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INTRODUCCION

La muerte es una vida vivida. La vida es una muerte que viene.
Jorge Luis Borges.
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El fendmeno de la Apoptosis

Introduccion

La muerte de células individuales dentro de un tejido fue observada por primera
vez en vertebrados hace ya mas de 40 afios en estudios sobre el desarrollo
(Glucksman, 1951; Saunders, 1966). A principios de los afios 70, Kerr, Wyllie y
Curie encontraron que en las células se podian observar dos tipos diferentes de
muerte: la bien caracterizada necrosis, y una nueva forma, morfolégicamente
distinta, a la que llamaron apoptosis (Kerr y cols., 1972; Wyllie y cols., 1981). La
muerte por necrosis es violenta y se caracteriza por la tumefaccion del citoplasma, la
ruptura de las membranas celulares y la desintegracion de los componentes
subcelulares y nucleares. Por otro lado, la apoptosis viene definida por una serie
ordenada de eventos que tienen lugar en un mayor periodo de tiempo. Sin embargo,
no lo podemos conocer a priori, ya que el tiempo requerido para que una célula entre
en apoptosis va a venir definido generalmente tanto por el estimulo apoptotico como
por el tipo celular (Kidd, 1998).

Durante el proceso de apoptosis, la célula se va a volver mas compacta y van a
aparecer gran cantidad de invaginaciones en la membrana citoplasmatica. Estas
invaginaciones finalmente acabardn dando lugar a los cuerpos apoptdticos en los
cuales acabaran quedando recluidos tanto restos del citoplasma como restos de los
distintos de los organulos celulares. Por su parte, la cromatina se empieza a
condensar y finalmente el ADN se acaba fragmentando. La apoptosis es un proceso
activo que conlleva, por parte de la célula, la sintesis de nuevo ARNm, asi como de
nuevas proteinas que participan en este proceso. Tipicamente, la célula se observa
heteropicnotica, es decir, condensada y con un nucleo fragmentado y de pequefio
tamafio. Finalmente la célula se convertira en una miriada de fragmentos, cada uno
de ellos envuelto por la propia membrana citoplasmatica, llamados cuerpos
apoptdticos. Esto, finalmente, seran fagocitados por las células que los rodean,
evitando asi cualquier tipo de respuesta inflamatoria por parte del organismo.

La apoptosis es una cascada ordenada de eventos enzimaticos que va a culminar
con la muerte de la célula y con la fragmentacion del ADN en los caracteristicos
fragmentos internucleosomales. En el caso del sistema nervioso, y en particular de
las neuronas, la apoptosis es un tipo de muerte celular programada responsable de la
eliminacion fisiolégica de poblaciones celulares que durante el desarrollo

embrionario no han establecido las conexiones adecuadas o bien no disponen de los
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suficientes factores troficos para poder llevar a cabo sus funciones (Wyllie, 1988).
Este proceso determina el tamafio y la forma del sistema nervioso de los vertebrados
(Kuan y cols., 2000). Se estima que mas de la mitad de las neuronas del sistema
nervioso central (SNC) de los vertebrados mueren durante el desarrollo embrionario,
o bien, en la temprana maduracion postnatal via muerte celular programada (ver
revision de Oppenheim, 1991; Raff y cols., 1993). Durante la vida del adulto, juega
un papel fundamental en diversos procesos fisioldgicos como son la remodelacion de
los tejidos, y la ejecucion y regulacion de la respuesta inmunitaria. Las
consecuencias de una incorrecta respuesta apoptotica son graves: la incapacidad de
las células de iniciar la apoptosis en respuesta al dafo sufrido por el ADN esta
implicada en el desarrollo y en la progresion del cancer, mientras que la inapropiada
activacion del fenomeno apoptdtico se ha visto que contribuye al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Barinaga, 1993), el Parkinson
o la esclerosis multiple. Por tanto, no es de extrafiar que el proceso apoptdtico esté
controlado muy rigurosamente las distintas vias de sefalizacion. Ademas existen una
serie de factores que interconectan entre si las diferentes rutas de sefalizacion,
permitiendo una rapida respuesta a los estimulos tanto intra como extracelulares
(Pawlowski y Kraft, 2000).

La apoptosis puede inducirse por multitud de efectores: ausencia de factores de
crecimiento, hormonas peptidicas especificas (factor de necrosis tumoral o, ligando
de Fas, etc.), cambios en la concentracion de calcio, firmacos (estaurosporina,
ésteres de forbol, etc.) o dafios tanto en el ADN como en la mitocondria. Aunque
cada uno de ellos va a actuar en un punto especifico de las vias de transduccioén
apoptodticas, todos ellos implican un dafio celular que podemos considerar
“irreparable”, y al que la célula responde con el inicio del proceso apoptdtico.

La principal via de induccion de apoptosis en mamiferos se descubri6 estudiando
las propiedades del receptor Fas y su ligando (Itoh y cols., 1991; Watanabe-
Fukunaga y cols., 1992). Como se muestra en la figura 1, la via clasica de la
apoptosis se inicia con la interaccion especifica de un ligando con su receptor (Fas,
receptor del TNF) y la subsiguiente activacion de una proteasa. Esta proteasa induce
la liberacion desde la mitocondria del citocromo c, el cual activara a su vez a una

serie de proteasas cuya accion acabara destruyendo todas las estructuras celulares.




Introduccion
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Cuando se estimulan estos receptores, las proteinas que se encuentran asociadas
a ellos acaban produciendo la activacion de la caspasa 8, la cual tiene actividad
proteasa y es la responsable del inicio de la cascada apoptotica tipica.

Las caspasas son una familia de cisteina proteasas que actian sobre secuencias
especificas que contienen residuos de aspartico (cisteina-aspartico proteasas). Las
caspasas participan en una cascada de eventos proteoliticos que producen la
alteracion de la homeostasis celular y afectan al mecanismo de reparacion de
enzimas, produciendo los cambios morfolégicos caracteristicos de la apoptosis
(Marks y Berg, 1999). Existen alrededor de 8 tipos de caspasas, las cuales se dividen
en dos grupos: las iniciadoras y las efectoras o ejecutoras. Las caspasas iniciadoras,
entre las que se encuentran la 8, 9, 10 y 12, se encuentran estrechamente relacionadas
con los componentes iniciales de las cascadas proapoptodticas. Una vez activadas,
estas caspasas activan por proteolisis a las llamadas caspasas efectoras, entre las que
encontramos a la 3, 6 y 7. Estas, a su vez, proteolizardn a diversas proteinas
nucleares y del citoesqueleto, induciendo asi el fenomeno de la apoptosis
(Budihardjo y cols., 1999).

El mecanismo por el que se activan las caspasas es, ademas de por proteolisis,
por oligomerizacion. De hecho, la caspasa 8 parece ser que se activa por su
asociacion con el receptor. La caspasa 3, por ejemplo, se activa al proteolizarse su
precursor (el zimogeno procaspasa 3) en dos fragmentos de 17 y 12 kDa que se van a
unir y formarén el heterodimero activo. De modo similar, la caspasa 7 se considera
también una caspasa efectora, ya que en lugar de activar otras caspasas, proteoliza

enzimas importantes para el mantenimiento de la viabilidad y estructura celulares
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(MacFarlane y cols., 1997). La caspasa 7 inactiva es proteolizada formando asi un
heterotetramero activo compuesto por dos subunidades grandes (20 kDa) y dos
pequenas. Puede ser proteolizada por varias caspasas como la 3, 6, 8 y la 9 (Lippke y
cols., 1996; Cohen, 1997; Nufiez y cols., 1998). Una vez activada, proteolizara
muchos de los substratos sobre los que actia la caspasa 3, entre ellos la poli(ADP-
ribosa) polimerasa (PARP) (Fernandez-Alnemri y cols., 1995; Lippke y cols., 1996).

Igual que ocurre en otros tipos de muerte celular, durante la apoptosis van a
producirse una serie de cambios en la mitocondria. Estos se traducen tipicamente en
cambios en la permeabilidad de su membrana. A la vez que suceden estos cambios,
se produce una salida del citocromo c desde el interior de la mitocondria hasta el
citoplasma donde actuard como cofactor necesario para la activacion de la caspasa 9.

El hecho de este cambio en la sefializacion, del citoplasma a la mitocondria, es
debido a la proteolisis de Bid por la caspasa 8. Al liberarse el extremo carboxilo de
Bid se transloca a la membrana mitocondrial causando la salida del citocromo c de la
misma. El citocromo c induce la interaccion de la proteina citoplasmatica Apaf-1 con
la caspasa 9. Cuando esto ocurre, agrupacion que se ha dado en llamar apoptosoma,
se induce la autoproteolisis y activacion de la caspasa 9 (Li y cols., 1997). Esta, a su
vez, va a proteolizar a la procaspasa 3, generandose la caspasa 3 activa.

La liberacion del citocromo c¢ es un punto crucial en esta ruta. Bid es un
miembro de la familia de proteinas de Bcl2 cuyos miembros participan tanto en la
induccién de la apoptosis como en su inhibicidon (Yim, 2000). Bcl2, la proteina que
da nombre a esta familia, es un inhibidor de la apoptosis. En su extremo carboxilo
contiene una secuencia de anclaje a membranas que se ha visto que se une a las
membranas externa mitocondrial, nuclear y de reticulo endoplasmatico. Impide la
liberacion del citocromo ¢, lo que sugiere que puede interaccionar de alguna forma
con Bid (Korsmeyer y cols., 2000).

La expresion de Bcel2 impide la apoptosis producida por una gran variedad de
estimulos por lo que se piensa que esta proteina estd actuando en una de las tltimas
fases de un mecanismo comun de apoptosis (Reed y Paternostro, 1999; Ruvolo y
cols., 2001). Sin embargo, en algunos sistemas no funciona como proteina
antiapoptotica, por lo que la via sobre la que actiia, aunque es compartida, no debe
ser la unica que interviene en el fendmeno de apoptosis (Rossé y cols., 1998;

Zhivotovsky y cols., 1998).




La caspasa 3 interviene en lo que se ha dado en llamar fase efectora de la
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apoptosis. Esta va a producir la proteolisis de diversos sustratos, de los cuales los
mas relevantes son la PARP y el factor de fragmentacion del ADN (DFF). La PARP
se ha descrito que estd implicada en la reparacion del ADN, principalmente en
respuesta a estimulos estresantes ambientales (Satoh y Lindahl, 1992). Esta proteina
puede ser proteolizada in vitro por diversas caspasas (Lazebnik y cols., 1994: Cohen,
1997), siendo ademads uno de los sustratos in vivo de la caspasa 3 (Nicholson y cols.,
1995; Tewari y cols., 1995). Su proteolisis se produce a nivel del aspatico 214 lo cual
separa el extremo amino terminal con capacidad de union al ADN (24 kDa) del
extremo catalitico (89 kDa en rata) (Lazebnik y cols., 1994; Nicholson y cols., 1995).
La PARP es muy importante para mantener la viabilidad de la célula, de hecho, su
proteolisis facilita la disrupcion de la célula, por lo que se emplea como marcador del
proceso apoptotico (Oliver y cols., 1998). En cuanto a DFF, es un dimero en el que
uno de los mondmero estd inhibiendo la actividad ADNasa del otro (Enari y cols.,
1998). Al proteolizar la caspasa 3 al dimero de DFF, se libera esta ultima subunidad

que, activa, produciré la degradacion del ADN (Liu y cols., 1997).

Senalizacion apoptotica en cultivos de células granulares de cerebelo

Las neuronas granulares del cerebelo, las principales interneuronas del cerebelo,
se encuentran entre los fenotipos neuronales mas abundantes del SNC de mamiferos
(Ito, 1984a). Estas neuronas emplean el glutamato como su principal
neurotransmisor, expresando receptores de glutamato tanto del tipo NMDA como de
las otras clases existentes (Garthwaite y cols., 1986; Burgoyne y Cambray-Deakin,
1998). Durante el desarrollo del cerebelo, las neuronas granulares se generan
postnatalmente en la capa germinal externa donde se diferencian, migran en unos 3
dias a la capa granular y finalmente son inervadas por los axones de las fibras
musgosas aferentes (Altman, 1972), las cuales emplean la acetilcolina como
principal neurotransmisor (Ito, 1984a y b). A su vez, las neuronas granulares van a
inervar a las células de Purkinje, existiendo una estequiometria especifica entre ellas
y las granulares (Ito, 1984a).

Las neuronas granulares postmitoticas pueden cultivarse in vitro plenamente

diferenciadas durante varias semanas si son despolarizadas con altas concentraciones
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de potasio (25 mM) (Gallo y cols., 1987), o bien si se exponen a aminoacidos
excitatorios, que para el caso de los cultivo de células granulares de cerebelo (CGC)
serian el glutamato o el NMDA (Baldzs y cols., 1988). Por otra parte, si el cultivo se
encuentra en condiciones no despolarizantes ([K'] = 5 mM) las neuronas mueren
mediante apoptosis (D’Mello y cols., 1993; Yan y cols., 1994). Dada la relativa
homogeneidad de estos cultivos y que la apoptosis se induce de manera sencilla y
altamente reproducible, los cultivos primarios de células granulares de cerebelo, y en
especial la induccion de la apoptosis mediante la bajada de las concentraciones de
K, es uno de los modelos in vitro mas empleados para el estudio de la apoptosis
(Yan y Paul, 1997). Sin embargo, las vias de senalizacion que regulan la muerte
neuronal no se conocen atn con exactitud. Un mejor conocimiento de las sefiales de
transduccion que regulan la apoptosis, podria ser de gran utilidad a la hora de
descubrir y diseflar nuevas dianas de farmacos para aquellas enfermedades
neurologicas en las que se ha descrito la intervencion del fenomeno apoptotico.

Se ha visto que la despolarizacion cronica de la membrana plasmatica previene
la muerte celular en diferentes tipos de cultivos de neuronas. Este efecto esta
mediado por el aumento de la concentracion de Ca®" intracelular ([Ca*'};), el cual
entra en el citoplasma a través de una serie de canales de calcio regulados por voltaje
(VGCC) (Collins y Lile, 1989; Collins y cols., 1991; Larmet y cols., 1992; Franklin y
cols., 1995). Un posible mecanismo por el que esta despolarizacion de la membrana
promoveria la supervivencia en los cultivos neuronales, seria la activacion de alguna
cascada de transduccion de un modo similar a las activadas por los factores
neurotroficos. De entre estas, las vias MAPK y PI3K/PKB parecen ser uno de los
mejores candidatos (Segal y Greenberg, 1996; Kaplan y Miller, 1997).

Miller y cols. (1997) encontraron en células granulares que la despolarizacion de
la membrana plasmatica producia una activacion de la PI3K y de las quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK). En su estudio, la inhibicion de la PI3K,
aunque no la inhibicion de las ERK, provocaba la apoptosis de las células granulares
de cerebelo. Estos datos parecen sugerir que la PI3K es el principal mediador de la
sefial de supervivencia en las neuronas despolarizadas. Sin embargo, en otros
estudios con este mismo tipo celular (D’Mello y cols., 1997; Dudek y cols., 1997;
Mora y cols., 1999) ésta dependencia de la PI3K no se ha visto tan claramente. Estos
resultados contradictorios parecen repetirse con cierta frecuencia en la bibliografia

que hemos consultado. Por un lado, la transfeccion y expresion de mutantes de la de




la proteina quinasa B (PKB), principal enzima de la ruta de la insulina/PI3K, que
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actlian como formas dominantes negativas no permite la supervivencia promovida
por la insulina en cultivos de CGC. Sin embargo, el efecto de la expresion de estos
dominantes negativos, como inhibidores de la via PI3K/PKB, es mucho menos
efectivo cuando se trata de bloquear los efectos neuroprotectores en células
despolarizadas en presencia de insulina en el medio (Dudeck y cols., 1997).

En otros tipos neuronales se ha visto que la entrada de Ca*" inducida por las
concentraciones despolarizantes de K', activa la via de las ERK a través de la
activacion de la calmodulina (CaM) (Egea y cols., 1998; Egea y cols., 1999). Sin
embargo, no podemos descartar la via de la PI3K en nuestros cultivos, ya que la CaM
también se ha visto que activa la PI3K (Joyal y cols., 1997; Fisher y cols., 1998) y a
la PKB (Yano y cols., 1998), llegandose correlacionar este efecto activador con la
induccién de la supervivencia celular por las concentraciones despolarizantes de
potasio (Crowder y Freeman, 1999).

En cultivos de neuronas granulares, la apoptosis inducida por bajada de la
concentracion de K™ (cambio a un medio —KCl) produce, por este orden: sintesis de
ARNm y proteinas, activacion de las caspasas y generacion de especies reactivas de
oxigeno (Schulz y cols.,, 1996). Ademads, se produce la sintesis y posterior
fosforilacién de c-Jun (Watson y cols., 1998) y una inactivacion de la PI3K y, por
tanto, de la proteina quinasa B (PKB) (D’Mello y cols., 1997; Dudek y cols., 1997;
Miller y cols., 1997; Shimoke y cols., 1997; Skaper y cols., 1998). De ahi que sea
logico suponer que la fosforilacion y activacion de la via PI3K/PKB inhibiera este
tipo de apoptosis (Datta y cols., 1997; Dudek y cols., 1997).

Respecto a las especies reactivas de oxigeno, recientes trabajos en otros modelos
celulares (Herrera y cols., 2001) estan mostrando que su generacion parece ser previa
al dafio mitocondrial y por tanto a la activacion de las caspasas efectoras. Sin
embargo, este aspecto no ha sido atin demostrado en cultivos de CGC.

