKA) como res-
ponsable de la potenciacién de la
transmisién sinaptica iniciada por el
cAMP, por lo que permanecen sin es-
clarecerse los mecanismos por los
cuales el cAMP modula la maquinaria
exocitética y los posibles receptores
presinapticos implicados en la activa-
cién de esta via de sefalizacién. En
terminales presinapticos cerebrocorti-
cales, la potenciacién de la liberacién
de glutamato por el activador de la
adenilato ciclasa forskolina presenta
un componente PKA-dependiente sen-
sible al bloqueante de los canales de
sodio tetrodotoxina. Sin embargo, un
componente resistente a tetrodotoxi-
na e independiente de los canales de
calcio dependientes de voltaje podria
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estar asociado a la modulacién de la
magquinaria exocitética. El agonista de
los receptores B-adrenérgicos isopro-
terenol mimetiza las acciones de fors-
kolina, potenciando la liberacién por
una via independiente de PKA en la
que, sin embargo, participa el factor
intercambiador de nucleétidos ciclicos
activado por cAMP, Epac. La sefializa-
cién de los receptores 3-adrenérgicos
y la activacion de Epac activa la fosfoli-
pasa Cy la hidrélisis de fosfatidilinosi-
tol (4,5)-bisfosfato, generando diacil-
glicerol e inositol trisfosfato. Esta res-
puesta de potenciacién de la liberacién
de glutamato depende parcialmente
de la actividad de la fosfolipasa C,
aunque es totalmente independiente
de la actividad de la proteincinasa C.
La potenciacién por isoproterenol y
por la activacion de Epac se asocia a la
translocacién dependiente de diacil-
glicerol de la proteina Munc13-1, im-
plicada en la preparacion de las vesi-
culas sindpticas para la exocitosis. La
microscopia electrénica de los boto-
nes sinapticos muestra que tanto el
isoproterenol como el activador de
Epac promueven el acercamiento de
las vesiculas sinapticas a la membra-
na presindptica, lo que sugiere la mo-
dulacién de la maquinaria exocitética.

017.

Silenciamiento sinaptico
mediado por cannabinoides

J.J. Ramirez-Franco, D. Bartolomé-Martin,
B. Alonso, M. Torres, J. Sdnchez-Prieto
Departamento de Bioguimica y Biologia

Molecular IV. Facultad de Veterinaria.
Universidad Complutense de Madrid. Madrid.

Entre las numerosas formas descritas
de plasticidad sinaptica, el silencia-
miento sindptico podria clasificarse
como la forma mas abrupta de depre-
sién sindptica. Una sinapsis silente es
aquella que no muestra ningun tipo
de respuesta exocitética, a pesar de
experimentar una entrada de calcio
normal ante la llegada de un poten-
cial de accién y de poseer un nimero
de vesiculas comparable a una sinap-
sis activa. Los mecanismos por los que
una sinapsis experimenta este tipo de
plasticidad sélo se conocen parcialmen-
te. Los endocannabinoides son men-

sajeros retrégrados ampliamente im-
plicados en la regulacién de la trans-
misién sindptica en numerosas sinap-
sis del sistema nervioso central y, en
concreto, en la requlacién de la de-
presion a largo plazo en la sinapsis es-
tablecida entre las fibras paralelas de
las células granulares de cerebelo y
las dendritas de las neuronas de Pur-
kinje. En el presente trabajo hemos
estudiado la induccién del silencia-
miento sindptico mediante la activa-
cion del receptor de cannabinoides de
tipo 1 (CB1R) y las posibles vias impli-
cadas en este fendmeno, mediante el
uso de dos estrategias de monitori-
zacion del ciclo vesicular, la sonda
FM1-43 y una variante modificada del
transportador de glutamato de tipo |
(VGIuT1) unida a GFP que permite mo-
nitorizar, en célula viva y a tiempo
real, la dindmica de exocitosis y endo-
citosis en las sinapsis durante perio-
dos de estimulacién. La induccién de
silenciamiento es atribuible a la acti-
vacion de CB1R, pues es abolida me-
diante el uso de rimonabant (antago-
nista selectivo de CB1) y requiere una
exposicion prolongada al agonista
HU-210, como demuestran los experi-
mentos de FM1-43 y sinaptofluorina.
Este efecto no es reproducible me-
diante una activacién breve del men-
cionado receptor. El silenciamiento si-
naptico mediado por la activacién del
receptor CB1 parece ser independien-
te de la inhibicién de la entrada de
calcio, como demuestran los experi-
mentos llevados a cabo en presencia
de concentraciones suprafisiolégicas
de calcio, y es revertido por la coincu-
bacién con forskolina, activador de la
adenilato ciclasa. La reversion de es-
tos efectos parece dependiente de la
activacion de dos dianas de la via del
AMPc, la proteincinasa A (PKA) y el
factor intercambiador de nucleétidos
de guanina activado por AMPc (EPAC),
lo que queda demostrado por el uso
de su agonista selectivo (8-pCPT-2"-O-
Me-cAMP), que conllevé una reversion
del efecto de silenciamiento inducido
por HU-210. Ademas, tras el estudio
ultraestructural, la induccion del silen-
ciamiento se acompafié de una re-
traccién de las vesiculas mas cercanas
a la zona activa tanto en sinaptosomas
de corteza como en neuronas granu-
lares de cerebelo en cultivo, efecto que
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no se manifestd en sinaptosomas que
provenian de animales knock-out del
receptor CB1 (Cnr1 KO). Estos resulta-
dos indican que la activacién del re-
ceptor CB1 conduce a la inhibicién de
la adenilato ciclasa y que esta inhibi-
cién conlleva, via mecanismos depen-
dientes de PKA y EPAC, una retraccién
de vesiculas préximas a la zona activa
que acompafan al silenciamiento. Ex-
perimentos de inmunocitoquimica
post hoc en redes de neuronas en cul-
tivo demostraron que la susceptibili-
dad de silenciamiento de sinapsis in-
dividuales viene determinada por la
relacién de contenidos de RIM1a (rab
interacting molecule) y CB1R. El conte-
nido de otras proteinas implicadas en
la formacion del complejo de fusidn,
como es el caso de Munc13-1, no pa-
rece crucial a la hora de determinar la
sensibilidad al silenciamiento.

Sesion 3. Seiiales de calcio
y vias de sefalizacion celular

018.

Un nuevo papel para el
intercambiador Na*/Ca?*

de la membrana plasmatica
(INC) revelado a temperatura
fisiologica: conformacién de las
sefiales de Ca®* y exocitéticas
durante la despolarizacién

de las células cromafines

J.A. Arranz-Tagarro®¢, J.F. Padin-
Nogueira®?, J.C. Fernandez-Morales®®,
R. Olivares®, S. Vestring *, E. Calvo-
Gallardo®®, A. Garcia-Garcia ¢
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de Medicina. Universidad Auténoma de
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Instituto de Investigacion Sanitaria.
Hospital Universitario La Princesa.
Universidad Auténoma de Madrid. Madrid.
dDepartamento de Farmacologia. Facultad
de Farmacia. Universidad de Santiago

de Compostela. Santiago de Compostela,
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de Alicante. CSIC. Universidad Miguel
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Tanto la actividad del intercambiador
Na*/Ca?* de la membrana plasmatica
(INC) como la liberacién exocitética
de catecolaminas de las células cro-
mafines son muy sensibles a la tem-
peratura. En esta investigacion hemos
aprovechado esta circunstancia para
explorar los efectos del KB-R7943
(KBR), un blogueador del INC, sobre
la cinética de las corrientes de Ca®*
(ICa), las variaciones transitorias de
la concentracién citosdlica de Ca**
([Ca*]c) y la liberacién exocitdtica de
catecolaminas, monitorizados en una
sola célula o en poblaciones de célu-
las, generadas por pulsos de alto K*
—despolarizacién celular y entrada de
Ca”* a través de canales de Ca®* de-
pendientes de voltaje (CCDV)- o por
cafeina o histamina —liberacién de
Ca* desde el reticulo endoplasmati-
co—,a22y37°C. A22°C, los efectos
del KBR sobre estos pardmetros fue-
ron escasos o nulos. Sin embargo, a
37 °C, que se estd moviendo Ca** me-
diante el INC a una velocidad cinco
veces mayor que a 22 °C, los distintos
efectos de KBR fueron mas pronun-
ciados: ausencia de efectos sobre la
ICa, reduccién de la amplitud de las
variaciones transitorias de la [Ca*]c
y desaceleracion de su tasa de aclara-
miento, bloqueo de la liberacién
cuantica de catecolaminas inducida
por K*, bloqueo de la liberacién de
salvas de espigas inducida por K*, au-
sencia de efecto en la liberacién de
catecolaminas inducida por pulsos des-
polarizantes (PD) cortos de K* (1-2 s)
y bloqueo de las respuestas produci-
das por PD mas largos de K* (3-5's),
ausencia de efecto sobre la liberacién
de catecolaminas inducida por Ca** en
células sometidas a electroporacién,
y potenciacién de la secrecién induci-
da por histamina o cafeina. Sobre la
base de estos resultados proponemos
que, bajo condiciones de temperatu-
ra fisiolégica, el INC puede contribuir
a conformar la cinética de las variacio-
nes transitorias de la [Ca®*]cy las res-
puestas exocitéticas inducidas por un
PD, en dos etapas: primero, durante
la despolarizacién, el modo reverso
del INC puede contribuir sustancial-
mente a la entrada de Ca?*; esta con-
tribucién puede ser particularmente
relevante (aunque a una menor tasa
en comparacion con los CCDV) a PD
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mas largos (3-10 s) en los cuales los
CCDV experimentan una pronuncia-
da inactivacion dependiente de Ca**y
voltaje. Sequndo, tras la finalizacién
de los PD, el modo directo del INC
puede contribuir a un aclaramiento ace-
lerado del Ca** de las variaciones tran-
sitorias de la [Ca®*]c generadas en zo-
nas adyacentes a la membrana plas-
matica. Estas acciones en dos pasos
podrian colaborar en el mantenimien-
to de una respuesta saludable de la
liberacién de catecolaminas, particu-
larmente bajo condiciones de estrés
prolongado en las que los CCDV pue-
den inactivarse sustancialmente.

019.

Modulacién por el calcio
del canal de calcio asociado
al receptor nicotinico a7

R. de Pascual-Castillo®®, C. Pérez de
Nanclares®®, I. Colmena®®, M. Maroto-
Pérez®®, A. Garcia-Garcia®®<, L. Gandia®®

?Instituto Tedfilo Hernando de I+D

del Medicamento. ® Departamento de
Farmacologia y Terapéutica. Facultad de
Medicina. Universidad Auténoma de Madrid.
¢Servicio de Farmacologia Clinica. Instituto
de Investigacién Sanitaria. Hospital
Universitario La Princesa. Universidad
Auténoma de Madrid. Madrid.

Los canales iénicos permeados por el
Ca* se activan por el voltaje —canales
de Ca** dependientes de voltaje (CCVD)-,
por el nivel de Ca** del reticulo endo-
plasmico —canal capacitativo—, por se-
gundos mensajeros —canales asocia-
dos a los receptores IP3 y rianodina
del reticulo endoplasmico—o por neu-
rotransmisores tipo glutamato —cana-
les NMDA 0 AMPA-o acetilcolina (ACh)
—receptor nicotinico a7-. El propio
Ca”, que permea estos canales, pro-
duce su inactivacién cuando su con-
centracion citosdlica se eleva en el en-
torno del canal ([Ca*]c). Tal es el ca-
so de los CCVD de la célula cromafin
bovina, cuyas corrientes de Ca** (ICa),
la elevacion de la [Ca**]cy la respues-
ta exocitética de catecolaminas se in-
hiben con la despolarizacién prolon-
gada y cuando el Ca** se acumula en
el entorno de los canales. Resulta Ila-
mativo el hecho de que la inhabilita-
cion del secuestro de Ca** por la mito-
condria con el protonéforo FCCP pro-
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duzca una rdpida inactivacién de los
CCVD. La pregunta de si el Ca** modu-
la el canal de Ca®* asociado al recep-
tor nicotinico a7 la hemos explorado
en células de neuroblastoma huma-
no que sobreexpresan este canal. La
corriente de entrada de Ca** que fluye
por este canal, cuando la célula se es-
timula con ACh (IACh), se explord con
la técnica de patch-clamp en su confi-
guracion de célula entera. La aplica-
cién de pulsos de 100 uM de ACh, jun-
to con el modulador nicotinico a7
PNU120596 (3 y 10 uM), produjo una
IACh de 5nAen2 mMde Ca*y3,5nA
en 20 mM de Ca*; la interrupcion del
secuestro de Ca** por la mitocondria
con la asociacién oligomicina-roteno-
na (OR) o con el protondforo FCCP re-
dujo la IACh un 60-80%, y la retirada
de los compuestos ocasioné una rapi-
da recuperacion de la amplitud inicial
de IACh. Estos experimentos sugieren
que la [Ca**]c podria estar regulando
la IACh modulada por PNU, via cana-
les de Ca*" a7. El mecanismo de esta
regulacién se encuentra en fase de es-
tudio en nuestro laboratorio.

020.

La manipulacién farmacolégica
de los reservorios de calcio
intracelular produce diferencias
en la contraccion adrtica

por noradrenalina entre los
modelos de rata hipertensa
SHR y el modelo inducido

por estreptozotocina

J.F. Padin-Nogueira®®, D. Castro-Musial
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Gallardo®®, M. Maroto-Pérez>®, J.A.
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La hipertensién arterial se caracteriza
por un incremento sostenido en la
presion arterial (> 140 mmHg sistdli-
cay > 90 mmHg diastdlica), siendo
mas frecuente en diabéticos que en la
poblacién general. A su vez, la diabe-
tes se caracteriza por una elevada
concentracién de glucosa en sangre,
bien por una deficiencia en la insulina
(diabetes tipo 1) o por una insensibili-
dad de las células del cuerpo a la ac-
cién de ésta (tipo II). La hipertensiény
la diabetes tienen en comun una dis-
funcién en el eje hipotalamo-simpati-
co-adrenal. Desde el punto de vista
farmacolégico, las alteraciones que
se producen en estas patologias tie-
nen en comun la deficiencia de los me-
canismos intracelulares que regulan
las concentraciones de Ca** citosdlico
([Ca*]c), donde reciben un especial
protagonismo los organulos celulares
como la mitocondria y el reticulo en-
doplasmico (RE). Por este motivo, nos
planteamos estudiar comparativamen-
te la funcién de la mitocondria y del
RE en el control del tono vascular de
anillos adrticos intactos. Para ello, he-
mos utilizado un modelo de rata es-
pontaneamente hipertensa (SHR) y un
modelo de hipertensién arterial y dia-
betes inducido farmacolégicamente,
la rata Wystar Kyoto (WKY) tratada
con estreptozotocina (60 mg/kg/intra-
peritoneal). Las SHR se utilizaron a par-
tir de 15 semanas de edad, momento
en el que ya tienen una hipertensién
arterial sistdlica establecida (21,7 +
4,1 mmHg). Como control natural de
las SHR hemos usado su congénere
no hipertenso, las ratas WKY, que mos-
traron una presion arterial sistdlica de
136,1 + 3,2 mmHg. Ademas, a las ra-
tas WKY les fue inducida hipertensién
y diabetes, que se desarrollaron a la
cuarta semana del tratamiento con es-
treptozotocina. En estos animales, los
niveles plasmaticos de glucosa a los
dos dias del tratamiento con estrepto-
zotocina fueron de 461,1+ 60 mg/dL,
y la presién arterial sistélica, de 163,1
+ 1,88 mmHg. El estudio de la res-
puesta vasoconstrictora se realizé en
anillos adrticos provistos de endotelio
realizando curvas acumulativas de con-
centracion-respuesta (CACR) a noradre-
nalina a concentraciones comprendi-
das entre 0,1nM y 100 puM. Para estu-
diar la funcién de la mitocondria en el

control del tono vascular hemos reali-
zado CACR a noradrenalina pre y pos-
tincubacién durante 15 minutos del
farmaco CGP37157 (CGP; 3 pM; blo-
queante del intercambiador Na*/Ca?*
mitocondrial) y del protonéforo FCCP
5 uM. Para estudiar la funcién del RE
hemos utilizado la combinacién de
cafeina 20 mM, rianodina 0,1 uM y
tapsigargina 1 uM. Por Ultimo, se han
estudiado los efectos inotrépicos posi-
tivos de la angiotensina Il (1 uM) so-
bre las auriculas derecha e izquierda.
Los resultados obtenidos demuestran
que el CGPy el FCCP afectan de mane-
ra diferente a la CACR de noradrenali-
na en los distintos modelos animales
de hipertension empleados en rela-
cion a las ratas WKY control. Ademas,
la combinacién de cafeina, tapsigar-
gina y rianodina produce una mayor
liberacién de calcio del RE en las SHR
que en las ratas diabéticas e hiperten-
sas, sugiriendo una mayor sobrecar-
ga de [Ca*]c. Estos resultados indi-
can que existe una participacion dife-
rencial de estos organulos celulares
en la hipertensién arterial. La mayor
sobrecarga de [Ca**]c en las SHR pue-
de tener una correlacién con la mayor
hipertrofia cardiaca de estos anima-
les: 1,22 + 0,03 g de peso de la auri-
cula izquierda (p < 0,05; ANOVA one-
way) en comparacién con los diabéti-
cos (0,95 + 0,07 g) y los WKY (1,02 +
0,02 g), asi como con los efectos ino-
trépicos negativos de la angiotensina ll
en la auricula derecha (en donde SHR
< WKY < diabética) e izquierda (en don-
de WKY < SHR < diabética). En conclu-
sién, aunque la alteracién en la requ-
lacién de la homeostasis del calcio es-
ta siempre presente en la hiperten-
sién arterial en los modelos animales
estudiados, los mecanismos y las con-
secuencias que generan esta altera-
¢ién no son los mismos.
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Sesidén 4. Neuroproteccion,
neurorregeneraciony
neurorreparacion

021.

Dianas no convencionales
para el disefio de farmacos
para enfermedades
neurodegenerativas
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Las enfermedades neurodegenerati-
vas se han convertido en uno de los
principales problemas de las socieda-
des del llamado ‘primer mundo’. El
envejecimiento de la poblacién, junto
con el estilo de vida de estas socieda-
des, estad provocando un incremento
exponencial de este tipo de patolo-
gias. Hasta el momento, todos los in-
tentos de desarrollar un farmaco efec-
tivo contra estas enfermedades han
fracasado y, por tanto, se impone un
cambio en las teorias en las que se
basa el disefio de nuevos farmacos.
Debido a que se estan describiendo
mecanismos comunes de neurodege-
neracién, como la disfuncién mito-
condrial o la produccién de especies
reactivas de oxigeno, el uso de dianas
comunes a todos los procesos neuro-
degenerativos podria ser una estrate-
gia efectiva para estas enfermedades.
En este trabajo presentamos el dise-
fio de nuevos compuestos dirigidos a
dianas no convencionales para el tra-
tamiento de patologias neurodege-
nerativas. Estas nuevas dianas se han
seleccionado teniendo en cuenta los
Ultimos estudios que relacionan estre-
chamente el estrés oxidativo, la res-
puesta antioxidante de fase Il y su re-
lacién con la evolucién de patologias
neurodegenerativas.

022.

Perfil anticolinesterasico,
neuroprotector y toxicolégico de
nuevas benzocromenotacrinas
con potencial terapéutico en
la enfermedad de Alzheimer

M. Esquivias-Pérez, M.P. Gonzalez-
Gonzélez, V. Bellver-Landete, A. Romero,
C. Arce de Obieta, J.L. Marco-Contelles,
M.J. Oset-Gasque

Departamento de Bioquimica y Biologia

Molecular II. Facultad de Farmacia.
Universidad Complutense de Madrid. Madrid.