En las células granulares de raton, la activacion de las caspasas comienza a las 4
h del cambio al medio con baja concentracion de potasio (—KCl) alcanzando los
niveles méximos de actividad a la 6 h (Armstrong y cols., 1997), tiempo en el que se
puede detectar ya el citocromo c en el citosol (Gleichmann y cols., 2000). En estas
primeras 4 h, tanto los inhibidores de la sintesis de proteinas y de ARN, como el
potasio usado a concentraciones despolarizantes, previenen la muerte del cultivo asi

como la fragmentacion internucleosomal del ADN (D’Mello y cols., 1993; Galli y
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cols., 1995; Nardi y cols., 1997; Watson y cols., 1998). Sin embargo, la apoptosis es
ya irreversible en un 50% de las células del cultivo tras 6 h de exposicion al medio
con baja concentracion de potasio (—KCl) (Nardi y cols., 1997).

Se ha visto que en CGC de ratédn el factor de transcripcion E2F-1, el cual juega
un papel fundamental en la transicion de ciclo G;/S (Nevins, 1992; Wu y cols.,
1996), modula la apoptosis inducida por la bajada en la concentraciéon de K™ (O’Hare
y cols., 2000). La participacion de diversas cascadas de transduccion de senales,
diferentes a las relacionadas con el ciclo celular, esta ya bien establecido para este
paradigma apoptotico. Por ejemplo, la activacion de la INK (Watson y cols., 1998) y
del ligando de Fas (Green y Red., 1998) se han descrito en CGC sometidas al cambio
de medio con bajas concentraciones de K'. Por otro lado, las sefiales que activan a la
PI3K (Miller y cols., 1997) o a las MAPK (Bonni y cols., 1999) se ha demostrado
que tienen un efecto neuroprotector en este tipo neuronal. La intervencion de tantos
factores sugiere que en las neuronas se activan simultineamente diversas cascadas
que, aunque sean bioquimicamente diferentes, regulan de una manera
complementaria la respuesta a la muerte celular inducida por la bajada en la
concentracion de K'. Por tanto, sera de gran importancia comprender como se
relacionan todas estas sefiales para aumentar nuestro conocimiento del modo en el

que se regula y controla la muerte neuronal.

Implicacion de la Ceramida en las sefiales proapoptoticas

Aunque los mecanismos moleculares exactos implicados en la apoptosis aun no
se conocen totalmente, estudios recientes estan mostrando evidencias bastante claras
de que la activacion de las esfingomielinasas neutras y acidas del lisosoma, con la
consiguiente generacion de ceramida, juega un papel importante en la regulacion de
la apoptosis en multitud de sistemas (Obeid y cols., 1993; Hannun, 1996; Testi,
1996).

La ceramida es un lipido que actia a modo de segundo mensajero, siendo un
importante componente de las vias activadas por senales de estrés y de las
reguladoras de la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis. Se piensa que
los efectos de la ceramida en los numerosos procesos celulares en los que participa

estan mediados a través de su accion sobre diferentes elementos de diversas vias de
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transduccion, como puedan ser: el NF-kB, la JNK, la proteina quinasa activada por
ceramida y la proteina fosfatasa activada por ceramida (Ip y Davis, 1998; Hannun,
1996, Haimovitz-Friedman y cols., 1997; Verheij y cols., 1996; Dbaibo y cols.,
1997). Ademas del TNF, existen una gran variedad de estimulos y agentes
extracelulares que activan la esfingomielinasas y, por tanto, aumentan los niveles de
ceramida intracelular: drogas quimioterapéuticas, choque térmico, estrés oxidativo,
radiaciones ultravioletas e ionizantes, asi como hormonas, algunas citoquinas y la
carencia de factores de crecimiento (Ip y Davis, 1998; Hannun, 1996; Haimovitz-
Friedman y cols.,, 1997; Merrill y cols., 1997). De hecho, existe una fuerte
correlacion entre la produccién de ceramida y la induccion de muerte celular
(Verheij y cols., 1996; Bose y cols., 1995).

Los niveles de ceramida intracelulares estan regulados por el equilibrio existente
entre su anabolismo y su catabolismo, en el que intervienen multitud de enzimas,
entre ellas: las esfingomielinasas, la ceramidasintasa, las ceramidasas, la ceramida
quinasa, la esfingomielinasintasa y la glucosilceramidasintasa (Verheij y cols., 1996).
Los efectos de la generacion de ceramida dentro de las células dependeran de la
especificidad con la que se activa alguna de las esfingomielinasas, de la magnitud y
de la duracion de la sefial, asi como de la existencia de otras vias de transduccion que
regulen la respuesta celular frente al estrés (Figura 2).

Se sabe ademas, que los analogos permeables de la ceramida, al igual que los
agentes que estimulan su produccidn, inducen la apoptosis en gran variedad de tipos
celulares, entre otros: células endoteliales, fibroblastos, células de feocromocitoma

(PC12) y oligodendrocitos (Obeid y cols., 1993; Verheij y cols., 1996; Casaccia-
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Bonnefil y cols., 1996; Suzuki y cols., 1997; Hartfield y cols. 1997). Estas
observaciones pueden corresponderse con la existencia de un sistema de sefializacion
ubicuo en el que la ceramida actuaria como segundo mensajero de los receptores de
la membrana plasmatica y de las sefiales de estrés celular que llevarian a la
estimulacion del fendémeno apoptético.

Como la supervivencia y la muerte celulares se encuentran probablemente en un
delicado equilibrio de sefalizaciones, se considera que la accion apoptotica de la
ceramida puede deberse a la estimulacion de las sefiales proapoptdticas, a la
inhibicion de las vias antiapoptdticas, o bien a ambos procesos a la vez (Zhou y cols.,
1998). De hecho, se ha descrito para la ceramida un efecto activador tanto para
proteina quinasas (Zhang y cols., 1997) como para proteina fosfatasa similares a la
2A (Dobrowsky y Hannun, 1992; Dobrowsky y cols., 1993; Law y Rossie, 1995;
Chalfant y cols., 1999). También se ha visto que la ceramida inactiva a determinados
miembros de la familia de la PKC (como la o) (Jones y Murray, 1995; Lee y cols.,
1996) mientras que activa a otros (como la ) (Lozano y cols., 1994; Sawai y cols.,
1997). Ademas, uno de los mecanismos por los que la ceramida impide la
proliferacion celular seria a través de la proteina fosfatasa activada por ceramida que
comparte ciertas caracteristicas con la serina/treonina fosfatasa 2A (Dbaibo y cols.,
1995).

Recientes trabajos estan mostrando las vias proapoptoticas que se activan por la
ceramida. Se ha descrito que, tanto la esfingomielinasa exégena como la adicion de
C,-ceramida, inducen una rapida estimulacion de la via JNK (Westwick y cols.,
1995). Ademas promueve la desfosforilacion de la proteina antiapoptdtica Bel-2, lo
cual bloquea sus efecto inductor de supervivencia (Ruvolo y cols., 1999), asi como
de la proteina proapoptética Bad, con lo que impide su degradacion (Basu y cols.,
1998; Zundel y Giaccia, 1998). Se ha propuesto que la accion de la ceramida sobre
Bcl-2 seria mediada por la citada proteina fosfatasa activada por ceramida, mientras
que la desfosforilacion de Bad lo seria por la activacion de la quinasa supresora de
Ras (KSR) con la subsiguiente activacion de MEK1 y de la MAPK, lo cual
disminuiria la activacion de la PKB (Basu y cols., 1998).

Esta accion sobre la PKB se enmarcaria entre los efectos de la ceramida como
inhibidora de sefales proapoptoticas. En esta linea se encuentran los resultados que
presentan a la ceramida como un regulador negativo de la PI3K. Aunque en principio

se vio que la ceramida inhibia de forma especifica a la PI3K, lo que provocaba que
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grupos han descrito un efecto inhibidor de la actividad de la PKB sin que la PI3K se
vea afectada (Basu y cols., 1998; Zhou y cols., 1998; Summers y cols., 1998).

Seiializacion celular a través de las proteina quinasas

A finales de los afios cincuenta, Edwin Krebs y Edmond Fischer describieron la
primera secuencia de fosforilaciones proteicas reversibles en una cascada de
transduccion de sefiales, en su caso la sefializacion glucogenolitica inducida por la
adrenalina (Fischer y Krebs, 1966). A partir de ese momento se ha visto como la
fosforilacion proteica, por activacion de una o mas proteina quinasas, controla los
mecanismos de sefializacion celular, habiéndose descrito ya mas de 100 proteina
quinasas diferentes en las células de vertebrados (Mathews y van Holde, 1998).

Muchas hormonas proteicas, llamadas factores de crecimiento, estimulan la
proliferacion y la diferenciacion de sus células diana al unirse a receptores de
membrana con actividad tirosina quinasa. Esta activacion iniciara una cascada de
sefalizacion celular compuesta fundamentalmente por proteina quinasas que acabara
en la modulacion de la expresion de determinados genes. Ademas de activar sefiales
mitogénicas, los factores de crecimiento estimulan sefiales antiapoptdticas o de
supervivencia celular. Asi, van a regular el equilibrio existente entre proliferacion y
muerte celular. Aunque ya se han descrito muchos de los mecanismos involucrados
en la proliferacion celular, todavia queda bastante por conocerse sobre las rutas de

sefalizacion que conducen a la supervivencia celular (Ushio-Fukai y cols., 1999).

LA VIA PI3K/PKB:

Tanto en neuronas como en otros tipos celulares, se ha comprobado la gran
relevancia de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) en la regulacion de la
supervivencia inducida por esos factores de crecimiento. La PI3K parece ser una de
las enzimas claves a la hora de la regulacion de diversos procesos celulares, entre
ellos la supervivencia y la proliferacion de multitud de sistemas celulares. De hecho,

los inhibidores de la PI3K bloquean la supervivencia inducida por el IGF-1 en las
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neuronas granulares de cerebelo (D’Mello y cols., 1997; Dudek y cols., 1997; Miller
y cols., 1997).

La via de senalizacion de la PI3K media gran cantidad de respuestas celulares
tras su activacion por factores de crecimiento peptidicos o por hormonas. La
desregulacion de esta via esta relacionada con enfermedades como el cancer o la
diabetes en humanos, y su importancia en la biologia de la célula se pone de
manifiesto por el hecho de intervenir en la muerte y en la supervivencia celular, asi
como en otras funciones celulares fundamentales como son: el crecimiento, la
motilidad, la diferenciacion o las acciones de la insulina (Marte y Downward, 1997).
Su amplio abanico de acciones se debe a que activa multiples vias de transduccion
secundarias. Uno de los grupos de enzimas que parecen mds importantes es la
superfamilia AGC de serina/treonina quinasas (llamadas asi al incluir a las proteina
quinasas A, G y C), conocidas desde hace tiempo por formar parte importante de la
maquinaria celular de transduccion de sefiales (Alessi, 2001). Las quinasas de esta
superfamilia poseen alrededor de un 40% de homologia en su dominio catalitico.
Para ser activadas necesitan fosforilarse en un residuo altamente conservado en todas
ellas que se sitia el en extremo carboxilo en una region que se ha denominada lazo T
(“T-loop”) (Vanhaesebroeck y Alessi, 2000).

Como viene indicado en la figura 3, la siguiente enzima participante en la via de
la PI3K es la quinasa dependiente de fosfatidilinositol (PDK1). Esta quinasa posee
un dominio PH que es el causante de que se encuentre en la membrana plasmatica
unida al fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3;) generado por la actividad de la

PI3K. Asi, tras la activacion de esta via, se produce la translocacion de la PKB a la

Factores de crecimiento, insulina ...
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ultima, al localizarse en la membrana junto a la PKB va a fosforilarla en el residuo de
treonina 308 induciendo asi su activacion (Alessi, 2001). La enzima responsable de
la fosforilacion de la PKB en el residuo de serina 473, se ha denominado PDK2, pero
no ha sido todavia identificada ni clonada.

Una de las enzimas activadas por la produccion de PIP; por parte de la PI3K, es
la PKB, la cual es la intermediaria en las sefiales de supervivencia inducidas por la
PI3K (ver revision de Marte y Downward, 1997). La activacion de la PKB por la
PI3K (Figura 3) y la subsiguiente induccion de la degradacion por fosforilacion de la
proteina proapoptotica Bad es el mecanismo propuesto para la accion antiapoptotica
de la via PI3K/PKB (Datta y cols., 1997; del Peso y cols., 1997). Sin embargo,
también se ha visto (Scheid y Duronio, 1998) que la sefial de supervivencia de la
PI3K puede ser independiente de la fosforilacion de Bad, de ahi que se sugiera que la
PI3K pueda actuar sobre diversos componentes de la cascada apoptdtica. De hecho,
ademads de a Bad, la PKB fosforila e inactiva a diversos componentes celulares que
estarian implicados en la apoptosis: los factores de transcripcion Forkhead (FKHR)
(Brunet y cols., 1999; Kos y cols., 1999), la GSK3 (Cross y cols., 1995) y la caspasa
9 (Rommel y cols., 1999).

La glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) fue inicialmente identificada como la
enzima responsable de la regulacion por la insulina de la sintesis de glucogeno
(Welsh y cols., 1996). Esta proteina quinasa se expresa ubicuamente e inhibe por
fosforilacion a la glucdgeno sintasa. La GSK3, que es un elemento fundamental de la
via de supervivencia PI3K/PKB, es inhibida por la PKB, la cual la fosforila en la
serina 21 en la GSK3a y en la serina 9 en la GSK3p, siendo las fosforilaciones de
estos residuos el principal sitio de regulacion por inhibicion de esta proteina (Cross y
cols., 1995; Srivastava y cols., 1999). La GSK3 se encuentra implicada tanto en la
regulacion del ciclo celular de Dictyostelium, como en el desarrollo de Drosophila y
Xenopus (Nusse y cols., 1997). Ademas, regula la proteolisis y la localizacion
subcelular de la ciclina D1 (Diehl y cols., 1998). Respecto a su papel en la apoptosis,
se ha descrito que la sobreexpresion de formas constitutivamente activas de la GSK3
B facilitan el proceso apoptdtico en distintos sistemas neuronales (Bijur y cols.,
2000). De su importancia en la apoptosis neuronal también da cuenta el hecho de que

la empresa farmacéutica Glaxo-SmithKlein ha desarrollado inhibidores especificos
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de la GSK3 que protegen frente a la apoptosis inducida por el cambio al medio con

bajas concentraciones de potasio en CGC (Cross y cols., 2001).

LA VIA DE ERK:

Las proteina quinasas activadas por mitogenos (MAPK) son una familia de
serina/treonina proteina quinasas ampliamente conservadas, que son activadas en la
respuesta celular frente a una gran variedad de estimulos extracelulares (Su y Karin,
1996; Garrington y Johnson, 1999) (Figura 4). Se activan por la doble fosforilacion
en los residuos de treonina y de tirosina. Esta fosforilacion esta catalizada por una
MAPK quinasa (MAPKK) que, a su vez, es fosforilada y activada por una
serina/treonina quinasa llamada MAPKK quinasa (MAPKKK) (Nishida y Gotoh,
1993; Davis, 1994; Cobb y Goldsmith, 1995; Kyriakis y Avruch, 1996). Estas
MAPKKK se activan al interaccionar con proteinas de la familia de las pequefias
GTPasas y/o con otras proteina quinasas, conectando asi el bloque de MAPK con el
receptor de membrana o con estimulo externo. Las MAPK se agrupan en tres grandes
grupos: ERK, INK y p38 MAPK.

Las rutas de las quinasas ERK se suelen activar principalmente por diversos
factores de crecimiento e intervienen en la progresion del ciclo celular y en el
crecimiento celular en una gran variedad de paradigmas celulares (Nishida y Gotoh,
1993; Davis, 1994; Cobb y Goldsmith, 1995; Kyriakis y Avruch, 1996). Se activan
mediante una cascada conocida de transduccion en la cual participan las proteinas

She, Grb2, Ras, Raf' y las MEK (Garringotn y Johnson, 1999; Vojtek y Der, 1998).
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Esta cascada de transduccion (Figura 5) se inicia generalmente por la interaccion de
un factor tréfico con su correspondiente receptor con actividad tirosina quinasa,
produciéndose la autofosforilacion del receptor. La fosforilacion de los receptores
activa Ras por un mecanismo en el que es preciso que se fosforile en tirosina Shc
(ver revision de Segal y Greenberg, 1996). La capacidad de Shc de activar Ras esta
mediada por su asociacion con las proteinas Grb2 y Sos. En la via de sefializacion de
Ras, la fosforilacion de c-Raf 1 activa la ERK1 o 2 a través de la activacion de
MEK1 o MEK2, respectivamente. Esto lleva a la posterior translocacion de las ERK
al nucleo. Alli, van a fosforilar a una serie de factores de transcripcion, entre los que
se encuentran Elk-1, Stat3 y ATF-2. Ademas, una vez en el nucleo también pueden
activar la transcripcion mediante la fosforilacion de otras quinasas como p90RSK y
MSK (Figura 5).

Estéa claramente demostrado que los factores que promueven la supervivencia de
células granulares de cerebelo maduras (despolarizacion, IGF) activan las ERK. Sin
embargo, su inhibicion con PD98059 no afecta a la supervivencia de los cultivos,
mientras que si lo hacen los inhibidores de la PI3K, por lo que parece que la via
realmente significativa a la hora de promover viabilidad no seria de la del ERK sino

la de la PI3K/PKB (Miller y cols., 1997). De hecho, la despolarizacion de la
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membrana, induce a través de la CaM la activacion tanto de las ERK1 y 2 (Egea y
cols., 1998; Egea y cols., 1999) como de la PI3K (Joyal y cols., 1997).

Aunque el efecto de las MAPK en las células nerviosas pudiera parecer, en
principio, una activacion paralela a la de la PI3K/PKB y sin una verdadera accion
sobre la viabilidad celular, existen datos que nos indican que debemos tener en
cuenta esta via aunque sea con una implicacion distinta en la sefializacion celular.
Los datos a los que nos referimos muestran que durante la diferenciacion a neuronas
de determinadas lineas celulares, el IGF (tipico activador de la via PI3K) estaria
modulando el desarrollo de los axones y dendritas a través de la via de las ERK (Kim
y cols., 1997). Esto hace pensar que esta via de transduccion estaria principalmente
implicada en la maduraciéon de las neuronas y que la PI3K tendria un papel
fundamental en la posterior viabilidad de las neuronas ya maduras. A este respecto,
se ha visto en cultivos de CGC de raton, que la expresion de los receptores
GABAergicos, que se produce durante la maduracién de este tipo celular, esta

modulado por la via de la ERK (Bulleit y Hsieh, 2000).

LA VIA DE JNK:

Tanto las citoquinas inflamatorias como diversos tipos de estrés ambiental
(choque osmotico, radiacion ultravioleta, etc.), son capaces de estimular las
actividades de la familia de proteina quinasas activadas por estrés o JNK asi como
las de un grupo de quinasas descrito mas recientemente: el de la p38 (Han y cols.,
1994). Ambos grupos parecen estar implicados en la detencion del ciclo celular y en
la apoptosis (Davis, 1994; Cobb y Goldsmith, 1995; Kyriakis y Avruch, 1996). La
JNK es fosforilada y activada por las MKK 4 y 7, y la p38 por las MKK 3,4y 6. La
activacion de la JNK induce la fosforilacion de diversos factores de transcripcion que
regulan genes de expresion temprana: c-Jun, Elk-1 y ATF-2 (Gupta y cols., 1996;
Woodgett y cols., 1995). La radiacion ultravioleta, las citoquinas y diversos tipos de
estrés ambiental se encuentran entre los potenciales inductores de la via de JNK
(Kyriakis y cols., 1994; Derijard y cols., 1994; Lee y cols., 1994) (Figura 6). Como
ocurre con las otras proteina quinasas, existe un grupo de MAPKKK: en este caso las
MEKKI1 a 4, o bien algiin miembro de una familia de quinasas llamadas MLK. Las
sefales de estrés activaran a pequefias GTPasas o a alguna proteina de la familia Rho

(Rac, Rho, Cdc42). Tanto la Racl como la Cdc42 estimulan a las MEKKSs y a las
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MLKs. Ademas MKK4 y 7 pueden ser activadas, independientemente de las
GTPasas, por alguna de las GCK quinasas (Rao, 2001).

Ademas de a los anteriores factores de transcripcion descritos, la familia de las
JNK fosforila a una gran variedad de sustratos citoplasmaticos como puedan ser
proteinas del citoesqueleto, la p53, Bcl-2 y al receptor de glucocorticoides. Alguno
de estos sustratos tiene una importante funcion fisioldgica y estan implicados en los
fenémenos de apoptosis en el SNC (Mielke y Herdegen, 2000).

Las JNK pueden incrementar la fosforilacion de la proteina asociada a los
microtibulos tau, lo cual parece ser uno de los fenomenos tipicos de las
enfermedades neurodegenerativas, como pueda ser la enfermedad de Alzheimer
(Reynolds y cols., 1997). Ademéas fosforila las cadenas pesadas de los
neurofilamentos con el consiguiente incremento de la vulnerabilidad al estrés de las
neuronas (Giasson y Mushynski, 1997). En el sistema que vamos a emplear en esta
tesis, cultivos de CGC, se ha descrito que la inhibicion de las actividades de la PI3K
y de la PKB aumenta la actividad de las JNK e induce apoptosis (Shimoke y cols.,
1999).

Por otro lado se ha descrito que JNK tiene un efecto opuesto a la proteccion
causada por la proteina Bel-2 (Park y cols., 1997), posiblemente por la fosforilacion

de la misma (Maundrell y col., 1997). Ademas, JNK estabiliza y activa al supresor
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tumoral p53 (Fuchs y cols., 1998), un factor de transcripciéon proapoptético que
impide la induccion del gen bcl-2 a la vez que incrementa la del gen bax (Miyashita
y cols., 1994). En sistema nervioso, la proteina p53 actua con posterioridad a la
activacion de JNK en la regulacion del proceso de muerte celular de neuronas del
sistema simpatico (Aloyz y cols., 1998). Sin embargo, en fibroblastos, c-Jun regula
negativamente la transcripcion de p53 (Schreiber y cols., 1999), por lo que no esta
todavia muy claro si la accion represora se debe a que no se produce la fosforilacion
del extremo animo terminal de c-Jun o si, por el contrario, la activacion de p53

mediada por JNK se debe a c-Jun.

LA VIA DE p38:

Aunque muchas MAPKK quinasas, incluyendo MEKK 1, 2, 3 y 4, MAPKKK 5
y 6, inducen una activacion de las cascadas de la JNK y/o de la p38 (Figura 7), la
conexion entre las MAPKKK con las MAPKK es mds compleja de lo que en
principio es la conexion entre las MAPKK y las MAPK. La p38 solo se ve activada
por MKK3 y MKK®6, mientras que tanto MKK3 como MKK4 pueden activar in vitro
a la JNK (Davis, 1994; Derijard y cols., 1995). Sin embargo, todavia no esta claro si
la interconexioén entre las vias JNK y p38 a través de la MKK4 tiene alguna
significacion in vivo.

Al igual que la JNK, la p38 se activa por estreses ambientales (Raingeaud y
cols., 1995), en particular por el choque osmdtico (Matsuda y cols., 1995; Galcheva-

Gargova y cols., 1994; Brewster y cols., 1993), y regula a diversos factores de
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transcripcion: ATF-2, Elk-1 y CHOP (Whitmarsh y cols., 1997; McCormick, 1996).
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Ademas, la p38 puede activar a las siguientes proteina quinasas: MAPKAP quinasas
2 y 3,y a la proteina quinasa activada/regulada por p38 (Rouse y cols., 1994; New y
cols., 1998; McLaughlin y cols., 1996).

Papel de las proteina fosfatasas en la sefializacion

Como hemos visto, la fosforilacion de proteinas juega un papel muy importante
en la regulacion de gran cantidad de procesos celulares: diferenciacion, division
celular, metabolismo, contracciéon muscular, fecundacion y en la memoria. Todas
estas sefiales estdin muy bien reguladas por el equilibrio existente entre las
actividades de proteina quinasas y proteina fosfatasas. De ahi que las proteina
fosfatasas tengan tanta importancia como las proteina quinasas a la hora de regular
las vias de transduccion de sefales.

Una de las primeras aproximaciones al estudio funcional de este tipo de enzimas
es su division en dos grandes grupos funcionales. Seglin el residuo sobre el que
actuen podemos dividir a las proteina fosfatasas en tirosina fosfatasas o en
serina/treonina fosfatasas. La mayor importancia de las tirosina fosfatasas radica en
que regulan el grado de fosforilacion de los receptores con actividad tirosina quinasa,
la mayoria de los que hemos visto que inician las cascadas de sefalizacion. Este tipo
de receptores son los principales implicados en la sefializacion de las comunicaciones
intercelulares tanto durante el desarrollo como en organismos ya adultos, e incluso en
algunos procesos patologicos (Ostman y Béhmer, 2001). Sin embargo, como hemos
visto en el apartado anterior nuestro principal foco de atencioén van a ser las rutas en
las que se encuentran principalmente implicadas las serina/treonina quinasas, y por
tanto nuestro mayor interés radicard en la regulacion que llevan a cabo sobre estas

vias las serina/treonina fosfatasas.

En la tabla 1 se muestran los distintos tipos de serina/treonina fosfatasas,
basandonos en la clasificacion bioquimica inicial realizada por Philip Cohen (1994),
incluyendo, ademds, otras fosfatasas que han sido clonadas y secuenciadas

recientemente.
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Tabla 1. Clasificacion bioquimica de las serina/treonina fosfatasas.

SUSTRATOS | INHIBIDORES | ACTIVADORES | CATIONES | ESTRUCTURA
in vitro DIVALENTES | CUATERNARIA
PP1 Subunidad B |Inhibidores 1 y |BDM Multimérica
de la 2
fosforilasa Tautomicina,
quinasa Nodularina
Glucogeno DARPP32,
ssintasa Microcistina
p-NPP Okadaico,
Histona Caliculina
Quinasas
dependientes
de ciclo
Cantaridina
PP2A Subunidad oo | Caliculina, BDM Multimérica
de la Okadaico, Ceramida
fosforilasa Cantaridina Araquiddnico
quinasa Tautomicina,
Cadenas Nodularina
ligeras de Microcistina,
miosina Apomorfina
Histona
PP2B  |Subunidad o |Okadaico, Ca'- Ca™ Multimérica
dela Microcistina calmodulina
fosforilasa Ciclosporina A,
quinasa FK506
Inhibidor 1 Nodularina
DARPP32
p-NPP
PP2C Subunidad o | Okadaico, Mg Monomérica
dela Microcistina
fosforilasa
quinasa
PP4 Microcistina Monomérica
PPS Microcistina Acidos grasos Monomérica
poliinsaturados
Araquidonico
PP6 Monomérica
PP7 Histona Ca™" Mg™ Monomérica
fosforilada

Dentro de las serina/treonina proteina fosfatasas, encontramos a la proteina

fosfatasa 1 (PP1), asi como a la 2A (PP2A), la 2B (PP2B) y la 2C (PP2C). Estas

fosfatasas son esenciales en organismos eucariotas en un gran numero de cascadas de

transduccion de senales (Cohen y Cohen, 1989; Shenolikar y Nairn, 1991).
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diversas como el metabolismo del glucogeno, el transporte de calcio, la contraccion
muscular, la sintesis de proteinas y el transporte intracelular (ver revisiones de
Cohen, 1989; Shenolikar y Nairn, 1991; Bollen y Stalmans, 1992). En algunos de
estos procesos celulares se han descrito los substratos de la fosfatasa (glucogeno
sintasa, glucogeno fosforilasa, cadenas ligeras de miosina, etc.), aunque en otros
muchos todavia no se ha descrito la accion directa de la PP1 sobre la fosfoproteina en
cuestion (principalmente para los factores de transcripcion) (ver revisiones de Cohen,
1989; Shenolikar y Nairn, 1991; Bollen y Stalmans, 1992; DePaoli-Roach y cols.,
1994).

Con el uso del &cido okadaico y de otros inhibidores parece posible la inhibicion
especifica de la actividad de la PP2A en extractos libres de células. Aunque no se
puede descartar la implicacion de otras proteina fosfatasas similares, con esta
aproximacion se ha vinculado la actividad de la PP2A con procesos tan diversos
como el metabolismo, la contraccion muscular, la transmisién sindptica, la
transduccion de sefales, el procesamiento del ARNm, asi como con la progresion del
ciclo celular (ver revisiones de Cohen, 1989; Mumby y Walter, 1993a y b; DePaoli-
Roach y cols., 1994).

Aunque cldsicamente se ha pensado en las proteina fosfatasas como meros
“desfosforiladores” de los sustratos de las proteina quinasas, se ha ido poniendo en
evidencia en los ultimos diez afios que, ademas, actiian sobre las propias quinasas
regulando su actividad. De hecho, existen ya una gran cantidad de proteina quinasas
relacionadas con el fenomeno de la apoptosis que son substratos de la PP2A: PKB,
GSK3, p38, PKC, JINK o MEK (ver revision de Millward y cols., 1999). Es mas,
parece demostrado que parte de la accion proapoptotica de la ceramida se debe a la
activacion de la PP2A, la cual se ha descrito tanto in vitro (Dobrowsky y Hannun,

1992) como in vivo (Ruvolo y cols., 1999).

La PP2B, también llamada calcineurina, estd formada por dos subunidades: una
catalitica (calcineurina A) de 50 kDa, y otra reguladora de 19 kDa. La actividad de
esta serina-treonina proteina fosfatasa se regula por Ca**-calmodulina (Ca>*-CaM).
En un principio se vio que era la diana de una serie de farmacos inmunosupresores

como son la ciclosporina A (CsA) y el FK506 (Liu y cols., 1991; Schereiber y
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Crabtree, 1992). Estos farmacos se unen a proteinas intracelulares llamadas
inmunofilinas: la ciclosporina A a la ciclofilina y el FK506 a las FK506BP. Es el
complejo inmunosupresor-inmunoflina el que se une a la calcineurina e inhibe su
actividad.

Debido al empleo de estos inmunosupresores, el papel de la PP2B en la
apoptosis de células del sistema inmunitario estd bastante definido. En linfocitos T,
por ejemplo, la apoptosis depende de la sintesis de novo tanto de Fas como de su
ligando, sintesis que es inhibida por la ciclosporina A (Shi y cols., 1989). Sin
embargo, existen evidencias en otros tejidos celulares (entre ellos neuronas), que
muestran la induccion de la apoptosis de forma dependiente de la PP2B, pero sin
necesidad de sintesis de novo de proteinas (Shibasaki y McKeon, 1995; Wang y
cols., 1999).

La PP2B, o calcineurina, se expresa abundantemente en amplias regiones del
cerebro, incluyendo el cortex cerebral, el hipocampo o el cerebelo (Molkentin y
cols., 1998). Sin embargo, la funcion fisiologica por la que se produce una expresion
de tan alto nivel en el sistema nerviosos aun se desconoce. A este respecto se ha
descrito, utilizando cultivos primarios de neuronas corticales, que la sobreexpresion
de PP2B predispone a las neuronas a entrar en apoptosis, de una forma dependiente
de citocromo c y caspasa 3, en condiciones que normalmente no serian letales para

esos cultivos (Asai y cols., 1999).

La PP2C fue inicialmente descrita como una proteina fosfatasa monomérica
cuya actividad dependia de la presencia de Mg®" en el medio. Se ha sugerido que las
isoformas que se expresan en el sistema nervioso jugarian un papel importante en las
sefiales de transduccion moduladas por Ca®". De hecho, la PP2C podria ser la enzima
que desfosforilara, en células granulares de cerebelo, a la proteina quinasa II
dependiente de Ca®*-CaM (Fukunaga y cols., 1993). Ademas, en estudios con
levaduras se ha visto que regula negativamente las cascada de transduccion de las
MAPK, aunque sus mecanismos exactos de accion son todavia desconocidos (Wera

y Hemmings, 1995).
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El hecho de que en las rutas de transduccion intervengan una gran cantidad de
enzimas, unido a que la relacion existente entre las diversas vias se esté empezando a
comprender en estos momentos, hace que su estudio resulte en ciertos aspectos
complicado. Si, ademas, el fenomeno fisiologico que se quiere estudiar se caracteriza
por una gran diversidad de marcadores bioquimicos, de muchos de los cuales no se
conoce su verdadera relevancia, el conocimiento exacto del proceso va a venir
marcado por la disponibilidad de herramientas farmacoldgicas y bioquimicas que nos
ayuden a su diseccion para poder estudiar cada uno de los componentes del
fendmeno por separado.

Para el caso de la apoptosis en células del sistema nervioso, el conocimiento de
los efectores que inducen la muerte de las neuronas es bastante amplio. Sin embargo,
las vias que impiden el progreso de la apoptosis todavia no se conocen con exactitud.
El conocimiento de las mismas, asi como el de los farmacos que activen estas vias
seran de vital importancia en los proximos afios para el desarrollo de nuevas
estrategias a la hora de tratar las enfermedades neurodegenerativas en las que
interviene el proceso de la apoptosis.

El litio aparece en la moderna farmacoterapia en 1949 (Cade, 1949). Aunque se
utiliza para el tratamiento de diversas enfermedades (neutropenia, jaquecas,
Parkinson), el litio se emplea fundamentalmente para el tratamiento y la prevencion
de recaidas de los trastornos bipolares o maniaco-depresivos (Schou, 1991), los
cuales tienen una prevalencia mundial de un 1°2 a un 2%. Nuestro interés en ¢l
radica, sin embargo, en su capacidad para prevenir en cultivos de CGC la apoptosis
inducida por el cambio al medio —KCl (D’Mello y cols., 1994) mediante un
mecanismo atn desconocido.

Aunque se desconocen con exactitud sus mecanismos bioquimicos de accion, su
papel neuroprotector serd de gran importancia para poder dilucidar las vias
implicadas tanto en los fendmenos proapoptdticos como antiapototicos. Ademas
vamos a emplear otro farmaco igual de efectivo en el tratamiento de los trastornos
bipolares: el 4cido valproico o valproato (dcido 2-propilpentanoico). A pesar de su
estructura quimica totalmente distinta, es un acido graso ramificado, el valproato
(VPA) es igual de efectivo a la hora de estabilizar los estados maniaco-depresivos de

pacientes con trastornos bipolares (Bowden y cols., 1994).
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Aunque las bases moleculares de la accion estabilizante del litio y el valproato
no se han clarificado, se piensa que ambos farmacos causan cambios a largo plazo en
los patrones de sefializacion neuronal, pudiendo ser estos cambios los causantes de
sus efectos profilacticos (Lenox y Hahn, 2000).

Probablemente, ambos farmacos ejerzan sus acciones similares por diferentes
mecanismos, pero dentro de la cadena de reacciones inducidas pudiera existir un
punto en comun. El descubrimiento del mecanismo exacto de accidén podria ser de
gran ayuda para el disefio de nuevos farmacos que carezcan de los efectos
secundarios y de la toxicidad del litio.