Hemos investigado la actividad antico-
linesterasica, la capacidad neuropro-
tectora frente a bloqueantes de la ca-
dena respiratoria mitocondrial y la po-
tencial neuro y hepatotoxicidad de
una nueva serie de 14-aril-10,11,12,14-
tetrahidro-9H-benzo[5,6]cromeno-
[2,3-b]quinolin-13-aminas racémicas,
en adelante benzocromenotacrinas
(BCT) 1-14. El ensayo de la actividad
acetilcolinesterasa (hAChE), mediante
el método de Ellman, demostré que
las BCT ensayadas son, en general, po-
tentes inhibidores de la misma, con
excepcion de las BCT 12-14 (XS7, CIIV y
(17), resultados que se relacionan con
la capacidad donadora de electrones
de las BCT1-11y con la capacidad acep-
tora de las BCT 12-14. El andlisis de la
cinética de inhibicién enzimdtica para
la BCT 10 (C14) (con sustituyente n=3’,
4’,di-OMe), BCT con el mejor perfil
anticolinesterasico (IC50 = 0,083 +
0,024 uM) y gran capacidad neuro-
protectora, indica la existencia de dos
mecanismos de inhibicién enzimdtica:
uno, a bajas concentraciones de farma-
co, de tipo competitivo (Ki1= 0,007 +
0,001 uM), y otro, a altas concentra-
ciones de tipo mixto (Ki2 = 0,72 +
0,06 uM), resultado que concuerda
con la existencia de dos sitios de unién
ala hAChE, el CAS (sitio activo cataliti-
co) y el PAS (sitio anidnico periférico).
Con respecto a su actividad inhibido-
ra de la butirilcolinesterasa (hBtChE),
en general todos los compuestos
mostraron ser malos inhibidores de
dicha actividad. Los compuestos mas
efectivos fueron BCT 9 (U3) (IC50 ~
30 uM), seguido de BCT 6 (C3) y BCT 5
(C7) (IC50 ~ 50 puM). Todos los demas
compuestos mostraron una IC50 >

www.neurologia.com  Rev Neurol 2013; 56 (3): 171-186

100 pM. Esta caracteristica las dife-
rencia de la tacrina, que mostré ser
un importante inhibidor de esta acti-
vidad (IC50 ~ 0,05 pM). El efecto
neuroprotector de las BCT se estudié
mediante medidas de la viabilidad
neuronal (test XTT) en cultivos prima-
rios de neuronas corticales tratadas
con una mezcla de agentes bloquean-
tes de la cadena respiratoria mito-
condrial: oligomicina, bloqueante del
complejo V, y rotenona, blogueante
del complejo I. Este estudio mostré
que las BCT 1-11, con grupos donado-
res de electrones en el anillo aroma-
tico en C14, revirtieron significativa-
mente la disminucién de la viabilidad
neuronal producida por la mezcla de
oligomicina y rotenona, de forma de-
pendiente de la concentracién, sien-
do las mas potentes las BCT 10 (C14)
y 11 (Gu3) (con agrupamientos n=3’,
4’ di-OMey 3',4',5' tri-OMe, respecti-
vamente, en el anillo aromatico en
C14), que llegaron a recuperar el 100%
de viabilidad de los controles en con-
centraciones de 10 uM. Por el contra-
rio, las BCT 12-14, con grupos acepto-
res de electrones en el anillo aro-
matico en C14, sélo ejercieron débi-
les efectos neuroprotectores. Ademas,
las BCT 1-11, en concentraciones de
1-50 uM, no tuvieron ningun efecto
neurotoxico basal. Solamente las BCT
12-14 tuvieron un efecto neurotdxico
significativo en concentraciones de
10 y 100 pM. Este estudio se realizé
porque los efectos neuroprotectores
de tacrina decrecen en concentracio-
nes mayores de 25 uM, debido a su
efecto neurotdxico en altas concen-
traciones. Los analisis de hepatotoxi-
cidad realizados sobre la linea celular
de hepatoma humano HepG2 mos-
traron que las BCT mejoran conside-
rablemente la hepatotoxicidad indu-
cida por el compuesto de referencia,
tacrina. Se seleccionaron las BCT 1
(Gu3), 7 (CH4) y 10 (C14) con el mejor
perfil de toda la serie, evidencidndo-
se que, en las mas altas concentra-
ciones ensayadas (300 pM), estas
moléculas demostraron ser del orden
de 2,25 a 2,01 veces menos hepato-
téxicas que tacrina. En conclusion, las
nuevas BCT 1-11, y especialmente BCT
10 y 11, podrian ser buenos farmacos
potenciales en la terapéutica de la
enfermedad de Alzheimer.

023.

Nuevos derivados de gramina
como agentes neuroprotectores

M.R. Lajarin-Cuesta®, L. Gonzalez-
Lafuente®, F.J. Martinez-Sanz?,
M. Villarroya?, C. de los Rios®

2Departamento de Farmacologia y
Terapéutica. Instituto Tedfilo Hernando
de 1+D del Medicamento. Facultad de
Medicina. Universidad Auténoma de
Madrid. ® Fundacién de Investigaciones
Biomédicas. Instituto Tedfilo Hernando
de 1+D del Medicamento. Hospital
Universitario La Princesa. Madrid.

Cada vez son mas numerosas las evi-
dencias que muestran que la disfun-
cién mitocondrial, la desregulacién del
Ca?* celular y el estrés oxidativo son
procesos clave en la patogénesis de
los trastornos neurodegenerativos co-
mo la enfermedad de Alzheimer. En
nuestra blsqueda de nuevos cabezas
de serie que tengan como diana di-
chas alteraciones, el alcaloide natural
gramina y sus derivados se han des-
crito como reguladores del Ca** celu-
lar actuando sobre varias de las prin-
cipales organelas implicadas en su fi-
na regulacion. Por este motivo, cree-
mos que la sintesis y evaluacién de
nuevos derivados de gramina puede
aportar una nueva familia de com-
puestos neuroprotectores. Los huevos
compuestos sintetizados se someten
a un cribado farmacoldgico con el fin
de determinar su perfil neuroprotec-
tor. La mayoria de los compuestos en-
sayados muestran un efecto protector
significativo frente al modelo de so-
brecarga de Ca** inducida por gluta-
mato (en rodajas de hipocampo de
rata) y frente al modelo de hiperfosfo-
rilacién de la proteina tau inducida por
acido okadaico (en células SH-SY5Y).
Sin embargo, carecen de actividad fren-
te al modelo de estrés oxidativo indu-
cido por rotenona y oligomicina A (en
células SH-SY5Y), dentro del rango de
concentraciones evaluadas. El esque-
ma de sintesis utilizado ha proporcio-
nado una via éptima para la prepara-
cién de los derivados de gramina pro-
puestos, con rendimientos altos y en
dos pasos sintéticos. Los nuevos deri-
vados han mostrado un prometedor
perfil neuroprotector frente a dos de
los tres modelos de neurodegenera-
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cién evaluados. Por ello, creemos que
nos encontramos ante una potencial
nueva familia de compuestos con in-
dicacién para el tratamiento de enfer-
medades neurodegenerativas.

024.

Rutas neuroprotectoras
activadas por ConBr, una
lectina aislada de las semillas
de Canavalia brasiliensis

D.K.R. Venske?, R.M.S. Cunha®,

M. William-Lopes?, A.P. Costa?, J. Budni?,
A.LS. Rodrigues?, K.S. Nascimento®,
B.S. Cavada‘, R.B. Leal®

2Departamento de Bioquimica. Centro de
Ciencias Bioldgicas. Universidade Federal
de Santa Catarina. Floriandpolis, SC.
®Universidade do Vale do Acarau (UVA).
Sobral, CE. “BioMolLab. Universidade
Federal do Ceara. Fortaleza, CE, Brasil.

En el sistema nervioso central, la ma-
yoria de los receptores, canales i6ni-
cos y transportadores de neurotrans-
misores son glicoproteinas, cuyas ca-
denas de glicanos constituyen ele-
mentos moduladores clave. Las lecti-
nas son proteinas que reconocen y se
unen a complejos de hidratos de car-
bono que sobresalen de los glicocon-
jugados. Estudios previos de nuestro
grupo han demostrado que la protei-
na ConBr, una lectina aislada de las
semillas de Canavalia brasiliensis, pue-
de modular los sistemas de neuro-
transmisién monoaminérgicos, indu-
ciendo un efecto antidepresivo en ra-
tones. Ademas, ConBr revierte la neu-
rotoxicidad inducida por acido quino-
linico, lo que sugiere una actividad
neuroprotectora a través de la inhibi-
cién del receptor de NMDA. En base a
estos antecedentes, el objetivo del
presente trabajo fue dilucidar las vias
de transduccidn de sefiales modula-
das por ConBr que podrian estar po-
tencialmente asociadas a sus efectos
antidepresivos y neuroprotectores. Pa-
ra ello, se inyecté ConBr (10 pg) intra-
cerebroventricular y se extrajeron los
hipocampos 0,5, 1, 3, 6, 8,12,18y 24 h
después del tratamiento. La adminis-
tracion de ConBr (0,5-3 h) promovié
la activacion de las proteincinasas
Akt, ERK1y PKA, sin afectar a CaMKll,
p38MAPK y la actividad de JNK1/2.
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Ademas, ConBr (1-6 h) indujo la fosfo-
rilacion de CREB en su Ser133. Final-
mente, observamos que tras la admi-
nistracion de ConBr, hubo un incre-
mento en el ARNm de BDNF a las 12 h
y en la proteina de BDNF a las 18-24 h.
Estos resultados sugieren que la acti-
vacion temprana de las proteincina-
sas PKA, AKT y ERK1, implicadas en la
fosforilacion de CREB Ser133, puede
promover la transcripcion de BDNF
dependiente de CREB, lo que origina
un incremento posterior de la protei-
na BDNF en respuesta a ConBr. Por
tanto, ConBr podria actuar como una
molécula multifuncional capaz de ac-
tivar rutas de sefializacién implicadas
en la plasticidad sinaptica y la neuro-
proteccion.

025.

Sinergia protectora del
CGP37157, el KB-R7943 y

el RU360 asociada a los
intercambiadores Na*/Ca**
de la mitocondria y de

la membrana plasmatica y
al uniportador mitocondrial

C. Otalora-Miranda®®, J.A. Arranz-
Tagarro®®¢, S.M. Nicolau®®,

E. Punzén-Fernandez®, R. de
Pascual-Castillo®®, M. Maroto-Pérez?®”,
E. Calvo-Gallardo®®, A. Garcia-Garcia®><
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A Corufia.

En los trastornos neurodegenerativos,
como la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson, la esclero-
sis lateral amiotrdfica y, sobre todo,
la enfermedad de Huntington, se han
implicado la disfuncién de la mitocon-
dria y la alteracién de la homeostasia
del Ca*. La mitocondria capta Ca**
del citosol a través del uniportador
(UP) y lo libera mediante el intercam-
biador Na*/Ca2* mitocondrial (INCm),

ambos implicados en la circulacién del
Ca?* mitocondrial (CCm). Ademas, la
modulacién de la velocidad de esta
CCm es un mecanismo de control de
la concentracidn de Ca** en el citosol
([Ca*]c), ya que, sobrepasado cierto
umbral, la elevacién de la [Ca*]c re-
sulta toxica y se desencadena la cas-
cada de sefializacién de la apoptosis.
En esta exquisita regulacién para el
mantenimiento de la [Ca*]c dentro
de niveles fisioldgicos también inter-
viene otro intercambiador, en este ca-
so el de la membrana plasmatica
Na*/Ca?* (INCmp), que transporta Na*
al interior de la célula y saca Ca* des-
de el citosol. Sin embargo, cuando el
gradiente electroquimico del Na* se
invierte, como sucede durante la des-
polarizacién de la membrana o la
apertura de los canales de Na*, el
intercambiador mueve Na* fuera de
la célula y Ca** al interior. En experi-
mentos realizados con anterioridad
en nuestro laboratorio, se ha compro-
bado que la regulacién farmacoldgica
de estos transportadores iénicos po-
dria ser una buena estrategia enfoca-
da en la neuroproteccion frente al da-
fio causado por un aumento de la
concentracion de Na*y Ca en el cito-
sol. Para ello, se usaron como mode-
lo rodajas de hipocampo de ratas de
2-3 meses de edad que fueron estre-
sadas con 30 UM de veratridina, lo
que produce una sobrecarga de Na*y
Ca* en el citosol, y tratadas con CGP
37157 (CGP), un blogueador del INCm,
y KB-R7943 (KBR), un bloqueador del
INCmp, disminuyendo la salida masi-
va de Ca?* desde la mitocondria (CGP)
y la entrada desde el espacio extrace-
lular al citosol (KBR). En el protocolo
empleado, se realizd una preincuba-
cién de los farmacos mencionados du-
rante 30 minutos y, a continuacion,
una coincubacién de los farmacos
junto con la veratridina durante 3,5 h.
La viabilidad neuronal se midié em-
pleando el método colorimétrico MTT
y se observé que las rodajas tratadas
con los compuestos presentaban una
mayor supervivencia celular. Nuestro
objetivo es investigar si seremos ca-
paces de reproducir los resultados de
neuroproteccidn mencionados ante-
riormente usando un protocolo dife-
rente. En nuestro caso, no hacemos
preincubacién con los compuestos, si-

no que procedemos a provocar el es-
trés de las neuronas del hipocampo con
30 uM de veratridina durante una ho-
ra, tras la cual incubamos durante
tres horas sélo con los compuestos, y
observamos si el CGP o el KBR, ambos
a concentraciones de 1, 3 y 10 uM,
son capaces de revertir el dafio causa-
do por la veratridina. También estu-
diamos si la sinergia entre ambos com-
puestos producird neuroproteccion, y
si ésta sera mayor que la accién de ca-
da compuesto por separado. Por otro
lado, comprobamos el efecto que se
produce al bloguear el UP con el com-
puesto RU 360, con la intencién de
que entre menos Ca** a la mitocon-
dria una vez producido el dafio y tra-
tando de evitar el aumento de la pro-
duccién de especies reactivas, usando
las mismas concentraciones que de
los compuestos anteriores. También
realizamos pruebas donde combina-
mos los compuestos CGP y RU, ambos
a3 pM,y, por otro lado, CGP, RU y KBR,
todos a1 uM.

026.

El receptor nicotinico microglial
a7-nAChR es un elemento
clave para la neuroproteccién
mediante la induccién de HO-1
a través de Nrf2

E. Parada®®, J. Egea®®, I. Buendia®,
P. Negredo®"¢, A.C. Cunha®, S. Cardoso®,
M.P. Soares®, M. Garcia-Lopez®*

?Departamento de Farmacologia y
Terapéutica. Instituto Tedfilo Hernando
de 1+D del Medicamento. Facultad de
Medicina. Universidad Auténoma de Madrid.
®Instituto Universitario La Paz-IDIPAZ.
Universidad Auténoma de Madrid.
“Instituto de Investigacién Sanitaria.
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Universidad Auténoma de Madrid.
¢Departamento de Anatomia, Histologia
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Portugal.

Nos preguntamos si el efecto neuro-
protector de la estimulacién colinérgi-
ca microglial durante un evento is-
quémico actla a través de un meca-
nismo que implica la activacion del
factor nuclear Nrf2 o la expresién de
su gen diana citoprotector, hemo oxi-
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genasa-1 (HO-1, codificada por HMOX1).
El efecto protector del PNU282987
—agonista del receptor a7 nicotinico
(nAChR a7)- se analizé en cultivos de
hipocampo organotipicos (OHC) so-
metidos a privacién de oxigeno y glu-
cosa in vitro, asi como en un modelo
de isquemia por fototrombosis in vivo.
La exposicién de OHC a la privacion
de oxigeno y glucosa (OGD; 15 min),
seguido por reoxigenacion (24 h), pro-
vocd la muerte celular, medida por
yoduro de propidio y tincién con MTT.
La activacion de a7-nAChR mediada
por PNU282987 redujo la produccién
de especies reactivas de oxigeno y la
liberacién de TNF. Esto se asocié con
la induccién de la expresion de HO-1,
un efecto revertido por la bungaro-
toxina (BGT), inhibidor del a7-nAChR,
asi como por la protoporfirina (Sn) IX
(SNPP), un inhibidor selectivo de la
HO. El efecto protector de PNU282987
también se perdié en los OHC deple-
tados de microglia, asi como en OHC
de ratones Nrf2 deficiente (Nrf2 7)
frente a wilde type (Nrf2 */*), un efec-
to asociado con la supresién de HO-1
de expresién en microglia. La admi-
nistracion de PNU282987 una hora
después de la induccién del ictus foto-
trombético in vivo, redujo el tamafio
del infarto y mejord las capacidades
motoras en ratones Hmoxllox/lox,
que expresan niveles normales de
HO-1, pero no en LysMCreHmox1A/A,
en el que se inhibe la expresion de
HO-1 especificamente en células mie-
loides, incluyendo la microglia. En con-
clusién, la activacion de la via a7-
nAChR/Nrf2/HO-1 microglial regula la
neuroinflamacién y el estrés oxidativo
que ofrezcan neuroproteccién en con-
diciones de isquemia cerebral.

027.

Papel neuroprotector del
receptor nucleotidico P2Y13
frente al estrés genotoxico
inducido por cisplatino

en neuronas granulares

de cerebelo

V. Morente-Rodriguez, R. Pérez-Sen,
E. Garcia-Delicado, M.T. Miras-Portugal

Facultad de Veterinaria. Universidad
Complutense de Madrid. Madrid.

En las neuronas granulares de cerebe-
lo, habfamos descrito el papel neuro-
protector de los receptores de nucleé-
tidos P2Y13 frente a la excitotoxicidad
inducida por glutamato, a través de la
activacion de la sefializacién de CREB
dependiente de ERK1/2. En este tra-
bajo, analizamos el posible efecto
protector de estos receptores sobre
otro tipo de estimulo apoptético, co-
mo es el estrés genotdxico inducido
por cisplatino, un farmaco usado en
quimioterapia con importantes efec-
tos secundarios en el sistema nervio-
so. De acuerdo con lo descrito en
otros modelos celulares, el tratamien-
to con cisplatino condujo a la muerte
por apoptosis de las neuronas granu-
lares de manera dependiente de la
activacién de la caspasa-3. Profundi-
zando en los mecanismos molecula-
res disparados por este tratamiento,
se ha observado que la exposicién a
cisplatino conduce a una desregula-
cién de la sefalizacién de proteinas
de la familia de las MAP cinasas, lo cual
conlleva la activacién prolongada de
las ERK1/2 y p38 hasta las 16-24 h,
siendo el efecto mas significativo en
la p38. El patrén de sobreactivacion
de la p38 se correspondia con una
disminucién progresiva de la expre-
sién de una proteina fosfatasa, la fos-
fatasa de especificidad dual Dusp2,
selectiva para las formas fosforiladas
de p38 y ERK1/2. El tratamiento previo
con el agonista nucleotidico P2Y13,
2MeSADP, fue capaz de restablecer
los niveles basales de la proteina fos-
forilada p38 después de la exposicion
a cisplatino, aumentando la supervi-
vencia neuronal. Mediante diferentes
abordajes experimentales, hemos iden-
tificado que la activacién de los recep-
tores P2Y13 induce la expresion de la
proteina fosfatasa Dusp2, dependien-
te de la activacién de la via PI3K/
ERK1/2. Este trabajo confirma la ac-
cién de los nucleétidos como impor-
tantes agentes neuroprotectores en
las neuronas granulares de cerebelo,
los cuales contribuyen a restaurar los
mecanismos de feedback que operan
en las cascadas de sefializacién depen-
dientes de las proteinas MAP cinasas.
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Nuevos modelos de estrés
mitocondrial para la busqueda
de farmacos neuroprotectores
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La muerte neuronal por apoptosis se
asocia a niveles anormales de calcio ci-
tosélico en combinacién con el incre-
mento de la sensibilidad al estrés oxi-
dativo. La regulacién de la homeosta-
sia del calcio es muy importante para
el correcto funcionamiento de la célula
y, por tanto, debe mantenerse en un
rango de concentraciones muy estre-
cho. Niveles bajos de calcio citosélico
intervienen en multitud de procesos
celulares; por ejemplo, la activacién de
calpainas (proteasas que catalizan la
hidrdlisis de proteinas implicadas en la
transduccién de sefiales, la reconstruc-
cién del citoesqueleto y la regulacién
del ciclo celular). Ademas, es el mensa-
jero intracelular mas importante de
numerosos procesos fisioldgicos. Por
otro lado, niveles elevados de calcio ci-
tosélico son también perjudiciales, por
ser una sefal que desencadena la
apoptosis celular. Ciertas evidencias
sugieren que en las enfermedades
neurodegenerativas se produce una
entrada desmesurada de calcio al cito-
sol, iniciando asf la activacion de casca-
das de apoptosis. Esta sobrecarga de
calcio se puede simular experimental-
mente mediante el uso de determina-
dos farmacos o soluciones iénicas, por
ejemplo, el KCly el FPL64176 (FPL) pue-
den producir una sobrecarga por aper-
tura de canales de calcio dependientes
de voltaje subtipo L. La oligomicina Ay
la rotenona pueden a su vez inducir el
estrés oxidativo por inhibir la cadena
mitocondrial de transporte de electro-
nes en el complejo | (rotenona) y el
complejo V (oligomicina A). En este
sentido, nos planteamos como objeti-
vos simular in vitro, en lineas celulares