Se ha sugerido que los farmacos empleados en los trastornos bipolares restauran
el balance entre diferentes vias de transduccion al actuar sobre diversos sistemas de
neurotransmision. A este respecto, en preparaciones de cortex de rata, se ha
observado que tanto el litio como el valproato aumentan la liberacion de glutamato
(Dixon y Hokin, 1997). Como se cree que los antidepresivos ejercerian su efecto por
una desregulacion selectiva y gradual de determinados receptores, esta mayor
liberacion de glutamato, que estimularia sus receptores, podria tener relevancia
terapéutica (Dixon y Hokin, 1997).

Su accion terapéutica requiere un tiempo de espera, por lo que desde el principio
se pensd que podrian inducir alteraciones a nivel de la expresion de determinados
genes (Manji y cols., 1995). Por otro lado, actualmente se cree que los cambios a
largo plazo en los patrones de sefializacion neuronal podrian ser causados por la
accion de ambos farmacos sobre los mecanismos de transduccion de sefiales. En este
aspecto, se ha visto que tratamientos cronicos con litio o con valproato aumentan la
expresion del gen antiapoptotico Bel-2 (Chen y Chuang, 1999) y regulan la expresion
de genes mediada por AP-1 (Ozaki y Chuang, 1997; Chen y cols., 1999a). Como AP-
1 es un efector de la via de transduccion PI3K/PKB (Marte y Downward, 1997), y la
inhibicién de uno de los sustratos de la PKB, la GSK3f, una accion comun del litio
(Klein y Melton, 1996) y del valproato (Chen y cols. 1999b), se ha pensado que
podrian alterar el grado de fosforilacion de las proteinas del citoesqueleto que se ven
afectadas por la actividad de la GSK3. Esto produciria cambios en la plasticidad

neuronal que estarian asociados a la estabilizacion del humor.

En este trabajo vamos a intentar aclarar las vias de transduccion implicadas en la

apoptosis de CGC. Para ello no vamos a estudiar unicamente las proteina quinasas
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mas importantes de dichas vias, si no que utilizaremos el litio y el valproato como

Introduccion

posibles farmacos activadores de vias antiapoptdticas. Con ello trataremos de
esclarecer sobre qué via proapotdtica estan ejerciendo su accion, para asi dilucidar la
importancia real de las vias sobre las que actian y hacernos una idea del papel

fisiologico o terapéutico que pudieran llegar a tener.
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Objetivos

Como hemos tratado de centrar con la introduccion general, los objetivos
que nos marcamos para la realizacion de esta tesis doctoral fueron los

siguientes:

1. Estudiar las vias de transduccion de sefales implicadas en la apoptosis
en células granulares de cerebelo (CGC) de rata inducida por el cambio a

un medio con bajas concentraciones de potasio (-KCI).

2. Determinar el mecanismo por el que el Litio ejerce su efecto
neuroprotector en el anterior paradigma apoptotico, prestando especial
atencion a las vias que se pudieran haber visto afectadas por la induccién

de la apoptosis.

3. Estudiar los posibles efectos neuroprotectores que el valproato pudiera
tener en los cultivos de CGC de rata y, en su caso, intentar determinar su

mecanismo de accion.
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MATERIALES

Materiales y Métodos

APARATOS

Espectrofotometro Varian modelo Cary 300 Bio.

Fuente de alimentacion para electroforesis Bio-Rad modelo Powerpac 300.
Centrifuga refrigerada MR 1822 de Jouan y centrifuga Beckman modelo GS-6R.
Incubador de CO, Heraeus modelo Hera Cell.

Campana de flujo laminar Telstar modelo AV-100.

Microscopio optico Leica modelo DMIL.

REACTIVOS

[*H]Citidina (23.2 Ci/mmol) de NEN (Itisa, Madrid).

MK 801 de RBI (Imatra SA, Barcelona).

El cocktail de inhibidores de proteasas de Roche. Para su uso se disuelve una
pastilla en 2 ml de agua de calidad mili-Q y se almacena congelado a —20°C.

Los productos para los cultivos celulares, el acido valproico, la insulina y el
arabindsido de citosina (Ara-C) de Sigma. Al igual que la C,-ceramida, la
wortmanina y el fosfatidato (C18:1).

La proteina G-Sefarosa de Amersham Pharmacia Biotech.

La expresion de GST-c-Jun y su posterior purificacién unida la Sefarosa fue
realizada por A. Cuenda en el MRC Protein Phosphorylation Unit de la Universidad
de Dundee (Dundee, Escocia).

El PKI, péptido inhibidor de la proteina quinasa dependiente de AMP ciclico
(TTYADFIASGRTGRRNAIHD), y los otros péptidos utilizados fueron sintetizados
por F. B. Caudwell en el MRC Protein Phosphorylation Unit de la Universidad de
Dundee (Dundee, Escocia).

El Ac-DEVD-AMC, para la medida de la actividad caspasa 3 de PharMingen
International.

Los inhibidores LY294002, PD98059 y rapamicina de Calbiochem. Al igual que
la calmodulina y la ciclosporina A.

El 4cido ocadaico de Tocris.
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CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS GRANULARES DE CEREBELO
DE RATA

e Tampon Krebs-Ringer 10x:

El pH de este tampdn es de 7°4. Se prepara segln la siguiente formula:

100 ml
NaCl 707 g
KClI 0’36¢g
KH,PO4 0’166 g
NaHCOs3 2’14 ¢
Glucosa 2’57 ¢

Los esterilizamos por filtracion y se guarda a 4°C. No es necesario utilizarlo en
condiciones estériles, pero es conveniente guardar distintas fracciones en botellas

estériles, ya que al contener glucosa se contamina con cierta facilidad.

e Solucion 1:
50 ml del Tampon Krebs-Ringer 1x + 0’15 g de albimina de suero bovino (BSA) +
0’4 ml de MgSO4-7H,0 3°8%.

e Solucion 2:

10 ml de la Solucion 1 + 100 pl de tripsina 2°5 mg/ml.

e Solucion 3:
10 ml de la Soluciéon 1 + 0’8 mg de ADNasa + 5’2 mg de inhibidor de tripsina de
soja+ 0’1 ml de MgSO4-7H,0 3°8%.

e Solucion 4:

8’4 ml de la Solucion 1 + 1’6 ml de la Solucion 3.

e Solucion 5:

5 ml de la Solucion 1 + 40 pl de MgSO4-7H,0 3°8% + 6 ul de CaCl,-2H,0.
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e Medio DME modificado:

Materiales y Métodos

Como base para su preparacién empleamos el medio DME (D5671 de Sigma®) al

que afiadimos para un volumen final de 11:

100 ml de suero fetal bovino inactivado por calor,

4’503 ml de glucosa al 20%,

9’816 ml de KCI 2M,

370 pl de insulina 10 pg/ml,

1 ml de PABA 7 mM,

1 ml de piruvato 100 mg/ml,

10 ml de glutamina 200 mM y

5 ml de una mezcla de penicilina 10.000 U/ml y estreptomicina 10

mg/ml.

Se almacena en la nevera y hay que mantener siempre su esterilidad. Si se va a
almacenar durante un tiempo prolongado (mas de un mes) es conveniente anadir la
insulina y la glutamina en el momento de su uso, para evitar que se estropeen y que

afecten negativamente al desarrollo de la preparacion de células.

e Medio +KClI:

Para prepararlo completamos el medio DME para que tenga unas concentraciones
finales de:

50 U/ml de penicilina,

50 pg/ml de estreptomicina,

20 nM de progesterona,

0’11 mg/ml de piruvato,

2 mM de glutamina,

25 mM de KCly

5 ug/ml de insulina.

Esta tltima no siempre se anade. En estos casos se indicara su ausencia o su uso a

diferentes concentraciones.
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e Medio -KCl:
Tiene la misma composicion que el medio +KCl, salvo que no lleva mas que el KCI

que tiene el propio medio DME. La concentracion de este medio en KCl es de 5 mM.

LISADOS DE CELULAS GRANULARES DE CEREBELO DE RATA

Para lisar las células de los cultivos de células granulares, empleamos varios

tipos de soluciones tampon dependiendo de la finalidad Gltima del lisado:

e Tampoén PBS:
Para preparar 1 1 anadimos 80 ml de K;HPO4 1 M, 20 ml de KH,PO4 1 M y 20 ml de
NaCl 5 M.

e Tampon quinasa:
50 mM Tris HCI pH 7°5, 0°1% de Triton X-100, 2 mM de EDTA, 2 mM de EGTA,
50 mM de fluoruro sédico, 10 mM de B-glicerofosfato sddico, 5 mM de pirofosfato
sodico y 1 mM de ortovanadato sédico. Para anadir el ortovanadato sédico se tiene
una soluciéon 100 mM a pH 10°0 que se prepar6 de la siguiente manera: tras ajustarle
el pH se pone de un color naranja debido a la formacion de polimeros del
ortovanadato. Para deshacerlos se lleva a ebullicion en un horno microondas y se
deja enfriar a temperatura ambiente. Se debe poner entonces de un color &mbar y se
tiene que volver a ajustar el pH.

El tampon de lisis “quinasa” se guarda en la nevera y se utiliza siempre frio. En
el momento de su uso se afiade 1ul/ml de microcistina 1 mg/ml, 1ul/ml de B-
mercaptoetanol y los inhibidores de proteasas: bien 1 pastilla/50 ml del cocktail de
Roche o bien 10 pg/ml de aprotinina, 10 pg/ml de leupeptina y 174’2 png/ml de
PMSF.

e Tampon fosfatasa:
Tris 50 mM pH 7°4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM y 0°25% de Nonidet P-40. Al igual
que con el tampdn anterior en el momento de su uso se afiade en fresco 10 pg/ml de

aprotinina, 10 pg/ml de leupeptina 'y 174’2 pg/ml de PMSF.
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Como los lisados se van a emplear para medir la cantidad de fosfato liberado es

Materiales y Métodos

importante que se haga con agua de calidad miliQ, para que se encuentre el nivel

basal de fosfato libre lo mas bajo posible.

e Tampoén caspasa:
Tris-HCI 10 mM, NaH,PO4 10 mM pH 7°5, NaCl 130 mM, 1% de Triton X-100 y

pirofosfato sodico 10 mM.

ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

e Laemmli 10x:
Tris 250 mM pH 8’3, glicina 1’92 M y SDS al 1%. Se almacena a esta

concentracion, pero su uso es a 1x.

e Tampon de muestra 5x:
Tris 250 mM pH 6’8, SDS al 10%, glicerol al 50% y azul de bromofenol al
0°025%. Se almacena asi, pero en el momento de su uso deberemos afadirle [3-

mercaptoetanol a un 5%.

e Solucion 2:
Es la empleada para el gel inferior (separador) en las electroforesis de

poliacrilamida: Tris 1’5 M pH 8’8 y SDS al 0°4%.

e Solucion 3:
Para el gel superior (concentrador) utilizamos el tampén Tris 0’5 M pH 6°8 y

SDS al 0°4%.

e Tampones de transferencia:

1.- CAPS 10 mM pH 11 y metanol al 10%.

2.-30 g de Tris y 142 g de glicina. Enrasamos hasta 1 1 con agua bidestilada y
tendremos una concentracion 10x. Para su uso lo diluiremos 10 veces y se le

afiade metanol para obtener una concentracion final de un 20%.
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e Rojo Ponceau:
50 mg de Ponceau S, 22’5 ml de metanol, 5 ml de &cido acético y 22’5 ml de

agua bidestilada.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD PROTEINA FOSFATASA

Como se ha comentado para el tampon de lisis “fosfatasa”, es importante que
todos estos tampones se hagan en agua de calidad miliQ para evitar interferencias

con la determinacion del fosfato liberado.

e Tampén Sephadex® G-25:
Tris 10 mM a pH 7°5, EDTA 1mM y 0°02% de azida de sodio.
En este tampon almacenamos las columnas que empleamos para eliminar el

fosfato de nuestros lisados.

e Patron de Fosfato:

1 mM de KH,PO,.

e Tampon PP2A 5X:
Imidazol 250 mM a pH 7°2, EGTA 1 mM, 0°1% de B-mercaptoetanol y 0’5 mg/ml
de BSA.

e Tampoén PP2B 5X:
Imidazol 250 mM a pH 7°2, EGTA 1 mM, MgCl, 50 mM, NiCl, 5 mM, 250 pg/ml

de calmodulina y 0°1% de B-mercaptoetanol.

e Tampoén PP2C 5X:
Imidazol 250 mM a pH 72, EGTA 1 mM, MgCl, 50 mM, 0°1% de B-
mercaptoetanol y 0’5 mg/ml de BSA.
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METODOS

CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS GRANULARES DE CEREBELO
DE RATA

Para la obtencion de las células granulares de cerebelo (CGC) se emplearon ratas
Wistar de ambos sexos del Servicio de Animalario de la Universidad de
Extremadura, de siete u ocho dias de vida. Las progenitoras se mantienen en
condiciones controladas de humedad y temperatura disponiendo de alimento y agua
ad libitum. Todas las manipulaciones se realizaron dentro de una campana de flujo
laminar en las méximas condiciones posibles de esterilidad.

Todas las ratas disponibles para ese dia de dividen en diferentes grupos de siete
a doce cerebelos. A cada tanda se le realiza el mismo proceso, pero por separado,
para favorecer un mayor rendimiento de células al final de la preparacion. Antes de
comenzar con cada preparacion de los cultivos primarios, ese mismo dia se
prepararon para cada lote 50 ml de la Solucién 1, 10 ml de las Soluciones 3,4y Sy,
finalmente, 5 ml de la Soluciéon 5. Todas las soluciones se esterilizan por filtracion
antes de utilizarlas y en la medida de lo posible las mantenemos a 37°C evitando asi
que las células del cerebelo sufran cambios bruscos de temperatura.

El sacrificio se realizo por dislocacion cervical en una campana de flujo distinta
a la que se empled para llevar a cabo el resto de la preparacion. A continuacion
seccionamos el cuello y levantamos la boveda craneana para extraer el cerebelo con
unas pinzas. Asi, se iran colocando los distintos cerebelos en una placa de Petri con 5
ml del tampon Krebs-Ringer 1x.

Una vez pasado el lote a la otra campana pasamos los cerebelos a otra placa de
Petri con Krebs-Ringer y eliminamos las meninges con unas pinzas de relojero. Este
paso es muy importante para que no haya células endoteliales, fibroblastos u otros
tipos celulares no deseados. Después, agrupamos cada tanda de cerebelos en la tapa
de una placa de Petri esta vez sin ningiin tampén. Con un bisturi cortamos en
direcciones perpendiculares los cerebelos. Una vez troceados, con un poco de la
Solucién 1 y con una pipeta Pasteur, lo pasamos a un tubo conico de 50 ml que
contenga la Solucion 1. Agitamos un poco y se da un pulso de centrifugacion a 500 g

a temperatura ambiente.
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El sobrenadante se elimino por aspiracion y al precipitado de células se le afiadio
la Solucion 2 que contiene la tripsina (0’25 mg/ml). A partir de ese momento se
mantuvieron las células a 37°C durante 10 minutos y con agitacion ocasional. Para
poder detener la accion enzimatica de la tripsina, se afiadié la Solucion 4. Se agitd
hasta ver la disgregacion de las células. Si esto no sucede se puede afiadir 1 ml mas
de la Solucion 3.

Tras otro pulso de centrifugacion, se eliminod el sobrenadante y se anadieron al
precipitado de células 3 ml de la Solucion 3. Para disgregar bien la suspension de
células empleamos una pipeta Pasteur de plastico de punta fina. Hacemos pasar la
suspension hasta un maximo de 10 veces por la punta de la pipeta ya que un nimero
mayor de pases puede dafiar a las neuronas. Posteriormente la filtramos con una
malla de nylon de 0’4 mm de luz. Obtenemos asi una suspension lechosa que se
mezcld con la Solucion 5. Tras mezclarla, se centrifugd a 500 g a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Aunque en el sobrenadante quedaron algunas células en
suspension, se elimind junto con ellas y las células se resuspendieron en 50 ml de
medio DME modificado. En éste momento se juntaron todos los lotes que
pudiéramos haber hecho.

A continuacion contamos el numero de células que tenemos con una Camara de
Neubauer. Tipicamente, afiadimos la cantidad de medio necesario para obtener
cultivos primarios con una densidad de 1-10° células/ml. Las neuronas se sembraron
en placas de cultivo previamente incubadas con 10 mg/l de polilisina durante dos a
cuatro horas. Hemos utilizado tres tipos de placas de cultivo: placas de 10 cm de
diametro que sembramos con 10 ml de la suspension de células, las de 6 pocillos las
sembramos con 2 ml de la suspension en cada pocillo, y las de 24 pocillos con 0’5
ml.

Los cultivos celulares se mantienen a 37°C, en un incubador en una atmodsfera
con un 5% de CO, y una elevada humedad relativa.

A las 20-24 h, en el que consideramos primer dia in vitro (1% DIV), afiadimos el
antimitdtico arabinosido de citosina (Ara-C) a una concentracion final de 10 uM,
para evitar el crecimiento de las células que se dividen (no neuronales), tipicamente
los astrocitos y la microglia. La administracion del Ara-C a estas dosis no tiene
efectos toxicos en las CGC (Centeno y cols., 1998).

En el 7° DIV las células granulares se encuentran perfectamente diferenciadas y

ya han madurado. Fue en éste momento en el que comenzamos a realizar nuestros
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experimentos. Antes de realizarlos, siempre observamos que la morfologia de las
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células y su densidad fueran las correctas.

MEDIDA DE LA VIABILIDAD CELULAR POR REDUCCION DEL
MTT

Para medir la viabilidad de los cultivos primarios utilizamos una adaptacion del
método descrito por Mosmann (1983). El método se basa en la reduccion por la
succinato deshidrogenasa mitocondrial del bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), dando lugar al formazan que, en lugar de ser amarillo
como el MTT es de color azul. Midiendo por espectrofotometria la cantidad de
formazan producida (A = 500 nm), equiparamos la actividad deshidrogenasa
mitocondrial con la viabilidad de nuestro cultivo. Como sélo en las células vivas se
puede producir esta reaccion, la cantidad de formazan producido es directamente
proporcional al nimero de células viables presentes en el ensayo (Manthorpe y cols.,
1986).

La viabilidad la medimos en las placas de cultivo de 24 pocillos. Primero
eliminamos con cuidado el medio por aspiracion y anadimos 500 ul de una solucion
atemperada de MTT 150 pg/ml en Locke 25 (NaCl 134 mM, KCI 25 mM, NaHCO;
4mM, HEPES-Na pH = 7’4 10 mM, CaCl, 2°3 mM, MgCl, 1 mM y Glucosa 5 mM).

Se incub6 durante 15 minutos a 37°C y a continuacion se vuelve a eliminar el
medio. Los cristales de formazén se disolvieron en 500 ul de dimetilsulfoxido
(DMSO) y lo pasamos a una cubeta para medir su densidad optica a 500 nm.

Hemos empleado dos formas de expresar la viabilidad. Con el porcentaje de
viabilidad hacemos referencia a la viabilidad de las diferentes condiciones
experimentales expresada respecto al control que consideramos el 100%: el cultivo
en medio +KCI con insulina.

Para calcular el porcentaje de recuperacion empleamos la siguiente formula:

Dotratado - DOS mM K+
% de recuperacion = x 100 [1]
DOssmmk —DOsmmk
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de donde DOyatado €5 1a absorbancia en las diferentes condiciones experimentales
a 500 nm en medio —-KCl, y DO2s mm K y DOs mm K se corresponden con las

absorbancias de los cultivos en los medios +KCl y —KCl respectivamente.

EXTRACCION DEL ADN CITOPLASMATICO

Para poder observar la fragmentacion internucleosomal tipica del proceso de
apoptosis, sometimos a una electroforesis en gel de agarosa al ADN citoplasmatico
extraido de los cultivos celulares sembrados en las placas de 6 pocillos.

Primero eliminamos el medio de cultivo por aspiraciéon y afiadimos a cada
pocillo 250 pl del tampén Tris-HCI pH 7°4 5 mM/EDTA 20 mM. Tras despegar las
neuronas con el émbolo de una jeringa, tomamos el volumen resultante y lo
afiadimos a un tubo estéril tipo eppendorf manteniéndolo a 4°C. A continuacion le
afiadimos 1 pl de Triton X-100 al 10% para cada 100 ul de lisado obtenido, y se
incubd durante 1 hora a 4°C en continua agitacion.

Transcurrido ese tiempo, para eliminar los nucleos se centrifugaron las muestras
durante 15 minutos a 15.000 g a 4°C. Tomamos el sobrenadante con en ADN
citosolico y desechamos el precipitado. A cada 250 ul del sobrenadante le afadimos
5ul de proteinasa K 10 mg/ml y 25 pl de SDS 10%. Asi, se incubd durante 3 horas a
temperatura ambiente con agitacion constante.

Una vez desnaturalizadas las proteinas y solubilizados los lipidos, realizamos
dos extracciones sucesivas con 500 pl de fenol/cloroformo. Tomamos después la fase
acuosa, y le afiadimos 15 pl de ARNasa 1 mg/ml para incubarlo a 37°C durante 1
hora para eliminar el ARN.

A continuaciéon, realizamos otras dos extracciones con 500 ul de
fenol/cloroformo. Para precipitar el ADN afiadimos 50 pl de acetato sodico 2°5 M
pH 5°2 y 1’5 ml de etanol absoluto frio. Las muestras las guardamos a —20°C durante
toda la noche.

Al dia siguiente centrifugamos las muestras a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C
y el precipitado se lavo con etanol frio al 70%. Finalmente secamos el precipitado
con una bomba de vacio y lo resuspendimos en Tris-HCI pH 8’0 10 mM/ EDTA 1
mM.
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En todas las calles de las electroforesis se anadid siempre la misma cantidad de

Materiales y Métodos

ADN. Para cuantificar el ADN obtenido, tuvimos en cuenta la relacion de que 1

unidad de absorbancia a 260 nm se corresponde con 50 pg/ml de ADN.

MEDIDA DE LA ACUMULACION DE [*H|CDP-DIACILGLICEROL

Para medir la acumulacién de [3H]CDP—diacilglicerol (PH]CDP-DAG) se
empled el método descrito por Claro y cols. (1993) con algunas adaptaciones para
nuestros cultivos celulares (Centeno y cols., 1998). Utilizamos las placas de cultivo
de 6 pocillos.

Preincubamos durante 24 h con [*H]citidina (2 pCi/ml) con lo que la CTP del
cultivo quedara marcada radiactivamente con la citidina tritiada. Para inducir la
acumulacion de [’H]CDP-DAG por la adiciéon de litio, previamente incubamos
durante 2h con inositol (3 mM). Tras una incubacién de 30 minutos a 37 °C,
eliminamos el medio de cultivo. Afiadimos a los pocillos 800 ul de metanol frio y
rascamos bien el fondo de la placa con el émbolo de una jeringa para pasar el
contenido a tubos de ensayo con 900 pl de cloroformo.

Afiadimos 750 pl de HCl 0’25 M y tapamos los tubos para poder agitar
vigorosamente durante 1 minuto. Para separar las dos fases centrifugamos durante 5
minutos a 2.000 g. Eliminamos por aspiracion la fase acuosa (la superior), y para
lavar la fase organica (cloroformo) anadimos 1’5 ml de una mezcla 1:1 (v/v) de
metanol/HCI 0°25 M.

Repetimos la centrifugacion y volvemos a eliminar la fase acuosa. Repartimos la
fase organica en viales de centelleo anadiendo 500 pl a cada uno. Los dejamos toda
la noche a temperatura ambiente para que se evapore el cloroformo. La radiactividad
de la citidina tritiada la medimos en un contador de centelleo Beckman LS 3801 con

una eficiencia del 50%.
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LISADOS DE CELULAS GRANULARES DE CEREBELO DE RATA

Para obtener lisados de los cultivos, empleamos las placas de 6 pocillos o bien
las de 10 cm de didmetro. Colocamos la placa en una bandeja con hielo, se aspira el
medio y, generalmente, se hace un lavado con PBS. En el caso de que los lisados
sean para la medida de la actividad fosfatasa, evitamos utilizar el PBS para que no
interfiera con la posterior medida del fosfato liberado, ya que este tampon contiene
gran cantidad de fosfato. En su lugar lavamos con un tampoén isoosmoético compuesto
de Tris 20 mM, pH 7°4 y NaCl 134 mM.

A continuacion, anadimos 200 pl (placas de 6 pocillos) o 1 ml (placas de 10 cm)
del tampon de lisis correspondiente. Nos aseguramos que se reparte bien por toda la
superficie de la placa y rascamos las células con el émbolo de una jeringuilla. Sin
olvidarnos de los bordes de la placa, rascamos toda la superficie en una direccioén y
luego en sentido perpendicular. Es importante que durante todo el proceso las células
y los lisados estén a 4°C por lo que lo mantenemos todo en hielo.

Una vez que tenemos las células en nuestro tampén las pasamos a tubos tipo
eppendorf de 1’5 ml. En ellos las centrifugamos durante 5 min a 20.000 g a 4°C. Nos
interesa conservar el sobrenadante que guardaremos congelado a —80°C. Si fuera
posible, como conviene congelar los lisados lo mas rapidamente posible, sumergimos
los tubos tipo eppendorf en nitrogeno liquido.

La determinacion de la concentracion de proteinas de nuestros lisados la
realizamos siguiendo el método de Bradford (1976) usando BSA como proteina

patron.

ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Para realizar las electroforesis empleamos los lisados obtenidos con el tampdn
“quinasa” como viene explicado en la seccién anterior. En este caso, y tras la
determinacion de la concentracién de proteinas, afiadimos el volumen necesario de
tampon “quinasa” para igualar las concentraciones de las diferentes muestras. Asi
durante el posterior manejo de las mismas emplearemos el mismo volumen con lo
que serda mas sencillo la realizacion de la electroforesis. El hecho de emplear como

tampon de lisis el “quinasa” en lugar de otro mds sencillo a base simplemente de
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conserven el grado inicial de fosforilacién y no se vea afectado por la actividad de
fosfatasas que pudieran estar todavia activas durante el procesamiento de las
muestras.

Una vez igualadas las concentraciones, afiadimos el volumen correspondiente de
tampon de muestra 5x, que deberd quedar al final a una concentracion 1x. Entonces
calentamos a 100°C durante 5 minutos las muestras, las cuales estaran ya listas para
su empleo en la electroforesis. Las muestras se guardaran a —80°C.

La electroforesis en poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se realizd
en un sistema discontinuo siguiendo el método de Laemmli (1970). El gel
concentrador (superior) tiene una concentracion de acrilamida de un 4%. Sin
embargo la concentracion de acrilamida del gel inferior (separador) dependera del
peso molecular de la proteina que nos interese detectar posteriormente con los
anticuerpos. En la tabla 2 se presenta el protocolo seguido en la preparacion de los
diferentes geles de electroforesis. Por norma general, y siempre que fue posible, en
cada calle se afiadieron 20 pg de proteinas totales.

Una vez realizada la electroforesis, transferimos las proteinas a nitrocelulosa por
el método descrito por Matsudaira (1987) con ligeras modificaciones (Centeno y
cols., 1994). A la hora de la transferencia la solucion tampdén que empleamos
dependera de la disponibilidad de tiempo. Con el tampoén CAPS realizamos la
transferencia durante 90 minutos a voltaje constante (unos 80 V). Deberemos cuidar
de que nunca se superen los 300 mA. Para evitar el calentamiento excesivo incluimos
una cubeta con hielo y el tampdén estard en continua agitacion. Con el tampdn
Tris/glicina, el protocolo es ligeramente diferente. En este caso dejamos la

transferencia durante toda la noche. Para el calcular el voltaje dividimos 350 entre el

Tabla 2. Protocolo para la preparacion de los geles de poliacrilamida.

GEL
GEL INFERIOR
SUPERIOR

% de acrilamida| 7°5% | 10°4% | 12°5% | 13°5% 15°5% 4%
Acrilamida/bisacrialmida [ 0°75ml |[1°04 ml |[1°25ml |1°35 ml 1’5 ml 0’3 ml
(29:1) al 40%
Solucion 2 6 3 1’014 ml | 1’014 ml | 1’014 ml | 1’014 ml |1°014 ml 0’525 ml
Agua 2’236 ml | 1’94 ml | 1’736 ml | 1’636 ml | 1°486 ml 1’175 ml
TEMED 2°07ul (2207l [2°07ul 2207l [2°07 12 ul
APS 10% 16’83 ul | 16’83 ul [16°83 ul | 16’83 ul | 16’83 wl 16’83 ul

47



Mecanismos de proteccion de la apoptosis por litio y valproato Alfonso Mora Corral

numero de horas que va a estar. En este caso no es necesaria la agitacion continua del
tampon, y el hecho de que transcurra durante toda la noche hace inttil la inclusion de
la cubeta con hielo.

Una vez concluida la transferencia, tefiimos el papel de nitrocelulosa con el rojo
Ponceau. Asi comprobamos si se he transferido bien y de forma homogénea. Tras la
comprobacion se lava con agua bidestilada eliminando asi la tincion.

Tras el lavado incubamos durante 30 minutos en PBS/Tween 20 al 0°2% con un
10% de leche en polvo desnatada. Asi bloqueamos en la nitrocelulosa todas aquellas
zonas en las que no se encuentre unida ninguna proteina. A continuacion incubamos
con el anticuerpo primario, lavamos con el PBS, incubamos con el anticuerpo
secundario diluido a 1/5.000 y volvemos a lavar. Como se puede ver en la tabla 3, las
condiciones de concentracion y tiempo de incubacion de los anticuerpos varian para

cada caso. Por norma general, todos los anticuerpos los empleamos diluidos en PBS-

Tabla 3. Condiciones de los anticuerpos utilizados. ®, representa que el
anticuerpo reconoce los residuos fosforilados de la proteina. El niUmero indica
cual es el residuo fosforilado.

ANTICUERPO DILUCION| TIEMPO |SECUNDARIO

CASPASA 3 proteolizada] 1/1.000 Toda la noche | conejo
a4°C

CASPASA 7 proteolizada] 1/1.000 Toda la noche | conejo
a4°C

CREB 1/1.000 1h conejo

®-CREB 1/1.000 Toda la noche | conejo
a4°C

ERK 1/1.000 lh oveja

®-ERK 1/1.000 Toda la noche | raton
a4°C

GSK3 0’5 pg/ml lh oveja

GSK3 (®21) 1 pg/ml lh oveja

JINK 1 pg/ml lh oveja

®-INK 1/500 Toda la noche | conejo
a4°C

PARP proteolizada 1/1.000 Toda la noche | conejo
a4°C

PKB 0’5 pg/ml lh oveja

PKB (®473) 1/1.000 Toda la noche | conejo
a4°C
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conseguimos, en cierta medida evitar posibles uniones inespecificas del anticuerpo a
proteinas que se encuentren en la nitrocelulosa. Ademds, para el caso de los
anticuerpos contra la PKB y la GSK3 fosforiladas, durante la incubacion con el

anticuerpo incluimos 10 pg/ml del correspondiente defosfopéptido (KHFPQFSYSAS

para el anticuerpo PKB (®473) y RARTSSFAEPG para el GSK3 (®21), asi

evitamos la union en la nitrocelulosa del anticuerpo a dichas proteinas en su estado

no fosforilado.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEINA QUINASAS

Para la medida de la actividad de la proteina quinasa B (PKB) utilizamos los
lisados obtenidos con el tampdn de lisis “quinasa” de cultivos procedentes de placas
de 6 pocillos o de 10 cm. El método seguido es el descrito por Cross y cols. (1995)
con ligeras adaptaciones a nuestro sistema.

Primero tenemos que tener preparadas en tubos tipo eppendorf de 1’5 ml
fracciones de 10 pl de proteina G-Sefarosa unida al anticuerpo con el que haremos la
inmunoprecipitacion: en este caso un anticuerpo contra el dominio PH de la PKB.
Para ello lavamos con el tampén de lisis “quinasa” unas 5 6 6 veces 500 pl de
proteina G-Sefarosa con centrifugaciones de 1 minuto a 13.000 r.p.m. Estos 500 pl
suponen unos 250 pl de bolitas de Sefarosa por lo que les anadimos 100 pg del
anticuerpo y se incuban durante 30 minutos a 4°C en agitacion constante para
mantener las bolitas de Sefarosa permanentemente en suspension. Una vez unido el
anticuerpo a la proteina G, lavamos 5 6 6 veces con el mismo tampén de lisis para
eliminar los anticuerpos que no se hubieran unido al complejo de la proteina G-
Sefarosa. Se hacen fracciones de 10 pl que se pueden guardar hasta 1 mes a 4°C.
Como las bolitas de sefarosa precipitan rapidamente, antes de su uso siempre se
agitan bien con un vortex para asegurarnos que la suspension es lo mas homogénea
posible.

A la hora de medir la actividad PKB de los lisados incubamos 300 pg de
proteinas con una de las fracciones de 10 pl durante 1 h a 4°C en continua agitacion

(vortex). A continuacion lavamos el inmunoprecipitado dos veces con el tampon de
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lisis “quinasa” con 0’5 M de NaCl y un 0°1% de B-mercaptoetanol seguido de otros
dos lavados con tampon 50 mM Tris, pH 7°5, 0’1 mM de EGTA y 0’1% de B-
mercaptoetanol.

El ensayo in vitro de la actividad PKB se lleva a cabo incubando unos 20 pl del
inmunoprecipitado con 30 pl del tampdn de reaccion: 50 mM de Tris-HCIL, pH 7°5,
0°1% de B-mercaptoetanol, 0’1 mM de EGTA, 10 uM del péptido PKI, 100 uM de
ATP (10° c.p.m./nmol), 1 uM de microcistina LR, 10 mM de acetato magnésico y 50
uM del péptido sustrato, en este caso su secuencia de aminoacidos es:
GRPRTSSFAEG. El ATP se consigue diluyendo ATP frio (sin radiactividad) con
v**P-ATP (10 pCi/ml), generalmente en una proporciéon 1:1 pero se puede variar si
queremos obtener unos resultados con un mayor nimero de c.p.m.

La incubacion se lleva a cabo durante 20 minutos a 30°C en continua agitacion
(vortex) dentro de una campana de metacrilato para evitar la exposicion al fosforo
radiactivo. Ademds, para la manipulacion de material radiactivo se emplearon
pantallas protectoras de metacrilato, asi como ropa y guantes protectores.

Tras la incubacién, se recogen 40 ul de cada ensayo y se depositan en unos
trozos de 2 x 2 cm de papel de fosfocelulosa (Whatman® P81 Chromatography
paper) numerados con l4piz para reconocer cada una de las distintas condiciones. Se
lavan 5 veces con unos 300 ml de una solucion de 4cido fosforico al 0°5% y
finalmente una vez con acetona. Se secan con un secador de mano y los papeles se
introducen en tubos tipo eppendorf para contar el *’P incorporado mediante un
contador de centelleo liquido. El tiempo en el que se midié la radiactividad (en

c.p.m.) de cada una de las muestras, fue de 30 segundos.