de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)
y en cultivos celulares primarios de
neuronas de hipocampo de embrién
de rata, las condiciones de estrés celu-
lar por sobrecarga de calcio y dafio oxi-
dativo que acontecen en el marco de
las enfermedades neurodegenerati-
vas. Ademas, sobre estos protocolos
de muerte celular, pretendemos verifi-
car el efecto neuroprotector de farma-
cos conocidos y en fase experimental.
En células de neuroblastoma, se ensa-
yaron cinco protocolos de muerte ce-
lular, en donde el KCI (15 mM) y el FPL
(0,1 uM) se mantuvieron siempre
constantes. Al primer protocolo, ade-
mas de estos farmacos se afiadio oli-
gomicina A (1pM) y rotenona (0,3 uM);
al sequndo, rotenona (1 uM); al terce-
ro, oligomicina A (1 uM); al cuarto, ro-
tenona (10 uM), y al quinto, oligomici-
na A (10 pM). Por otra parte, en los
cultivos de neuronas probamos los si-
guientes protocolos: en el primero se
ensayd con KCl (15 mM) y FPL (0,1 uM);
en el sequndo, oligomicina A (10 uM) y
rotenona (30 uM); en el tercero, rote-
nona (3 uM), oligomicina A (0,3 uM),
KCl (10 mM) y FPL (0,1 uM); en el cuar-
to, rotenona (30 uM), KCl (10 mM) y
FPL (0,1 uM), y en el quinto, oligo-
micina A (3 uM), KCl (10 mM) y FPL
(0,1 uM). Por (ltimo, probamos el
efecto neuroprotector del nimodipino y
del ITH12505 (andlogo del CGP-37157),
que actdan blogueando la sobrecarga
de calcio en el citosol y en la mitocon-
dria, respectivamente. La galantami-
na, que inhibe la acetilcolinesterasa, y
el resveratrol y la melatonina, por ser
antioxidantes. Estos farmacos se prein-
cubaron 30 min y, posteriormente, se
realizé la coincubacién con los proto-
colos de toxicidad propuestos durante
24 h. La viabilidad celular se determiné
por bioluminiscencia mediante la téc-
nica de la MTT. Se observaron diferen-
cias entre los diferentes protocolos de
toxicidad: aquellos en los que se utilizé
oligomicina A mostraron mayor muer-
te celular que aquellos con rotenona.
Estos resultados pueden deberse al
bloqueo de la ATPasa, afectando en
consecuencia la bioenergética celular.
En cuanto a los farmacos neuroprotec-
tores ensayados tanto solos como en
combinacién, no han conseguido re-
vertir en su totalidad los efectos toxi-
cos de los protocolos ensayados.
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Neuroproteccién mediante la
modulacién farmacoldgica de
la microglia en la patogenia
de la enfermedad de Alzheimer:
éuna nueva diana?
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Se estima que hay unos 27 millones
de personas con enfermedad de Al-
zheimer (EA) en el mundo y esta cifra
podria aumentar a 107 millones en el
afio 2050 si no se obtienen trata-
mientos eficaces a corto plazo. En el
cerebro post mortem de los pacientes
con EA se aprecian dos caracteristicas
histopatoldgicas patognoménicas: las
placas de B-amiloide y los ovillos neu-
rofibrilares de proteina tau fosforila-
da. Ademas, hay un aumento del da-
fio oxidativo, una disminucién de fac-
tores de sefalizacion neurotrdficos,
neuroinflamacién y desregulacion de
la homeostasis de calcio neuronal.
Pese a que se ha investigado mucho
y existen diversas teorias sobre la
etiopatogenia de la EA, sigue sin dilu-
cidarse su causa, lo cual dificulta la
obtencidn de tratamientos mas efec-
tivos. Los objetivos de este trabajo
son: poner en marcha un modelo in
vitro que reproduzca la patologia de
la EA asociando concentraciones sub-
efectivas de B-amiloide y acido oka-
daico (AB/AO) en cultivos organotipi-
cos de hipocampo (COH) de rata;
evaluar en este modelo el potencial
efecto neuroprotector de la melato-
nina y el agonista a7-nAChR, PNU-
282987; determinar la participacion
de la microglia en los procesos pato-
l6gicos caracterizados en el modelo
AB/AO; y explorar la presencia de
procesos autofagicos en el modelo.
La asociacion de concentraciones sub-
téxicas de AB/AO indujo una toxici-
dad sinérgica en los cultivos organoti-
picos de hipocampo. Ademads, en este
modelo AB/AO observamos otras ca-
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racteristicas relacionadas con la pato-
logia de la EA, como son los agrega-
dos de A, la hiperfosforilacion de
tau, alteraciones mitocondriales, in-
cremento de marcadores inflamato-
rios, microgliosis y astrogliosis. Tanto
la melatonina como el PNU282987
neuroprotegieron en este modelo de
toxicidad que asocia AB/AO. La mi-
croglia desempefia un papel funda-
mental en la neurotoxicidad ocasio-
nada por AB/AO, ya que en COH de-
pletados de microglia no se observé
toxicidad. Postulamos que una acti-
vacion de autofagia microglial podria
contribuir a proteger los COH ante las
lesiones ocasionadas por la asocia-
cién AB/AQ y, por tanto, este meca-
nismo podria suponer una nueva dia-
na para el desarrollo de nuevos me-
dicamentos para la EA.

Sesion 5. Neurogénesis
y neurodesarrollo

030.

Posible implicacion del
sistema glutamatérgico en

las etapas tempranas de la
neurogénesis postisquémica
de la zona subventricular de
neonatos de rata

V. Bellver-Landete, E. Sanchez-Mendoza,

M.P. Gonzalez-Gonzadlez, C. Arce de
Obieta, J. Merino, M.J. Oset-Gasque

Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular Il. Facultad de Farmacia.
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Diversos grupos de investigacién han
indicado la importancia del glutama-
to en el proceso de neurogénesis de
la zona subventricular (SVZ), tanto en
condiciones normales, a lo largo de la
corriente migratoria rostral, como en
la migracién a la corteza y estriado
tras la lesion isquémica, a través de
los receptores NMDA y mGIuR5. Re-
sultados previos de nuestro laborato-
rio han demostrado que los astrocitos
del cuerpo calloso isquémico (CCi)
pueden expresar los transportadores
vesiculares de glutamato VGLUT2 y 3,
lo que llevé a plantear la hipdtesis de
que estas células podrian estar libe-

rando glutamato y contribuyendo al
proceso de neurogénesis inducido por
la isquemia, actuando posiblemente
sobre la proliferacién, migracion o su-
pervivencia de neuroblastos. Para eva-
luar esta posibilidad, trabajos previos
del grupo en un modelo de células
progenitoras neurales (CPN) de la SVZ
de neonatos de rata demostraron,
mediante técnicas de RT-qPCR, Wes-
tern blot e inmunocitoquimica, que la
expresién de VGLUT1y EAAT2 mostra-
ba una tendencia ascendente a lo lar-
go de los 10 dias de diferenciacidn,
mientras que la de EAAT1 se mantenia
a niveles bajos y la de EAAT3 presen-
taba un pico de expresién a los cinco
dias de cultivo y una posterior reduc-
cién. Ademas, mediante inmunocito-
quimica se observé que VGLUTI estd
presente en neuroblastos, mientras
que VGLUT2 y 3 se expresan preferen-
temente en células gliales. También
resultados previos del grupo en CPN
de la SVZ indicaron que el glutamato
podria favorecer la diferenciacion de
las CPN al mismo tiempo que estimu-
la su propia liberacién en estas célu-
las a través de los VGLUT. Para deter-
minar si esta funcién observada para
el glutamato podria estar ocurriendo
durante el proceso de isquemia cere-
bral, y puesto que en condiciones de
ictus isquémico en humanos la SVZ
no es afectada directamente por la is-
quemia, generamos medios condicio-
nados en neuronas, astrocitos y célu-
las endoteliales a las que sometimos a
privacién de oxigeno y glucosa (POG)
durante 4 h'y a 12 h de reperfusion,
que se utilizaron para estimular las
CPN durante 24 h, dejandolas poste-
riormente un tiempo de diferenciacién
de tres y seis dias, y medimos la ex-
presion de los transportadores de glu-
tamato (VGLUT1-3 y EAAT1-3), asi co-
mo la de genes de proliferacion (nes-
tina), migracion (DCX) y diferenciacion
neuronal (B3T, NCAM, GFAP), median-
te técnicas de RTg-PCR. Las CPN no
respondieron de la misma forma al
medio control que a los diferentes me-
dios isquémicos. El medio de neuro-
nas isquémicas (POGn) inhibié la ex-
presién de VGLUT1y 2 e incrementé la
de EAAT2 y 3. También aumentd la ex-
presion de DCX y de GFAP, pero no al-
terd la expresién de nestina, NCAM y
B3T. Por el contrario, el medio de as-

trocitos isquémicos (POGa) indujo un
incremento muy significativo en la ex-
presion de VGLUT1-3 y de EAAT2, asi
como de DCX, pero no la de nestina, y
también la de B3Ty GFAP. Por tltimo,
el medio de células endoteliales isqué-
micas (POGe) indujo un incremento
muy significativo en la expresién de
VGLUT2-3, y también en la de EAAT2,
e incrementd la expresion de DCX y
nestina, asi como la de B3T, pero no
la de GFAP. Estos resultados, en con-
junto, sugieren que tras la isquemia,
todos los tipos celulares componentes
de la unién neurovascular, las neuro-
nas y, principalmente, los astrocitos
reactivos y las células del endotelio
vascular, enviarian sefales a la SVZ
que fomentarian la proliferacién y mi-
gracién de neuroblastos a la estructu-
ra lesionada. Estos resultados tam-
bién apuntan la posibilidad de que los
transportadores de glutamato VGLUT
en CPN participen en dicho proceso y
asi puedan considerarse como una po-
sible diana terapéutica en la isquemia.

031.

Alteracion de vias
glutamatérgicas por exposicion
a contaminantes ambientales
durante el desarrollo

E. Rodriguez-Farré, C. Sufiol

Instituto de Investigaciones Biomédicas
de Barcelona. CSIC-IDIBAPS. CIBER de
Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP).
Barcelona.