Sin embargo, no ha sido la PKB la tnica proteina quinasas de la que hemos
medido su actividad. Para la medida de la actividad de RSK y de la MAPKAPK?2, el
protocolo fue idéntico al que acabamos de describir, con la salvedad de los
anticuerpos utilizados para realizar la inmunoprecipitacion, el péptido empleado
como sustrato (KKLNRTLSVA para la MAPKAPK2 y GRPRTSSFAEG para la
RSK) y la cantidad de proteina utilizada en el ensayo (en ambos casos fueron

suficientes 100 pg del lisado) (Cuenda, 2000).
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diferente al de las anteriores proteinas quinasas (Cuenda, 2000). En este caso, la
particularidad radica en que la inmunoprecipitacion se realiza con el propio sustrato:
GST-c-Jun unido a la glutation-S-Sefarosa. Primero incubamos 43 pg de la expresion
de una quimera de c-Jun unida a GST con 100 pg de nuestros lisados. Esta
incubacioén se llevard a cabo durante 3 h a 4°C en continua agitacion. Al igual que
hemos descrito anteriormente, lavamos dos veces con tampdén de lisis quinasa
completado con NaCl (en este caso 0’15 M) y afiadimos 40 ul del mismo tampén de
reaccion que describimos para el caso de la PKB. En este caso no afiadimos sustrato,
ya que es la propia proteina c-Jun con la que hemos hecho la inmunoprecipitacion.
La reaccion dejaremos que transcurra durante 30 minutos a 30°C y detendremos la
reaccion anadiendo directamente 12°5 pl del tampoén de muestra 5x descrito en el
apartado de Electroforesis y Western Blot.

A continuacién calentamos las muestras a 100°C durante 5 minutos y las
sometemos a electroforesis en poliacrilamida al 10%. Deberemos tener especial
cuidado ya que las muestras tienen ATP radiactivo. El fosfato radiactivo del mismo
es que el que se ha incorporado a la proteina c-Jun. Asi, una vez realizada la
electroforesis, utilizaremos el gel directamente para el revelado. Expondremos la
pelicula durante toda la noche a —80°C. Al realizar la exposicion a bajas temperaturas
conseguiremos una buena definicidon en las bandas obtenidas en el revelado. Esto es
importante ya que al ser tan larga la exposicion, a temperatura ambiente la
radiactividad difundiria y podriamos obtener una pelicula totalmente velada.

De este modo obtendremos en la pelicula una imagen en la que se observaran las
bandas correspondientes al peso molecular de GST-c-Jun. Asi, la mayor o menor
intensidad de las mismas se correspondera con la mayor o menor actividad de JNK
en las diferentes condiciones que se incluyeron en cada calle de la electroforesis.
Para poder cuantificar esta intensidad, primero secamos los geles utilizando el sitema
de secado por aire de Biorad®. Primero colocamos el gel entre dos papeles de celofan
humedecidos en agua. Una vez secados, y utilizando como molde el resultado
obtenido del revelado de la pelicula, cortamos la zona en la que se encuentra GST-c-
Jun y contaremos la radiactividad en el contador de centelleo, al igual que hemos

descrito en los anteriores ensayos de las proteina quinasas.
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MEDIDA DE ACTIVIDAD SERINA/TREONINA FOSFATASA

Para medir las actividades fosfatasas en nuestros lisados hemos utilizando como

sustrato péptidos de diferente secuencia:

-uno genérico para todas las serina/treonina fosfatasa de tipo 2, cuya

secuencia es: RR-®@TVA

-otro con la secuencia de la PKB adyacente a la serina 473: KHFPQF-

®SYSAS

indicando ® que el residuo junto al que se encuentra es el que esta fosforilado.

Hay que hacer notar que el péptido general para la medida de la actividad
serina/treonina fosfatasa es un sustrato muy malo para la proteina fosfatasa 1, la cual
tiene unos requerimientos estructurales bastante especificos. Por ello se emplea para
la medida de la actividad de las proteina fosfatasas 2A, 2B y 2C (Donella Deana y
cols., 1990).

En todo caso, partimos de los lisados obtenidos con el tampdén de lisis
“fosfatasa” de placas de 6 pocillos o bien de 10 cm. Primero tenemos que eliminar el
fosfato libre existente en el medio en el que se encuentran los lisados. Para ello
empleamos una columna de Sephadex® G-25. Esta, la hemos montado en el émbolo
de una jeringa de 10 ml de volumen. Guardamos a 4°C 10 ml de columna en el
tampon Sephadex™ G-25. Antes de su uso la equilibramos con, al menos, 25 ml del
tampon de lisis “fosfatasa”, el mismo tampoén en el que se encuentran las muestras. A
continuacion dejamos que pase todo el tampon y eliminamos el que quede en la
columna mediante un pulso de centrifugacion a 2.000 g a 4°C. Las centrifugaciones
se hacen ajustando con un anillo de pléstico la jeringa a un tubo cénico de 50 ml.
Durante toda la manipulacion de la columna y de las muestras procuraremos
mantenerlo todo a 4°C.

Una vez que tenemos la columna lista, afiadimos 250 pl del lisado y recogemos
el eluido tras someter las muestras a un pulso de centrifugacion a 2.000 g a 4°C. Para
ello se coloco previamente, dentro del tubo conico y bajo la salida de la jeringa, un
tubo conico tipo eppendorf de 1’5 ml. Una vez que tenemos las muestras libres de
fosfato, determinamos la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford

(1976).
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Una vez conocida la concentracion, vamos a realizar el ensayo de la actividad
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fosfatasa en placas de 96 pocillos con fondo plano. Emplearemos 5 pg de proteinas
por ensayo y la reaccion se llevard a cabo en un volumen final de 50 pl. Ademas del
lisado afiadimos 10 ul del tampoén 5x correspondiente al tipo de actividad fosfatasa
que vayamos a medir y 5 ug del péptido substrato fosforilado. El resto del volumen
sera de agua de calidad mili-Q y de los inhibidores o efectores que queramos
ensayar.

La reaccion transcurre durante 15 minutos a 30°C. Debido al pequefio volumen
es conveniente que todo lo que anadimos esté previamente atemperado a dicha
temperatura de reaccion. Detenemos la reaccion afiadiendo 50 pl de la mezcla
molibdato/aditivo y dejamos que aparezca el color durante otros 15 minutos evitando
que le de la luz. Finalmente, y con un lector ELISA, cuantificaremos la cantidad de

fosfato liberado por espectrofotometria a 630 nm.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CASPASA 3

Para medir la actividad de la caspasa 3 utilizamos lisados obtenidos con el
tampon de lisis “caspasa”. Para ello vamos a utilizar el sustrato sintético Ac-DEVD-
AMC (4cido N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metilcumarina). Este tetrapéptido
es ampliamente utilizado para detectar y cuantificar la actividad caspasa 3 en lisados
de células apoptoticas (Nicholson y cols., 1995). Los lisados en los que se encuentre
activada la caspasa 3 van a proteolizar el sustrato entre el aspartico y la molécula de
metilcumarina (AMC), liberandose esta ultima la cual, al ser una molécula
fluorescente, podremos detectar con un espectrofotometro (Kontron SFM 25)
excitando a 380 nm y cuantificando la emision a 440 nm (Namura y cols., 1998). Sin
embargo, tenemos que ser cuidadosos a la hora de interpretar los resultados
obtenidos, ya que este péptido también puede ser proteolizado por las caspasas 6, 7 u
8.

Cada ensayo se llevo a cabo en un volumen final de 1 ml en un tampén HEPES
20 mM pH 7’5, 10% de glicerol y en fresco afiadimos DTT para una concentracion

final de 2 mM (Mashima y cols., 1995). Anadimos 90 pg de proteinas y el sustrato
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de la caspasa 3 a una concentracion de 20 uM. La reaccion se incuba a 37°C y a cada
tiempo medimos la fluorescencia a 440 nm.

La fluorescencia generada en cada ensayo se cuantificd utilizando diferentes
concentraciones de AMC en el mismo tampén y construyendo una recta de
calibracion. Asi para cada uno de los tiempos y condiciones del ensayo podemos
representar los nmoles de AMC producidos frente al tiempo y ajustar estos datos a
una curva polinomial. Haciendo la derivada de estas curvas, su valor en los tiempos
cercanos a cero se corresponde con la Vy de cada una de nuestras condiciones

experimentales.

PREPARACION DE LIPOSOMAS Y MEDIDA DE LA ANISOTROPIA
DE FLUORESCENCIA

Los liposomas de lecitina de soja los preparamos como describieron Centeno y
Gutiérrez-Merino (1992). La lecitina se disuelve previamente en etanol y se seca con
nitrégeno. A continuacion se resuspendio a una concentracion de 30 mg/ml en Tris-
HCI pH 7°5 y la sonicamos durante 5 minutos. La sonda fluorescente 1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno (DPH) la anadimos a 1 mg de liposomas de fosfatidilcolina en
proporcion molar lipido/DPH de 500:1. Para permitir que el DPH se incorpore a los
liposomas, lo incubamos durante 2 h a 25°C en oscuridad.

Todas las medidas de fluorescencia se realizaron en un espectrofotometro
Hitachi-Perkin-Elmer 650-40 empleando el modo “ratio” y con las siguientes
longitudes de onda: 360 nm para la excitacion y 430 para la emision. La polarizacion

de la fluorescencia se calculd mediante la siguiente ecuacion (Weber, 1966):

1) - G-I
P(}) = [2]
1)+ G 1)

siendo I(|| ) e'I(1) las intensidades de fluorescencia medidas con los polarizadores en
direccion paralela o perpendicular, respectivamente, y G(A)-el factor de correccion
para la polarizacion caracteristica de la emision del monocromador del fluorimetro.

Para los pares de longitudes de onda 360/430 (Aexe/Aem medidas en nm), obtuvimos
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un valor de 1°037 £ 0°004 con 10 medidas independientes. La anisotropia de
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fluorescencia (rs) la calculamos a partir de los valores de polarizaciéon empleando la

ecuacion siguiente (Weber, 1966):

rs = 2P/(3 — P) [3]

METODOS ESTADISTICOS

En las graficas que se encuentran en esta tesis doctoral, los puntos representan la
media £ SEM de, al menos, tres experimentos independientes, cada uno de ellos por
triplicado. La significacion estadistica de los datos se evaludé mediante el calculo del
valor de p mediante un test ¢+ de dos colas no pareado. Para ello utilizamos en
programa GraphPad Prism 2.01 (GraphPad Software, Inc.). Consideramos

significativamente distintos del control aquellos resultados con una p<0’05.
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Caracterizacion de las vias de sefializacion implicadas en la apoptosis neuronal

INTRODUCCION

Como acabamos de ver en la Introduccion general, durante el desarrollo del
sistema nervioso de los vertebrados cerca de la mitad de las neuronas generadas
mueren mediante el proceso de la apoptosis (ver revisiones de Oppenheim, 1991; y
de Johnson y Deckworth, 1993). La muerte de poblaciones especificas de neuronas
puede ser inhibida tanto in vivo como in vitro si se administran los factores de
crecimiento apropiados, que en condiciones normales son producidos por las células
a las que inervan estas neuronas (Pilar y Landmesser, 1976; Martin y cols., 1988;
Sendter y cols., 1992). Esta dependencia de la disponibilidad de factores de
supervivencia extracelulares también se ha observado en otros tipos celulares no
neuronales (Krypnaniou e Isaacs, 1988; Araki y cols., 1990; Koury y Bondurant,
1990; Cohen, 1991; Barres y cols., 1992). Estos hechos han llevado a pensar que la
supervivencia de una célula determinada estd regulada por las sedales que
continuamente les suministran las otras células (Oppenheim, 1991; Altman, 1992;
Raff, 1992). En ausencia de estos factores externos, la célula entraria en apoptosis.

Las células granulares de cerebelo (CGC) son la poblacién mas abundante de
neuronas del cerebro de mamiferos y suponen un sistema muy util para estudiar los
mecanismos de la muerte celular programada en el sistema nervioso central (Ito,
1984a). Cuando se obtienen a partir de ratas de 7 u 8 dias de vida, las CGC se
diferencian in vitro y adquieren las caracteristicas morfologicas, bioquimicas y
electrofisiologicas de las neuronas maduras (Levi y cols., 1984; Balazs y cols., 1987,
Hockberger y cols., 1987; Cull-Candy y cols., 1988). En los cultivos primarios de
estas células, la supervivencia de las neuronas maduras, aunque no para las
inmaduras, depende de la presencia en el medio extracelular de -elevadas
concentraciones de K™ (+KCl) (Lasher y Zaigon, 1972; Gallo y cols., 1987). Se ha
visto ademas, que si un cultivo mantenido en un medio +KCI (25 mM de K") se
cambia a un medio con concentraciones mas fisiologicas de este cation (5 mM)
inducimos la muerte del mismo por apoptosis (D’Mello y cols., 1993). La apoptosis
causada por este medio (-KCl) se previene tanto por el IGF-1 como por el AMPc,
pero no por otros factores de crecimiento (D’Mello y cols., 1993). De hecho, existen
evidencias que sugieren que el IGF-1 podria ser el factor neurotréfico fisiologico de

estas neuronas (Calissano y cols., 1993).
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En este primer capitulo vamos a estudiar las caracteristicas de la apoptosis
producida en los cultivos de CGC por el cambio a un medio —KCI. Ademas
emplearemos las medidas de viabilidad de los cultivos en presencia de inhibidores de
diferentes proteina quinasas para intentar dilucidar que vias de transduccion de
sefiales estan implicadas tanto en la supervivencia de los cultivos como en la

induccion de la apoptosis por el cambio al medio -KCI.

RESULTADOS

En cultivos de CGC mantenidos en medio +KCI (K™ = 25 mM), se ha descrito
que se puede inducir la muerte por apoptosis de los mismos al cambiar a un medio
con concentraciones fisiologicas de K™ (5 mM) (D’Mello y cols., 1993). Por ello, lo
primero que hicimos fue intentar caracterizar las condiciones apoptoticas en las que
teniamos nuestros cultivos. Como podemos ver en la figura 8§ a las 24 h del cambio al
medio proapototico (-KCl) observamos la aparicion de las formas proteolizadas y
activas de tres de las enzimas tipicas de la apoptosis: las caspasas 3 y 7 y la PARP.
Esto nos indica que estamos induciendo apoptosis y que la muerte del cultivo de
CGC no se esta produciendo por necrosis. Ademas, como se puede ver en la figura
9A, se produce la tipica fragmentacion del ADN y la salida al citoplasma de estos
fragmentos internucleosomales. Midiendo la viabilidad de los cultivos en estas
condiciones por el método de la reduccion del MTT (Mosmann, 1983) corroboramos
los datos que acabamos de mostrar, disminuyendo la viabilidad del cultivo de CGC

en medio -KCl a un 70-75% (Figura 9B).
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Figura 9. Induccién
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En lineas celulares de tipo neuronal, se ha visto que la entrada de Ca", inducida por
las concentraciones despolarizantes de K, activa la via de las ERK a través de la
activacion de la calmodulina (CaM) (Egea y cols., 1998; Egea y cols., 1999). De ahi
que decidiéramos comprobar en nuestros cultivos, que se encuentran en un medio
con concentraciones despolarizantes de K (25 mM), la dependencia de la via ERK
(ver Figura 5 en la Introduccion general de la tesis). Como se puede ver en la figura
10A, tras el cambio al medio —KCl se produce una desfosforilacion de las quinasas
ERKI1 y 2. Este cambio no parece deberse a una variacion en la cantidad de proteinas
ya que el nivel total de ERK 1 y 2 permanece constante (Figura 10B). Como la
fosforilacion de estas quinasas esta mediada por las quinasas MEK 1 y 2 (Sturgill y
cols., 1988; Payne y cols., 1991) decidimos estudiar su participacion en la
supervivencia de los cultivos en medio +KCI. Para ello afiadimos el inhibidor de
dichas proteina quinasas, PD18342, a una concentraciéon de 2 uM. Tras 24 h de
incubacion medimos la viabilidad (Figura 10C) y comprobamos como se redujo
hasta valores similares a los de los cultivos cambiados al medio —KCl. Ademas,
parece haber también una cierta activacion de la caspasa 3 por lo que el fenémeno se
asemeja bastante a la apoptosis inducida por el cambio al medio —KClI (Figura 10D).
Uno de los sustratos de las quinasas ERK 1 y 2 es la Kinasa de la proteina
ribosomal S6 (RSK). Se suele activar, por fosforilacion, a través de la via ERK en

respuesta a diversos factores de crecimiento y neurotransmisores (Lazar y cols.,
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Figura 10. Implicacion de la via ERK en la apoptosis inducida por el medio
—KCI. Tras el cambio al medio —KCI obtuvimos los lisados a distintos tiempos
para detectar el grado de fosforilacion (A) y la cantidad total (B) de las quinasas
ERK 1y 2. A las 24 h tras el cambio de medio se midid la viabilidad de los
cultivos (C) y se obtuvieron lisados para detectar la caspasa 3 proteolizada (D)
tanto en el medio —KCI como en +KCI tanto en presencia como en ausencia del
inhibidor de las MEK1 y 2, PD18342 a una concentracion 2 uM final.

1995; Frodin y cols., 1999). En la tabla 4 podemos ver que la desfosforilacion
observada en ERK se corresponde bien con la disminucién de la actividad de la RSK.
El hecho de que la actividad de la RSK en el medio —KCI se pueda activar por el
TPA nos indica que lo que se estd produciendo no es una pérdida de proteina, sino
una verdadera inactivacion.