El glutamato es el principal neuro-
transmisor excitador en el sistema
nervioso de los vertebrados. Ejerce un
papel fundamental en funciones cere-
brales como la cognicién, la memoria
y el aprendizaje, aunque tiene efectos
neurotéxicos cuando esta presente
en exceso. La concentracién extrace-
lular de glutamato se encuentra es-
trictamente reqgulada mediante dife-
rentes transportadores de aminoaci-
dos excitadores (EAAT) y sus efectos
estdn mediados a través de la activa-
cién de los receptores ionotrépicos y
metabotrdpicos de glutamato. Se pos-
tula que diversas sustancias quimicas
antropogénicas liberadas al medio
ambiente poseen un papel clave en la
aparicién de manifestaciones subcli-
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nicas de disfuncién cerebral en la in-
fancia, algunas de ellas probablemen-
te relacionadas con la alteracion de
las vias glutamatérgicas. Mediante la
utilizacién de neuronas cultivadas in
vitro se han determinado los efectos
de compuestos organoclorados —per-
tenecientes al grupo de los contami-
nantes organicos persistentes (COP)—
sobre la expresion, localizacién y fun-
cién de los receptores de glutamato,
asi como sobre la viabilidad celular.
En estos cultivos primarios, las neuro-
nas glutamatérgicas son mas vulnera-
bles que las gabérgicas frente a la ex-
posicién al dieldrin. Asimismo, el diel-
drin, el a-endosulfan y el lindano (y-
hexaclorociclohexano) incrementan
la fosforilacién de ERK1/2 (cinasas 1
y 2 requladas por sefiales extracelula-
res) via mecanismos que involucran a
los receptores NMDA, GABA, y de es-
trédgenos. La exposicién de las neuro-
nas en cultivo al dieldrin durante el
periodo de diferenciacién induce una
regulacién a la baja de la expresion
de la subunidad NR2A del receptor
NMDA vy del receptor metabotrépico
mGluR5, asi como la interiorizacion
de las subunidades NR1y NR2B del re-
ceptor NMDA. Por otro lado, se ha de-
terminado que los COP organoclora-
dos estudiados y agentes organome-
télicos como el metilmercurio (conta-
minante ambiental ubicuo presente
principalmente en el pescado) inhi-
ben el transporte de glutamato por
los EAAT, tanto en células neurales co-
mo no neurales. Del mismo modo, el
transporte de glutamato también es
inhibido por COP como los policloro-
bifenilos (PCB). Ademas, los PCB y el
metilmercurio alteran las vias del glu-
tamato mediadas por el receptor. En
colaboracién con el proyecto multi-
céntrico espafiol INMA (Proyecto In-
fancia y Medio Ambiente: www.pro-
yectoinma.org) estamos estudiando
la relacién entre los niveles de gluta-
mato en la sangre del cordén umbili-
cal y la exposicién al metilmercurio y
compuestos organoclorados acumu-
lados en placenta. El transporte de
glutamato en estas placentas huma-
nas es inhibido por el metilmercurio y
por los organoclorados PCB y B-hexa-
clorociclohexano. Asimismo, los nive-
les de glutamato en sangre umbilical
son inversamente proporcionales a

los de agentes organoclorados. Los
efectos observados de los COP sobre
los receptores y el transporte de glu-
tamato llevan a una reduccion de las
funciones de las vias glutamatérgicas,
que podrian relacionarse con los défi-
cits cognitivos descritos en nifios por
diversos estudios epidemioldgicos.

032.

Modelo unificado de la
competencia neural de las
células madre/progenitoras del
tejido conectivo humano adulto
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En los Ultimos afios se han publicado
numerosos articulos que describen
células precursoras neurales (NPC) re-
sidentes en varios tejidos adultos no
neurales. En la actualidad, se desco-
noce el papel fisiolégico de estas célu-
las y si sus propiedades reflejan pro-
piedades intrinsecas in situ o, alterna-
tivamente, si se activan debido a da-
fio tisular o a la manipulacién in vitro.
Llas células precursoras de la piel
—skin-derived precursor cells (SKP)— se
describieron por primera vez como cé-
lulas dérmicas multipotentes deriva-
das de la cresta neural de funcién des-
conocida. Posteriormente, se estable-
ci6 una relacion leve entre las células
troncales dérmicas Sox2 positivas (re-
sidentes en la papila dérmica del fo-
liculo piloso) y las SKP. En este trabajo
se estudia el origen de las NPC dérmi-
cas humanas en edad adulta. Tras el
andlisis no sesgado de identificacién
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de linajes celulares determinando la
expresion de 242 proteinas de super-
ficie, fraccionamiento celular (cell sor-
ting), caracterizacién transcriptémica
y andlisis de migracién in vivo, se ha
demostrado que las células troncales/
precursoras Sox2+ presentes en piel
humana del tronco se asocian a los li-
najes de Schwann y de pericitos, lina-
jes que podrian estar interrelaciona-
dos. Ademas, la subpoblacién asocia-
da al linaje de Schwann es la Unica
responsable de la capacidad de dife-
renciacién neural mostrada por las
SKP (incremento > 100 veces). Estas
NPC se obtuvieron también del estro-
ma del corazdn, reforzando nuestra
hipétesis de que los precursores resi-
dentes Sox2+ podrian extenderse al
tejido conectivo de mdltiples érganos.
Con ello, proponemos un modelo uni-
ficado por el cual la desdiferenciacién
de células de Schwann de las termi-
naciones nerviosas periféricas induce
la competencia neural de estos pre-
cursores residentes preexistentes, sien-
do dependiente de los niveles de ex-
presion de Sox2.

Sesion 6. Modelos de
enfermedad: Alzheimer,
Parkinson, enfermedades
neuromusculares

033.

Desarrollo de un modelo

in vitro de la enfermedad
de Alzheimer basado en la
neuroinflamacion y la lesién
mitocondrial

E. Navarro-Gonzalez de Mesa, |. Buendia,
E. Parada, J. Egea, M. Garcia-Lépez

Departamento de Farmacologia y
Terapéutica. Instituto Tedfilo Hernando
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Medicina. Universidad Auténoma de Madrid.
Madrid.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es
un trastorno neurodegenerativo cu-
yas caracteristicas patofisioldgicas mas
relevantes son los acimulos de la pro-
tefna B-amiloide y la proteina tau hi-
perfosforilada. Sin embargo, el anali-
sis post mortem del cerebro de pa-

cientes con EA revela que adicional-
mente existe una situacién inflamato-
ria persistente y una disfunciéon mito-
condrial, que podrian desempefiar un
papel activo en el desarrollo y evolu-
cién de la patologia. Basandonos en
estos hechos, hemos puesto a punto
un modelo para el estudio de la EA en
cultivo organotipico de hipocampo de
rata empleando 1 ng/mL del agente
proinflamatorio LPS (lipopolisacarido
bacteriano) y 0,1 uM del blogueante
mitocondrial antimicina A. Ambos es-
timulos por si solos ocasionan un in-
cremento de la toxicidad de alrede-
dor del 15-20%, mientras que su aso-
ciacion produce una respuesta sinér-
gica con niveles de muerte de alrede-
dor del 50%. Se analizaron diversos
parametros para la caracterizacién
del modelo, determinandose que la
combinacién de LPS y antimicina A
ocasiond un aumento de la despolari-
zacién mitocondrial y un aumento en
la generacién de especies reactivas de
oxigeno, lo que se traduce en una al-
teracion de la funcién mitocondrial y
una situacion de estrés oxidativo.
También observamos una tendencia
a la activacion de células microgliales,
aunque no se observaron alteracio-
nes en la morfologia astrocitaria. Fi-
nalmente, la asociacién de ambos es-
timulos conduce a la aparicién de una
patologia tipo Alzheimer, ya que pro-
duce acumulacién significativa de pla-
cas de la proteina B-amiloide visuali-
zada como un incremento de tioflavi-
na-S, asi como una tendencia a incre-
mentar la hiperfosforilacién de la pro-
teina tau medida por Western blot.
Adicionalmente, se ha empleado el
presente modelo para el estudio de
compuestos potencialmente neuropro-
tectores, como es el caso del agonista
nicotinico a7 PNU282987, el activa-
dor de Nrf2 sulforafano o la hormona
melatonina, obteniéndose que los tres
compuestos son capaces de prevenir
la neurotoxicidad inducida por la neu-
roinflamacién y la lesién mitocon-
drial. En resumen, hemos establecido
un modelo in vitro de neurodegene-
racién de utilidad para estudiar la in-
teraccién entre neuroinflamacion y le-
sién mitocondrial en la cascada pato-
génica de la EA, asi como para la eva-
luacién de nuevos compuestos con un
potencial perfil neuroprotector.
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034,

Discinesias en el modelo
animal de enfermedad de
Parkinson de la rata lesionada
unilateralmente con 6-OHDA:
efecto de la quetiapina
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El desarrollo de complicaciones moto-
ras y no motoras inducidas por farma-
cos (discinesias y trastorno del control
de impulsos) complican a largo plazo
el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson (EP). Existen evidencias que
sugieren que los receptores serotoni-
nérgicos, en especial el subtipo 2A (5-
HTZA), podrian estar involucrados en
elinicio y desarrollo de las discinesias.
Asi, se ha descrito un incremento de la
expresion de estos receptores 5-HT,,
en el estriado de monos parkinsonia-
nos (lesionados con MPTP). Debido a
esto, se han desarrollado trabajos con
farmacos antipsicéticos como la que-
tiapina (neuroléptico atipico) que mues-
tran que reduce las discinesias induci-
das por levodopa en monos parkinso-
nianos y en ensayos en pacientes con
EP. Este farmaco es un antagonista
no selectivo de los receptores 5-HT,,,
aunque tiene afinidad por otros re-
ceptores serotoninérgicos y dopami-
nérgicos (D, y D,), por lo que la contri-
bucién especifica de cada tipo de re-
ceptores no esta clara. Su identifica-
cién podria determinar posibles rutas
de interés terapéutico. Ratas lesiona-
das con el neurotdxico 6-hidroxidopa-
mina (6-OHDA), tratadas con el ago-
nista dopaminérgico apomorfina, de-
sarrollan movimientos anormales in-
voluntarios que remedan a las disci-
nesias en los pacientes. Hemos usado
este modelo experimental de EP con
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discinesias para analizar el efecto de
la quetiapina sobre las discinesias,
mediante estudios de comportamien-
to, y sobre el metabolismo cerebral in
vivo, mediante estudios de tomogra-
fia por emisién de positrones (PET).
Los animales fueron lesionados con
6-OHDA y tratados durante dos sema-
nas usando un protocolo de incre-
mento de dosis cada cinco dias (0,1,
0,2, 0,5 mg/kg, subcutaneo). El 16.2
dia se coadministré a los animales
apomorfina y quetiapina durante dos
semanas. Se valoraron los movimien-
tos anormales involuntarios y el com-
portamiento rotacional en los dias 1,
5,6,10, 1,15, 16, 20, 25y 30 del tra-
tamiento. Una vez finalizado el anali-
sis comportamental, se llevaron a ca-
bo los estudios mediante PET con los
radioligandos 18F-FDG (metabolismo)
y NC-PE2I (marcador del transporta-
dor de dopamina), bajo efecto de los
farmacos. La quetiapina redujo el nd-
mero de rotaciones inducidas por la
apomorfina en comparacién con el
grupo tratado sélo con el agonista
dopaminérgico, lo que indica un efec-
to inhibitorio de la quetiapina sobre
los receptores dopaminérgicos. Sin em-
bargo, los animales tratados con que-
tiapina mostraron un incremento en
la puntuacién de movimientos anor-
males involuntarios, que podria ser la
consecuencia de la disminucién en el
comportamiento rotacional o la com-
binacién de la accién inespecifica de
la quetiapina sobre distintos tipos de
receptores. Los estudios de PET mues-
tran una asociacion entre el grado de
discinesias que muestran los anima-
les de los distintos grupos experimen-
tales y un hipometabolismo en el es-
triado contralateral del lado que sufre
la deplecién dopaminérgica, lo que su-
giere una relacién entre la actividad
de este nicleo y la expresion de los
movimientos anormales involuntarios.

035.

La activacion selectiva de la
subunidad a7 de los receptores
nicotinicos para la acetilcolina
reduce la inflamacién y mejora
la regeneracién muscular en el
modelo mdx de la distrofia
muscular de Duchenne
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La activacién de la subunidad a7 de
los receptores nicotinicos para la ace-
tilcolina (nACha7R) reduce la infla-
macion. Esta regulacién esta produci-
da por la activacién del reflejo infla-
matorio, también conocido como ‘via
colinérgica antiinflamatoria’. Esta via
es dependiente de la estimulacion del
nervio vago, originando la liberacién
de acetilcolina (ACh) en los 6rganos
diana. Como resultado, se produce la
inhibicién de las sefiales inflamatorias
y de la secrecién de citocinas. Los ra-
tones mdx (un modelo de distrofia
muscular de Duchenne desarrollan una
miopatia de caracter inflamatorio po-
co después de su destete. Esta miopa-
tia se caracteriza por la presencia de
una mionecrosis, seguida de un pro-
ceso de regeneracién muscular y de
fibrosis en una edad mds avanzada.
Pretendemos caracterizar la posible
implicacién de los nACha7R en los
procesos inflamatorios que se obser-
van en este modelo animal durante el
desarrollo de su proceso distréfico.
Hemos utilizado ratones mdyx, ratones
knock out nACha7R &7y sus corres-
pondientes ratones controles C57BL10.
Los animales fueron tratados intrape-
ritonealmente con el agonista selec-
tivo para el nACha7R PNU282987
(PNU28) y con el antagonista metili-
caconitina (MLA). Se caracterizo la ac-
tividad de las metaloproteasas (MMP)
2y 9 mediante zimografia. Para el es-
tudio de la liberacién de la citocina
TNFou se utilizd la técnica de ELISA,
Western blot para la activaciéon de
NFkB y andlisis morfométricos para
determinar las areas de lesion y de
posible regeneracién. Hemos obser-
vado que el ratén mdx desarrolla una
miopatia inflamatoria caracterizada
por una progresiva degeneracién de
las fibras musculares esqueléticas y
posterior reemplazamiento por tejido
conectivo. Se observa una inflamacién

del musculo esquelético, que puede
atenuarse mediante la activacién de
los nACha7R. Esta disminucién de la
inflamacidn se caracteriza por una me-
nor actividad de MMP-9, liberacién de
TNFa, activacion de NFkB y disminu-
cién del area de lesion. Ademads, he-
mos observado que la activacién de los
nACha7R promueve la regeneracién
muscular en los ratones mdx sin afec-
tar el depésito de colageno no funcio-
nal. Estos resultados estan respalda-
dos por la imposibilidad de reducir la
inflamacion en el musculo esquelético
en ratones nACha7R 7 a los que se
les ha producido una lesién muscular y
han sido tratados con el agonista se-
lectivo nAChat7R PNU28, en contraste
con lo obtenido en ratones controles
nACho7R /4, Estos datos sugieren que
la activacién selectiva de los nACha7R
podria ser una estrategia terapéutica
novedosa en la reduccién de la infla-
macién del musculo esquelético en el
modelo mdx de distrofia muscular de
Duchenne y, posiblemente, para otras
enfermedades inflamatorias a través
de un mecanismo colinérgico.
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Las distrofias musculares se caracteri-
zan por atrofia primaria del musculo
esquelético, lo que afecta la movili-
dad del paciente y puede conducir a
una paralisis y muerte prematura. La
alteracién en el transporte de calcio
es un factor que contribuye al fenoti-
po clinico de la distrofia muscular de
Duchenne (DMD). Un estudio recien-
te en ratones mdx, modelo de esta
distrofia, describe una nitrosilacion
anormal del receptor de rianodina 1
(RYR1), que provoca la deplecién de
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calstabina-1 del complejo y ello origi-
na fugas de calcio de los canales de
RyR1. El tratamiento de estos ratones
con el estabilizador de RyR1, S107, evi-
ta la deplecién de calstabina-1, inhibe
la pérdida de calcio del reticulo sarco-
plasmico y reduce la evidencia bioqui-
mica e histolégica de dafio muscular,
mejorando la funcién muscular y el
rendimiento durante el ejercicio. Sin
embargo, hasta la fecha, no se ha tes-
tado el efecto del S107 en muestras
humanas in vitro. Hemos analizado el
efecto del S107 y otro estabilizador
del RyR1 (A6) en distintos modelos ce-
lulares de DMD: miotubos primarios
inmortalizados, miotubos derivados
de fibroblastos y miotubos inervados
con explantes de médula espinal de
rata. Se encontrd que concentraciones
de S107 de hasta 100 uM no son téxi-
cas para estas células, aunque el tra-
tamiento con T mM de S107 durante
24 h origind el 100% de muerte celu-
lar. Por contra, el compuesto A6 no es
téxico incluso en altas concentracio-
nes. Ademas, hemos utilizado el mo-
delo de choque hipoténico para simu-
lar un estrés mecanico en estas célu-
las. En dicho modelo, hemos analiza-
do el incremento del calcio intrace-
lular, la entrada de Evans blue, la
liberacién de calceina, lactato deshi-
drogenasa y creatincinasa, y los nive-
les de estrés oxidativo y estrés mito-
condrial. Hemos hallado que concen-
traciones de 150 nM de S107 y A6 au-
menta la resistencia de los miotubos
deficientes en distrofina frente al dafio
mecanico. Los resultados obtenidos en
nuestro modelo celular humano es-
tan en linea con los alcanzados en ra-
tones tratados con S107 y sugieren que
tanto este fdrmaco como el compues-
to A6 podrian ser candidatos adecua-
dos para un ensayo clinico en pacien-
tes con DMD.
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En modelos murinos de distrofia mus-
cular de Duchenne (ratén mdx) y LGM-
D2E, se ha identificado una nitrosila-
cién anormal del receptor de rianodi-
na (RyR1), lo que provoca la deplecién
de calstabina 1 del complejo macro-
molecular, traduciéndose en una pér-
dida anormal del calcio del reticulo
sarcoplasmico hacia el citoplasma. El
tratamiento de estos ratones con el
S$107, un estabilizador de RyR1, previe-
ne la deplecién de la calstabina 1y au-
menta su afinidad de unién al RyR1,
reduciendo tanto la pérdida de calcio
del reticulo como el dafio muscular en
estos animales. Presentamos los datos
obtenidos de un ensayo de 10 dias en
ratones mdx, donde hemos evaluado
el efecto del S107y otros dos compues-
tos originales de bajo peso molecular
(A6 y A7) capaces de actuar sobre la
interaccién calstabina-1/RyR. El dafio
muscular se evalué mediante el estu-
dio histoldgico de los musculos tibial
anterior, gastrocnemio y diafragma.
En particular, se evalué el dafio celular
mediante el andlisis de la captacién de
Evans blue, el porcentaje de nucleos
centrales y la varianza del didametro
minimo de Feret. Se analizé la fibrosis
e infiltracién de coldgeno mediante téc-
nicas histolégicas e inmunohistoqui-
micas. Los resultados de este estudio
son prometedores y apuntan a que los
compuestos Ahulken mejoran los sig-
nos histolégicos de dafio muscular en
los ratones mdx. Actualmente, esta-
mos disefiando un ensayo de 30 dias
de duracién que engloba un mayor nu-
mero de ratones, para obtener resul-
tados con significacién estadistica. En
conclusion, la modulacién de la unién
entre RyR1y la calstabina ha resultado
ser una diana terapéutica prometedo-
ra para el tratamiento de las enferme-
dades que afectan a la contraccién
muscular. De confirmarse nuestros re-
sultados, nos encontrariamos ante unos
posibles futuros farmacos que abririan
una nueva via en el tratamiento de las
enfermedades musculares.

www.neurologia.com  Rev Neurol 2013; 56 (3): 171186

038.

Un nuevo sistema in vitro
para generacion de musculo
esquelético combinando
células precursoras dérmicas
y matrices extracelulares

P. Garcia-Parra®®®, M. Maroto-Pérez¢,
N. Naldaiz-Gastesi®®, M. Goicoechea®,
A. Aiastui®, J.F. Padin-Nogueira®, J.C.
Fernandez-Morales?, J. Lacalle-Prieto®®,
P. Garcia-Belda®, J.M. Garcia-Verdugo®,
A. Garcia-Garcia®, A. Izeta?, A. Lopez
de Munain-Arrequi®*

2Laboratorio de Ingenieria Tisular.
Departamento de Bioingenieria. Instituto
de Investigacién Sanitaria Biodonostia.
Hospital Universitario Donostia. San Sebastian
® Departamento de Neurociencias-CIBERNED.
Instituto de Investigacién Sanitaria Biodonostia.
Hospital Universitario Donostia. San Sebastian
‘Departamento de Neurociencia. Facultad
de Medicina. Universidad del Pais Vasco.
San Sebastian. ¢ Departamento de
Farmacologia y Terapéutica. Instituto
Tedfilo Hernando de 1+D del Medicamento.
Facultad de Medicina. Universidad Auténoma
de Madrid. Madrid. ¢ Laboratorio de Neuro-
biologia Comparada-CIBERNED. Instituto
Cavanilles de Biodiversidad y Biologia
Evolutiva. Universidad de Valencia. Valencia.