Como existen datos que muestran el papel fundamental de la via de la PI3K en la
supervivencia de los cultivos de CGC (Miller y cols., 1997), decidimos estudiar el
efecto de los inhibidores sobre la viabilidad de los mismos. Asi comprobamos que
los inhibidores de la PI3K (wartmanina y LY294002) tenian s6lo un ligero efecto
sobre la viabilidad de los cultivos mantenidos en medio +KCIl. Como se puede ver
para el caso del LY294002, en la figura 11, la viabilidad se reduce en un 5-10%, por
lo que, en principio, no lo podemos considerar significativo. Sin embargo, en —KCI

dicho inhibidor disminuye los valores de viabilidad a concentraciones que inhiben la

Condiciones Actividad RSK (c.p.m.)
Tabla 4. Actividad de RSK. Los
TK 3075 +£ 538 lisados se obtuvieron a las 24 h
tras el cambio de medio.
K 1412 + 317 Ademas a las 24 h se estimulo
durante 10 min el cultivo en —KCI
4 K"+ TPA 10 min 11397 £ 1012 con TPA.
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actividad de la PI3K. Estos resultados nos sugieren que la PI3K es necesaria para la
viabilidad de los cultivos en —KCl, pero no es esencial para los mantenidos en +KCI.
En este punto es importante destacar que tanto en el medio +KCIl como en el medio
proapoptotico —KCI hay presente insulina a una concentracion de 5 pg/ml, cuyo
efecto sobre la viabilidad deberia ser bloqueado por la presencia del inhibidor
LY?294002.

A este respecto, hay que hacer notar que tras 24 h de incubacion en el medio

A. caspasa 3 proteolizada B. Viabilidad
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Figura 12. Efecto de la insulina sobre la apoptosis inducida por el medio -KCI.

Consideramos el 100% de viabilidad a los cultivos en +KCI con 5 pg/ml de insulina.
Sin insulina la viabilidad disminuye un 5-10%. (B) La barra blanca representa el
medio —KCI con insulina y la barra negra sin insulina. (A) Los lisados para la
deteccion de la caspasa 3 proteolizada se obtuvieron a las 24 h tras el cambio de
medio
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proapoptético —K Cl, la viabilidad del cultivo en ausencia de insulina es alrededor del
45%, mientras que en su presencia (5 pg/ml) aumenta hasta un 70%, mostrando el
efecto neuroprotector de la insulina (Figura 12B). Empleando diferentes
concentraciones de la misma calculamos una CEs, aparente para la neuroproteccion
de la insulina de 75 = 4 nM. Ademas, en la figura 12A, podemos comprobar que la
proteccion de la insulina en los cultivos mantenidos en el medio —KCI no se debe al
bloqueo de la activacion de la caspasa 3, ya que ésta se proteoliza, al igual que en
ausencia de insulina.

A pesar de que los resultados obtenidos con los inhibidores de la PI3K no eran
demasiado prometedores decidimos estudiar el efecto que tenia el cambio al medio
con baja concentracion de potasio (—KCl) sobre la via PI3K, al igual que acababamos

de hacer con la via de ERK. Para ello estudiamos el grado de fosforilacion de la PKB

A. PKB Figura 13. Desfos-
forilaciéon de PKB y
tthy 0 05 1 2 GSK3 inducida por
kDa el medio —KCI. Tras
) — 7 DIV, el cultivo de
67 Fosfo-PKB CGC fue cambiado
al medio —KCl con y
45 los lisado fueron
obtenidos en los
. tiempos indicados.
El western blot se
PKB total revel6  empleando

anticuerpos

45

especificos frente a
la PKB total vy
fosforilada (A) o

frente a la GSK3a
B. GSK3 total o fosforilada

(B).
tth)y 0 05 1 2
kDa

67

Fosfo-GSK3
45
67

45

66



Caracterizacion de las vias de sefializacion implicadas en la apoptosis neuronal

y de su sustrato la GSK3 (ver figura 3 en la Introduccién general de esta tesis). Como
se puede observar en la figura 13, al igual que pasaba con ERK, el cambio al medio
proapoptotico —KCl, atin en presencia de insulina, induce la desfosforilacion de
ambas proteina quinasas, lo que se traduciria en la inhibicion de la actividad de la
PKB vy la activacion correspondiente de la GSK3. Esto lleva a pensar que el cambio
de medio provoca la desaparicion de los efectos antiapoptoticos de la PKB e induce
los efectos proapotodticos de la GSK3.

Sin embargo, como ya hemos visto en la Introduccion general de esta tesis, el
fenémeno apoptdtico se caracteriza por el desbalance de senales de transduccion
tanto proapoptoticas como antiapoptdticas. Como ya se ha descrito el papel de la via
JNK (ver Figura 6 en la Introduccion) en la apoptosis inducida por el cambio al
medio —KCl1 (Watson y cols., 1998), decidimos comprobarlo en nuestras condiciones.

En la figura 14A observamos que la actividad de JNK se reduce a la mitad a las 24 h

A. Actividad JNK B. Fosio c-Jun
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Figura 14. Implicacién de la via JNK en la apoptosis inducida por el medio —KCI.
Tras el cambio de medio se obtuvieron lisados a diferentes tiempos. (A) Actividad de
JNK a las 24 h del cambio al medio +KCI o —KCI. (B) Deteccion del grado de
fosforilacion de c-Jun, utilizado como sustrato el mismo del ensayo in vitro, pero
revelando su estado de fosforilacion mediante western blot. Los lisados obtenidos a
las 24 tras el cambio de medio se emplearon también para detectar mediante western
blot JNK total (C) o fosforilado (D).
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del cambio al medio proapoptotico —KCl, lo cual se ve reflejado, cuando medimos su
actividad in vitro, en el grado de fosforilacion de las dos formas de su sustrato c-Jun
(Figura 14B). Como sabemos que JNK se activa por fosforilacion (Whitmarsh y
Davis, 1998), estudiamos si esta disminucion de la actividad de JNK se correspondia
con una disminucién en su grado de fosforilacion. Como podemos ver el la figura
14C y D, aunque la cantidad total de JNK no parece cambiar, a las 24 tras el cambio
al medio —KCl, se produce una disminucion de su grado de fosforilacion que se
corresponderia bien con la actividad reflejada en la figura 14A y B.

Por otro lado, con el inhibidor de la p38, SB 203580 (Cuenda y cols., 1995), se
obtuvieron unos resultados significativos. Como se puede ver en la figura 15, la
adicion de SB 203580 a 10 uM aumenta significativamente la viabilidad de los
cultivos cambiados al medio —KCl, disminuyendo en cierta medida la aparicion de la
caspasa 3 proteolizada (Figura 15B). Para ver la especificidad de la inhibicion por el

SB 203580, realizamos una titulaciéon de dicho inhibidor (Figura 15A). En ella
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Figura 15. Implicacion de la via p38 en la apoptosis inducida por el medio —KCI.
(A) A la vez que se realizé el cambio al medio —KCI (barra negra) se afiadieron
distintas concentraciones de SB 203580 (0’1 a 10 uM) (circulos negros). La viabilidad
se mididn a las 24 h, al igual que se obtuvieron los lisados para la deteccion de la
caspasa 3 proteolizada (B). (C) La actividad MAPKAPK 2 se midi6 a las 24 h tras el
cambio de medio y la estimulaciéon con H,O, se realizé durante 10 min en cultivos que

se encontraban en —KClI. *: significativamente (p< 0’05) distinto de —KCI.
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podemos ver que solo son significativas las diferencias usando las concentraciones
de 3 y 10 uM. Al ser la Clso de 600 nM (Cuenda y cols., 1995), estos resultados
parecen indicar que el efecto pudiera deberse a la inhibicion de alguna otra enzima
sensible a la accion del SB203580. De hecho, midiendo la actividad del substrato de
la p38, la MAPKAPK 2, se ve una inhibicion de esta ruta de transduccion, en lugar
de la esperada activacion, tras el cambio al medio —KCl (Figura 15C).

Como uno de los sustratos de la via p38 implicados en la viabilidad de los
cultivos de CGC es el factor de transcripcion CREB (Xing y cols., 1996; Tan y cols.,
1996), decidimos estudiar su grado de fosforilaciéon en nuestras condiciones. En la
Figura 16 observamos que el cambio al medio —KCl induce la desfosforilacion de
CREB, evitandose en presencia de SB 203580 10 uM. Aunque la disminucién de la
fosforilaciéon de CREB se corresponda bien con la bajada observada en la actividad
de la via de la p38 (Figura 15), el hecho de que el inhibidor de la misma SB 203580
active la fosforilacion de CREB, apunta de nuevo a la inhibicion inespecifica de
alguna otra enzima de las vias que fosforilan también al factor de transcripcion
estudiado: ERK via RSK, PI3K/PKB, calmodulina quinasa II o PKA (Gonzélez y
Montminy, 1989; Sheng y cols., 1991; Deak y cols., 1998).

69



Mecanismos de proteccion de la apoptosis por litio y valproato Alfonso Mora Corral

DISCUSION

Los cultivos primarios de CGC son un modelo ampliamente empleado para el
estudio de la apoptosis neuronal (Ito, 1984a). Tras su maduracion durante 7 dias en
medio +KClI, se induce facilmente la apoptosis al cambiarlas a un medio con bajas
concentraciones de potasio (-KCI) (D’Mello y cols., 1993). Como hemos visto en las
figuras 8 y 9, se produce la activacion de las caspasas efectoras 3 y 7, se proteoliza la
PARP y se fragmenta el ADN liberandose al citoplasma. Todo esto se traduce en una
disminucion de la viabilidad del cultivo medida por el método del MTT (Mosmann
(1983). Esta correlacion nos va a permitir emplear la medida de viabilidad como un
buen indicador del fendémeno apoptdtico en nuestros cultivos, facilitindonos
enormemente su estudio.

Esta buena correlacion volvid a ponerse de manifiesto cuando empleamos los
inhibidores PD18342 (Figura 10) y SB203580 (Figura 15). Comprobamos que tanto
el efecto neuroprotector, como la induccion de la muerte del cultivo se
correspondian, respectivamente, con un bloqueo y con una activaciéon de la
proteolisis de la caspasa 3.

El hecho de que la inhibicion de la PI3K con LY294002 reduzca la viabilidad de
los cultivos mantenidos en el medio +KCl sugiere la implicacion de dicha via de
transduccion en la supervivencia neuronal. Estos resultados estan de acuerdo con los
de Miller y cols. (1997) en estas misma células y que supusieron una de las primeras
evidencias en este sentido. De hecho, nuestros resultados muestran que tras el
cambio al medio proapoptdtico —KCl se produce la desfosforilacion tanto de la PKB
como de la GSK3. Esto concuerda con lo esperado para un proceso apoptotico: al
inactivarse la PKB todos los efectos antiapoptdticos descritos para la misma estan
desapareciendo en nuestro sistema. Esto podria ser suficiente para explicar la
apoptosis inducida por el cambio de medio. Pero debemos afadir ademés que los
efectos proapoptéticos de la GSK3 se activan ya que, como hemos visto, el cambio
de medio activa por desfosforilacion a la GSK3 (Figura 13).

Los resultados de Miller y cols., (1997) muestran, sin embargo, una mayor
sensibilidad al efecto del LY294002. Estas diferencias obtenidas respecto a nuestros
resultados pueden deberse a que no afiaden insulina al medio y por lo tanto esta via
se encuentra unicamente activada por las concentraciones despolarizantes de K. En

este mismo trabajo, también describen la activacidon por despolarizacion de la via de
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ERK, aunque con el inhibidor de las quinasas MEK 1 y 2, PD 98059, no reducen los
niveles de viabilidad del cultivo en +KCl. Nosotros encontramos un resultado
idéntico con este mismo inhibidor, sin embargo, empleando otro inhibidor de la
misma enzima, el PD 18342, si reducimos significativamente la viabilidad del cultivo
(Figura 10). Ademas la desfosforilacion de ERK que se produce tras el cambio al
medio —KCl indica con bastante claridad la implicacion de esta via en la
supervivencia del cultivo en condiciones despolarizantes. El hecho de que la
despolarizacion de la membrana induzca la supervivencia de los cultivos de neuronas
a través de la activacion de ambas vias parece bastante claro (Yano y cols., 1998;
Soler y cols., 1998), pero parece que la mayor o menor importancia de cada una de
las dos vias dependen ya no solo del tipo celular del que se trate, sino de las
condiciones en las que se mantiene las células (factores de crecimiento, hormonas,
etc.).

En nuestras condiciones de cultivo, la insulina (5 pg/ml) aumenta (alrededor de
un 25%) la viabilidad del cultivo de CGC en medio —KCI (figura 12), lo cual
coincide con experimentos previos que mostraban que el IGF-1 promueve la
supervivencia de CGC en medio —KCl (D’Mello y cols., 1993; Miller y cols., 1997).
Sin embargo, en nuestro estudio, la CEsy que hemos obtenido para la insulina (75
nM) es bastante mayor que la dosis protectora del IGF-1 para el mismo estimulo
apoptotico obtenida por D’Mello y cols. (1993): 3 nM. Este dato nos sugiere que la
insulina est4d promoviendo la supervivencia al interaccionar con los receptores de tipo
IGF por los que tiene una menor afinidad que el propio IGF-1 y 2. Este fenémeno ya
ha sido descrito en tejidos de tipo conectivo y musculoesquelético (Hill y Milner,
1985).

En la figura 11 hemos visto claramente que en nuestras condiciones de cultivo la
sefial de supervivencia inducida por la insulina en el medio —-KCl es dependiente de
la actividad PI3K, con una Ky para el LY294002 de 5 uM. Esto significa que en
presencia de insulina, la PI3K en los cultivos de CGC en medio —KCl se encuentra
activa.

Aunque los datos publicados hasta la fecha muestran que en cultivos de CGC la
apoptosis se acompafia con un activacion de la via JNK (Shimoke y cols., 1999;
Yamagishi y cols., 2001), nuestros datos muestran lo contrario. Sin embargo, en

otros sistemas se ha relacionado la actividad protectora del litio, el cual protege de
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este tipo de apoptosis a las CGC, con su capacidad de activar esta via (Yuan y cols.,
1999). De todas formas, tanto las activaciones como las desactivaciones de esta ruta
son puntuales y dependen del momento en el que hayan obtenido los lisados para su
medida. Para aclarar mas la verdadera implicacion, habria que realizar unos
experimentos con muestras experimentales a diferentes tiempos, de forma mas
detallada y precisa. Ademas, habria que intentar aclara el papel que puedan jugar las
diversas isoformas de JNK en el proceso apoptotico.

Algo similar podria pasar con los experimentos obtenidos con la via de la p38 ya
que con la medida de la actividlad MAPKAPK2 no podemos clarificar que isoforma
de la p38 es la implicada. Aunque durante la realizacién de estos experimentos se
public6 un articulo que relacionaba la p38 con la viabilidad usando el inhibidor
SB203580 (Harada y Sugimoto, 1999), nuestros experimentos muestran con claridad
que este efecto, muy probablemente, se deba a la inhibicidon inespecifica de alguna

otra quinasa.
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Proteccion por el litio de la apoptosis inducida por el medio con baja concentracién de potasio

INTRODUCCION

Como hemos visto en el capitulo anterior la induccion de la apoptosis de cultivos
de células granulares de cerebelo (CGC) por el cambio a un medio con baja
concentracion de potasio (5 mM) es un sistema proapoptotico ampliamente utilizado.
D’Mello y cols. (1994) estudiaron el efecto del litio sobre el desarrollo y la
supervivencia de este tipo de cultivos de CGC, viendo que tenia un efecto protector
sobre los cultivos maduros de CGC en los que se inducia la apoptosis mediante la
bajada de las concentraciones de K'. Se ha visto que el litio afecta a las vias de
transduccion implicadas en le liberacion de neurotransmisores y en la secrecion
hormonas y factores de crecimiento (ver revision de Berridge y cols., 1989). Aunque
los mecanismos por los que el litio actia no estan claros, se creyo desde un principio
que esta implicada su inhibicion del ciclo del fosfatidilinositol, el cual parece estar
involucrado en la sefializacion de factores tanto neurotréficos como de crecimiento
(Berridge y cols., 1989). A este respecto, los trabajos de Dixon y Hokin (1997)
mostraron que en preparaciones de cortex de rata, el litio, por un lado aumentaba la
liberacion de glutamato, y por otro, incrementaba la acumulacion de inositol-
(1,4,5)trifosfato (IP3). Esto ultimo causaba la deplecion de la concentracion de
inositol intracelular. La hipoétesis de la deplecion del inositol para explicar la accion
farmacoldgica del litio (Berridge y cols., 1989) fue, por tanto, una de las primeras en
proponerse.

Por otro lado, estd generalmente aceptado que los antidepresivos, entre los que
se encuentra el litio, ejercen su accion estabilizadora del humor por la desregulacion
gradual y selectiva de determinados receptores. En este punto, el hecho de que el litio
estimule la liberacion de glutamato, principal neurotransmisor de las neuronas
granulares (Garthwaite y cols., 1986), estimulando a sus receptores, ha hecho sugerir
que esta estimulacion podria tener relevancia terapéutica, sobre todo a través del
receptor de NMDA (Dixon y Hokin, 1997).

Sin embargo, y aunque el litio se lleva utilizando en psiquiatria desde hace
muchos afios para el tratamiento de los trastornos bipolares (Manji y cols., 1995;
Lenox y Hahn, 2000), sus dianas terapéuticas a nivel bioquimico aun se desconocen
(Jope, 1999).

Desde que se vio que el litio protegia frente a la apoptosis inducida por el medio

—KCI (D’Mello y cols., 1994), no sélo se ha confirmado este punto (Grignon y cols.,
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1996; Ciani y cols., 1997), si no que se ha ampliado su efecto protector a otros
estimulos apoptoticos: glutamato (Chen y Chuang, 1999; Chalecka-Franaszek y
Chuang, 1999), C,-ceramida (Centeno y cols., 1998), B-amiloide (Mufioz-Montafio y
cols., 1997; Alvarez y cols., 1999), radiacion ultravioleta (Inouye y cols., 1995),
isquemia (Nonaka y Chuang, 1998), asi como estaurosporina y choque térmico (Bijur
y cols., 2000).