Inicialmente, las células precursoras
derivadas de la piel —skin-derived pre-
cursor cells (SKP)— se describieron co-
mo una poblacién de células precurso-
ras derivadas de la cresta neural pre-
sentes en la dermis de mamiferos adul-
tos. Esta poblacion de células multipo-
tentes presenta capacidad de diferen-
ciacién clonal y de diferenciacién en
células tanto de estirpe neural como
mesodérmica (neuronas, células glia-
les y células musculares lisas). Debido a
que no existen riesgos significativos du-
rante la obtencién de biopsias de piel y
a que estas células precursoras no re-
quieren condiciones especiales de cul-
tivo, las SKP se consideran desde un
punto de vista clinico como una fuente
celular accesible y muy interesante pa-
ra su aplicacién en terapia regenerati-
va basada en células precursoras. A dia
de hoy, tnicamente Qiu et al (2010)
han descrito la capacidad de SKP deri-
vadas de piel de ratones neonatos de
generar progenitores musculares Pax7+
Myf5+, capaces de diferenciarse en cé-
lulas musculares esqueléticas. Durante
mas de cuatro afos, nuestro grupo ha

estado trabajando con SKP y, reciente-
mente, hemos conseguido derivar SKP
procedentes de roedores adultos a
musculo esquelético funcional de una
manera altamente eficiente mediante
el uso de una nueva matriz extracelular
(ECM). Las ECM son polimeros comple-
jos que desempefian un papel muy im-
portante en distintos procesos celula-
res como la adhesidn, la proliferacion,
la diferenciacién y, en dltima instancia,
en el mantenimiento de la homeosta-
sis del tejido. Concretamente, la ECM
proporciona sefiales tréficas y de sefa-
lizacién que las células musculares ne-
cesitan para su supervivencia, desarro-
llo e integracién. Por tanto, la capaci-
dad de recrear el microambiente mus-
cular in vitro resulta de vital importan-
cia para entender el comportamiento
de las células musculares y su funciona-
lidad in vivo. En nuestro trabajo, las cé-
lulas aisladas de piel de ratones adul-
tos se mantuvieron durante una sema-
na en condiciones de proliferacién no
adherentes, con la consecuente forma-
cién de dermoesferas enriquecidas en
SKP. A continuacion, estas dermoesfe-
ras se transfirieron a la ECM para su in-
duccién miogénica. Bajo la influencia
de nuestra ECM, se ha observado la for-
macion de miotubos multinucleados,
estriados y contractiles en menos de
siete dias de cultivo. La naturaleza de
estos miotubos se ha caracterizado me-
diante inmunofluorescencia, RT-gPCR
y WB, confirmandose la expresion de
marcadores especificos relacionados
con el desarrollo musculo-esquelético
y no musculo-cardiaco (p. j., miogeni-
na, MyHC, TnTy RyR1, pero no RyR2 ni
TNNI-3, que son especificos de musculo
cardiaco). Una caracterizacién ultraes-
tructural mds detallada se encuentra
actualmente en curso. Ademads, se han
analizado las propiedades electrofisio-
|6gicas de los miotubos contractiles
mediante whole-cell patch-clamp 'y
medidas de la concentracion de Ca** ci-
tosdlico, tanto en ausencia como en
presencia de d-tubocurarina y nifedipi-
no. Las corrientes inducidas por acetil-
colina en diferentes tampones (caren-
tes de Na* o Ca?*) han revelado el pa-
pel principal de los iones Na* y Ca** en
la funcién contractil de las fibras. Ade-
mas, mediante ambas técnicas, se ha
observado el efecto inhibidor de la d-
tubocurarina, pero no del nifedipino,

185



XXXIII Reunién Anual del Grupo Espafiol de Neurotransmision y Neuroproteccion (GENN XXXIII)

en miotubos estimulados con acetilco-
lina, lo que ha corroborado la naturale-
za esquelética de los miotubos contrac-
tiles. Finalmente, al comparar nuestro
sistema de diferenciacién muscular in
vitro con el previamente publicado por
Qiu et al, se ha observado una clara
ventaja cuantitativa, cualitativa y fun-
cional de nuestro sistema basado en el
cultivo sobre ECM. Concluimos, por
tanto, que la diferenciacién in vitro de
fibras musculo-esqueléticas a partir de
SKP se mejora mediante el uso de una
ECM natural como sustrato. Este siste-
ma podria tener una aplicacién directa
en la modelizacién de distintas enfer-
medades neuromusculares, lo que
abre la posibilidad de ensayar distin-
tas terapias farmacoldgicas a alta ve-
locidad y alto rendimiento.
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Las enfermedades neuromusculares
(ENM) constituyen un conjunto de
mds de 150 patologias de naturaleza
progresiva que afectan a uno de los
constituyentes de la unidad motora,
ya sea la motoneurona espinal, el
nervio periférico, la unién neuromus-
cular o la fibra muscular propiamente
dicha. Las ENM tienen causas muy di-
ferentes, siendo las principales las ge-
néticas o hereditarias y las adquiridas,
y dentro de estas ultimas, las de ori-
gen inmunoldgico, las de origen in-
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feccioso (virico, bacteriano o parasita-
rio), las de origen téxico-medicamen-
tosoy, por Ultimo, las de origen endo-
crinometabdlico. Su aparicién puede
producirse en cualquier etapa de la vi-
da y su principal caracteristica clinica
es la debilidad y la atrofia muscular.
Las ENM se encuentran agrupadas
dentro de las denominadas enferme-
dades raras y algunas de ellas son
multisistémicas, pudiendo afectar a
otros 6rganos como el cerebro o el
corazén. En cifras globales, existen
mas de 50.000 afectados por ENM
en toda Espaiia. Las distrofias muscu-
lares, la esclerosis lateral amiotrdfica
(ELA) y la distrofia miotdnica de Stei-
nert son ejemplos de ENM. Actual-
mente, no se dispone de un trata-
miento etioldgico en la mayoria de
las ENM de base genética, pero existe
una investigacién muy activa que pre-
tende determinar y controlar los pro-
cesos patolégicos de estas enferme-
dades, asi como disefar nuevas tera-
pias y tratamientos para ellas. A tal
fin, existen diversos modelos anima-
les de diferentes ENM como, por ejem-
plo, ratones C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J
como modelo de la distrofia muscular
de Duchenne (DMD) o ratones B6.Cg-
Tg(SOD1G93A)1Gur-) como modelo
de la ELA. Sin embargo, y a pesar de
constituir una herramienta muy util,
los modelos animales presentan una
serie de limitaciones como son las di-
ferencias clinicas y bioguimicas que
presentan con respecto a la patologia
en humanos, la posibilidad del recha-
zo inmunoldgico y el elevado coste, lo
que limita su utilidad en el ensayo de
nuevas terapias y hace patente la ne-
cesidad de disefiar nuevos sistemas
alternativos que permitan estudiar
y modelar las ENM. Recientemente,
nuestro grupo ha desarrollado un
nuevo y eficiente sistema para gene-
rar musculo esquelético funcional in
vitro a partir de células precursoras
derivadas de la piel, gracias a la utili-
zacion de una matriz extracelular na-
tural que actda como un soporte poli-
mérico activo. En esta linea, el objeti-
vo de este trabajo es aplicar este nue-
vo modelo muscular in vitro al estu-
dio de distintas ENM como la DMD o
la ELA. Resultados preliminares mues-
tran la posibilidad de obtener unos
robustos cultivos de miotubos multi-

nucleados pulsdtiles de células pre-
cursoras aisladas a partir de la piel
de ratones C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J
y B6.Cg-Tg(SOD1G93A)1Gur-J, cultiva-
das en la matriz extracelular desarro-
llada previamente. Al igual que en los
casos control, se ha observado que
estos miotubos patoldgicos presen-
tan estriaciones y marcadores miogé-
nicos (MyoD, miogenina, MyHC, TnT)
caracteristicos de un musculo esque-
|ético funcional. Sin embargo, resulta
imprescindible determinar y valorar
aquellas caracteristicas, tanto morfo-
I6gicas como funcionales, que defi-
nan y diferencien estos miotubos pa-
tolégicos de sus respectivos controles.
De forma preliminar, podemos con-
cluir que el modelo muscular in vitro
desarrollado en nuestro laboratorio
es reproducible en casos de patologia
neuromuscular. Siguiendo con esta Ii-
nea de trabajo, el objetivo final sera
extrapolar los resultados obtenidos al
modelo de patologia neuromuscular
humana.
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Los cilios primarios son apéndices del
citoplasma celular evolutivamente con-
servados entre diferentes especies de
vertebrados. Estudios recientes han
demostrado su importante papel en
la sefializacién y comunicacién inter-
celular actuando como ‘antena’ de
la célula para captar sefiales del en-
torno. Dado que los cilios son estruc-
turas presentes en casi todos los ti-
pos celulares de los vertebrados, los
defectos en la formacién o en la fun-
cién de los cilios se ha correlaciona-
do con enfermedades de fenotipos

muy diversos, agrupados en una cre-
ciente lista de trastornos genéticos
conocidos colectivamente como ci-
liopatias. Entre estos fenotipos tan
dispares se incluyen enfermedad re-
nal, diabetes, obesidad, anomalias
cerebrales, fibroquistica congénita
del higado y displasias. Estas ciliopa-
tias estan implicadas también en el
desarrollo de enfermedades genéti-
cas retinianas como la distrofia de
conos, la distrofia de conos y basto-
nes, la amaurosis congénita de Leber
y el sindrome de Usher o de Bardet-
Biedl, en el que un mismo paciente
puede llegar a sufrir conjuntamente
retinitis pigmentosa, obesidad, dete-
rioro cognitivo, polidactilia, hipogo-
nadismo y enfermedad renal. Dentro
de las células fotorreceptoras de la
retina existe una estructura altamen-
te especializada denominada cilio
conector; se trata de un cilio prima-
rio modificado en estructura y fun-
ciones. Esta estructura se sitda en una
zona central del fotorreceptor y su-
pone una zona limitante para el trans-
porte de moléculas debido a su redu-
cido tamafio. Este cilio conector es
clave en el transporte bidireccional
de las proteinas implicadas en el pro-
ceso de fototransduccion de la sefial
luminica. Se han descrito hasta la fe-
cha mutaciones en 21 genes de las
proteinas ciliares implicadas en el de-
sarrollo de distrofias retinianas. La ca-
racterizacién genético-molecular de los
pacientes con estas alteraciones en
la retina permitira desarrollar nuevos
abordajes terapéuticos basados en
la terapia génica. Hemos utilizado una
estrategia de busqueda de mutacio-
nes basada en el analisis de alta re-
solucién de la variacién en la tempe-
ratura de desnaturalizacién de la do-
ble hebra de ADN o analisis de high
resolution melting. A pesar de que
las ciliopatias se caracterizan por una
genética muy compleja, esta técnica
ha resultado muy eficaz para la de-
tecciéon de mutaciones de genes aso-
ciados al desarrollo de enfermedades
con caracteristicas clinicas bien de-
terminadas, como es el sindrome de
Bardet-Bied|. Esta metodologia de tra-
bajo ha permitido detectar mutacio-
nes que podrian explicar la patoge-
nia en tres de un total de cinco pa-
cientes afectados por dicho sindrome.
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