El hecho de que el litio sea un inhibidor de la GSK3 (Klein y Melton, 1996;
Stambolic y cols., 1996) se he empleado para explicar su efector neuroprotector, ya
que se ha visto que la activacion de GSK3 sobreexpresada en células neuronales
promueve sefales proapoptoticas (Pap y Cooper, 1998; Cohen, 1999; Bijur y cols.,
2000; Li y cols., 2000). Aunque esta es la hipotesis actualmente aceptada, considera
a la GSK3 como una enzima constitutivamente activa, sin tener en cuenta que se
encuentra sometida a regulacion. Esta enzima es inhibida por los efectores que
activan la via de transduccién PI3K/PKB, como puedan ser la insulina o los factores
de crecimiento (Cross y cols., 1995; Alessi y Cohen, 1998). La PKB va a inducir su
inhibicion mediante la fosforilacion del residuo serina 9 (en la GSK3p) o en la serina
21 (en la GSK3a) (Cross y cols., 1995; Welsh y cols., 1996; Shaw y cols., 1997). Sin
embargo este no es el Gnico mecanismo conocido por el que la PKB regula la
apoptosis. Se sabe que esta serina/treonina quinasa fosforila a Bad (miembro de la
familia de proteinas Bcl-2) en la serina 136 (Zha y cols., 1996; Datta y cols., 1997,
DelPeso y cols., 1997).

Cuando Bad se encuentra desfosforilado se puede producir la activacion de la
procaspasa 9 por la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria (Green y Reed,
1998; Adams y Cory, 1998; Zou y cols., 1999). Entonces la caspasa 9 promoveria la
activacion de otras caspasas como pueda ser la caspasa 3 (Slee y cols., 1999), la cual
es la responsable de la proteolisis de gran cantidad de proteinas (Tewari y cols.,
1995). Por esta razdn, la medida de la actividad caspasa 3 puede emplearse como
marcador bioquimico de la activacion de la fase efectora de la apoptosis (Bijur y
cols., 2000).

Respecto a la regulacion de las cascadas de transduccion de serina/treonina
quinasas, tenemos que tener muy en cuenta el papel que juegan las distintas
serina/treonina fosfatasas. Estas proteina quinasas se regulan unas a las otras por una

fosforilacion que es reversible y especifica. Asi, las proteina fosfatasas juegan un
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papel realmente importante a la hora de controlar tanto el grado de esta activacion
como su duracion (Millward y cols., 1999).

En este capitulo vamos a intentar profundizar en los mecanismos moleculares
por los cuales el litio ejerce su efecto como neuroprotector. Induciremos la apoptosis
en los cultivos de CGC mediante el cambio al medio —KCIl. Veremos como el medio
—KCl induce la activacion de la caspasa 3, asi como promueve la desfosforilacion de
PKB y de GSK3. En presencia de litio (5 mM) estos efectos se veran bloqueados, lo
cual nos llevaré a proponer una nueva hipotesis a la hora de explicar los mecanismos
neuroprotectores del litio. En ella juegan un papel importante las serina/treonina
fosfatasas que se encuentran implicadas en la inactivacion de la via PI3K/PKB. Por
ello, intentaremos dilucidar la implicacion de los diversos tipos y su posible relacion

con el litio.

RESULTADOS

En el capitulo anterior acabamos de comprobar, como ya describieron D’Mello y
cols. (1993), que en cultivos de CGC mantenidos en medio +KCl se puede inducir la
muerte por apoptosis al cambiar a un medio con concentraciones fisiologicas de K"
(5§ mM) (D’Mello y cols., 1993). Asi, tras caracterizar sucintamente las condiciones
apoptoéticas del modelo empleado, pasamos a estudiar el efecto del litio sobre este
paradigma proapoptdtico. A este respecto vemos, que la adicion del litio en el
momento del cambio de medio evita, en parte, la apoptosis de una forma dependiente
de la dosis (Figura 17B), alcanzando el maximo de proteccion cuando la
concentracion es de 5 mM. Es a esta concentracion cuando se observa la casi total
desaparicion de la fragmentacion internucleosomal (Figura 17A), lo que nos indica
una buena correlacion entre los datos de fragmentacion del ADN y los de viabilidad
medida por el método del MTT. Esta accion protectora es especifica del litio, ya que
la adicion de NaCl en iguales concentraciones no afecta a la viabilidad de los
cultivos (datos no mostrados).

La caspasa 3 es una de las principales cisteina proteasas implicadas en la
apoptosis. Confirmando los datos del capitulo anterior, comprobamos la activacion
de la caspasa 3 tras el cambio al medio —KCl (Figura 18A). Los lisados de CGC en el

medio —KCl incubados con litio durante 24 h presentan un importante descenso en la
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Figura 17. Proteccion del litio frente a la apoptosis inducida por el medio —KCI.
(A) La fragmentacién del ADN se estudié a las 24 h del cambio al medio —KCI con o
sin la adicion de litio mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1'4%. (B)
Ademas se midié la viabilidad de los cultivos a los que se cambié a medio +KCI (barra
blanca) o —KCI (barra negra). A este ultimo se le afiadieron distintas concentraciones
de litio (circulos negros).

actividad de la caspasa 3 (Figura 18A), siendo este efecto dependiente de la
concentraciéon. Ademas hemos calculado la V, de la catalisis del Ac-DEVD-AMC
por la caspasa 3 (Tabla 5), mostrando claramente los datos que en condiciones del
medio —KCI se aumenta su actividad unas 12 veces si se comparan con los datos de
los cultivos mantenidos en +KCl. Nuestros datos muestran la inhibicion de esta
activacion de una forma dependiente de la concentracion de litio.

Una posible explicacion para este efecto seria la de considerar al litio como un
inhibidor directo de la caspasa 3. Para comprobarlo, estudiamos la capacidad del litio
a la hora de inhibir la actividad caspasa 3 de lisados de cultivos en —-KCl de CGC
(Figura 18B). Sin embargo, no solo no la inhibe, si no que se observa una ligera

activacion, lo que nos sugiere un mecanismo de acciéon mas complejo que la simple

Tabla 5. V, de la actividad caspasa 3 en la apoptosis inducida por -KCI.

Condiciones de cultivo Vo (pmol AMC/min)
+KCl 0.51+£0.05
-KCl 6.6 +0.8
-KCI + Li* 2 mM 42+0.3
-KCI + Li" 5 mM 21+0.3

Los datos se corresponden a las mismas condiciones de la figura 18A.
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Figura 18. Efecto del litio en la actividad caspasa 3. Los datos se ajustaron a
la ecuacion de una curva polinomial en cada una de las condiciones. (A) Tras 7

DIV, los cultivos de CGC se cambiaron a un medio +KCI (0) o a —KCI (®) y se
obtuvieron los lisados a las 24 h. Se ensayaron dos concentraciones de litio en el

medio: 2 mM (A) y 5 mM (A) (B) Se obtuvieron los lisados de CGC en medio —
KCI (®) a las 16 h tras el cambio y se ensayo la actividad caspasa 3 del cultivo
con diferentes concentraciones de litio en el ensayo: 2 mM (A) 6 5 mM (A).

inhibicion directa.

Como la caspasa 3 se encuentra en forma de procaspasa 3 y solo presenta
actividad cuando es proteolizada (Thornberry y Lazebnik, 1998), decidimos estudiar
mas a fondo la inhibicion de la proteolisis de la procaspasa 3 que ya habiamos
detectado en el capitulo anterior (Mora y cols.,, 2001a y b). La figura 19A nos
muestra los resultados del western blot empleando un anticuerpo que sélo reconoce
la forma proteolizada de la caspasa 3. Tomando lisados de CGC en —KCl a diferentes
tiempos, observamos como la forma activa de la caspasa 3 va aumentando.
Cuantificando este incremento por densitometria, comprobamos que el aumento es
dependiente del tiempo de exposicion al estimulo apoptotico, llegando a un maximo
a las 24 h, tiempo en el que el aumento es de unas 12 veces sobre el control en +KCl
(Figura 19B). Se observa que el aumento de la forma proteolizada comienza a ser
detectable a las 6h en el medio proapoptotico —KCI. En comparacién, la incubacién
durante 24 h de litio 5 mM en —KCl nos presenta una banda de muy baja intensidad,

comparable a la debida a la incubacion durante 24 h en el medio +KCl (Figura 19A).
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Figura 19. Bloqueo por el litio de la activacidon proteolitica de la caspasa 3. (A)
Tras 7 DIV el medio de la CGC se cambié a +KCl o a —KClI con o sin litio 5 mM y los
lisados se obtuvieron a diferentes tiempos. Los western blot (20 pg de proteinas por
cada calle) se realizaron con un anticuerpo que reconoce la forma proteolizada (activa)
de la caspasa 3. (B) Resultado de la intensidad de las banda analizadas por
densitometria.

Por tanto podemos concluir que el litio estd impidiendo la activacion proteolitica de

la caspasa 3 actuando en algin punto anterior a esta activacion en la sefalizacion

apoptoética inducida por el medio —KCl.

La activacion de la caspasa 3 por el medio —KCl se produce incluso en presencia
de insulina. Esto estaria de acuerdo con nuestros anteriores resultados de viabilidad
(Mora y cols., 1999) en los que en —KCl sin insulina la viabilidad del cultivo de CGC
cae un 50-60% y con insulina lo sigue haciendo, aunque los valores del descenso son
algo menores (25-30%). En ambas circunstancias, el litio es capaz de proteger frente
a la apoptosis inducida por el medio —KCl. Estos resultados, junto al hecho de que se
active la caspasa 3 aun en presencia de insulina, nos apuntan a que, de algun modo,
el medio —KCl esta contrarrestando el efecto neuroprotector de la insulina descrito
por la activacion de la PKB (Marte y Downward, 1997; Miller y cols., 1997;
Gleichmann y cols., 2000), mientras que el litio est4 evitando los efectos inducidos
por el medio proapoptotico —KCl en los cultivos de CGC. Sin embargo, no esta nada
claro el modo en el que el litio esta actuando.

Se ha descrito que la inhibicién de la mio-inositol monofosfatasa (IMPasa) por

el litio podria tener relevancia terapéutica en el tratamiento de los trastornos

bipolares. De ahi que se haya planteado la hipotesis de que el efecto protector del
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litio se deberia a su inhibicién sobre la IMPasa (Berridge y cols., 1989). Sin
embargo, como muestra la figura 20, la adicion de mio-inositol, que reverteria la
deplecion del mismo causada por la inhibicion de la IMPasa, no afecta a la
proteccion del litio sobre los cultivos sometidos al cambio al medio —KCI. Esto nos
hace descartar esta hipdtesis para la accién neuroprotectora del litio.

Se sabe que el litio y el valproato aumentan la liberacién de glutamato y este
efecto podria estar implicado en su actividad como farmacos antidepresivos (Dixon y
Hokin, 1997). Por tanto, se ha pensado que su accién neuroprotectora pudiera ser
consecuencia de la activacion de algun receptor por parte del glutamato. Sin
embargo, la inhibicién de la actividad del canal de Ca®", del propio receptor de
NMDA, por parte del MK801 no es capaz de bloquear la capacidad del litio de
proteger frente a la apoptosis (Figura 21). Y no se debe a que en nuestras condiciones

no actie, ya que el MKS8O01 si es capaz de inhibir la accion neurotoxica del glutamato.

1ol T Figura 21.- Efecto del MK801
en la accion del litio. Una
concentracién 5 uM de MK801

= gnk (barras negras) no pudo
-E disminuir significativamente la
= supervivencia inducida por el
5 a0F litio. Sin embargo, el MK801
> L bloquea los efectos toxicos
,g 20k T que produce el glutamato en el
- medio +KClI.
&
BOF
=
TR | —
Glu. 100 uM Li* 5mm
MK801 - = + = - +
5uM
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Tabla 6. Efecto de diversos inhibidores sobre la neuroprotecciéon del litio. Se
representa el % de viabilidad de los cultivos en medio —KCI. A todos ellos se les ha
afadido Li* 5 mM vy el inhibidor indicado durante 24 h. Entre corchetes la enzima a la

que inhiben.
Control | MK 801 | Wartmanina | LY 294002 | SQ 22536 | PD 98059 | Rapamicina
(Li* 5 mM) 5uM 10 uM 30 uM 300 uM 50 uM 10 nM

[receptor | [PI3K] (Arcaro | [PI3K] [Adenilato | [MEK1] [p70 S6Kinasa]
NMDA] |y Wymann, (Vlahos y |ciclasa] (Alessiy (Braun y cols.,
(Wong y | 1993) cols., (Fabbriy |cols., 1995)
cols., 1995) cols., 1991) | 1995)
1986)

85% 84% 80% 77% 85% 82% 80%

En vista de los anteriores resultados, decidimos probar una serie de inhibidores
para intentar revertir la accion neuroprotectora del litio. Como podemos ver en la
tabla 6, en principio no fuimos capaces de identificar ningin punto, de entre las
sefiales de transduccion estudiadas, como el implicado en la accidon protectora del
litio, ya que ningtn inhibidor revierte totalmente la accion del mismo. Sélo los
inhibidores que afectan a la via de sefializacion de la insulina (wartmanina,
LY294002 y rapamicina) parecen afectar algo a la accion protectora del litio. Sin
embargo, debido a que también disminuian ligeramente la actividad de los cultivos
mantenidos en medio +KCl, se puede descartar su efecto como verdaderos
bloqueantes de la actividad neuroprotectora del litio.

Se ha visto que el tratamiento cronico con litio (Klein y Melton, 1996;
Takahashi y cols., 1999) inhibe la actividad de la GSK3. Esta enzima es uno de los
sustratos directos in vivo de la PKB, la cual promueve sefales de supervivencia
celular y protege frente a la apoptosis inducida por muy diferentes estimulos (Marte
y Downward, 1997). Su activacion en respuesta a factores de crecimiento (insulina,
IGF-1, etc.) viene mediada por la PI3K. Por ello decidimos estudiar el papel que
pudiera jugar esta via de transduccion en la supervivencia inducida por el tratamiento

agudo con litio.

Figura 22. Efecto de la insulina
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La figura 22 representa la dependencia de la insulina para el efecto protector del
litio. Los resultados en ausencia de insulina en el medio nos muestran que el litio, al
igual que hacia en presencia de la misma, promueve la supervivencia de los cultivos
de CGC en el medio —KCl. Estudiando mas a fondo los datos respecto al LY294002
presentados en la tabla 6, en la figura 23 se puede observar que, a una concentracion
de 30 uM, no es capaz de bloquear la proteccion debida al litio en un medio —KClI
con 5 pg/ml de insulina.

Para seguir investigando la implicacion de esta via de transduccion,
comprobamos la posibilidad de que el litio activara la PKB, fenomeno que habia sido
sugerido para explicar el efecto neuroprotector del litio en tratamiento cronico en
cultivos de CGC expuestos a dosis apoptdticas de glutamato (Chalecka-Franaszek y
Chuang, 1999). En la figura 24 podemos comprobar que tras la incubacion de los
cultivos en medio —KCl sin insulina la actividad de la PKB es muy baja. Tras la

adicion de insulina a este medio observamos una induccion de la actividad de la PKB

Figura 24. Analisis del efecto del
litio sobre la actividad PKB. En el
6° DIV los cultivos de CGC fueron
cambiados a un medio +KCI sin
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insulina e incubados durante toda la
noche. Al 7° DIV incubados durante
1 h en —KClI sin insulina. Entonces, el
medio fue cambiado a —KCI con
insulina en presencia (barras negras)
0 en ausencia (barras blancas) de
lito 5 mM. Los lisados para la
medida de la actividad de la PKB se
obtuvieron en los tiempos indicados
tras el cambio al ultimo medio de
cultivo.
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Tabla 7. Efecto in vitro del litio sobre la actividad de la PKB.

[Li"], mM % de actividad PKB
0 100 £ 5.6
110.8+0.5
5 944 +8

En cultivos de CGC en los que la actividad de la PKB fue activada con insulina, la
actividad de la PKB se midi6é anadiendo litio en el tampén de reaccion a las
concentraciones indicadas.

en nuestros lisados. Por su lado, el litio apenas induce un ligero aumento de la
actividad PKB por encima de los valores de la insulina. /n vitro, las medidas del
efecto del litio sobre la actividad de la PKB nos confirman la incapacidad del i6n
para activar a la PKB (Tabla 7). Estos datos descartan la posibilidad de que el litio
sea un activador directo de la PKB.

La activacion de la PKB por la insulina también la podemos detectar por western
blot (Figura 25A). La PKB en las condiciones iniciales se encuentra fosforilada (y
por tanto activa), debido probablemente a la presencia del 10% de suero fetal bovino
existente en el medio. De forma notoria comprobamos que el medio —KCI con
insulina induce la desfosforilacion de la PKB de forma dependiente del tiempo. Sin
embargo, cuando afiadimos litio a una concentracion de 5 mM el estado de
fosforilacion de la PKB permanece inalterado (Figura 25A). Este resultado nos
sugiere que el medio —KCl induce la activacion de alguna actividad serina/treonina
fosfatasa y que el litio impide esta activacion.

Como la GSK3 es el principal sustrato de la PKB (Cross y cols., 1995; Welsh y
cols., 1996; Shaw y cols., 1997) y el efecto neuroprotector del litio se ha llegado a
explicar por sus efecto inhibidor sobre la misma (Klein y Melton, 1996; Stambolic y
cols., 1996), decidimos comprobar si el litio afectaba al grado de fosforilacion de la
GSK3 tras la induccién de la apoptosis con el medio —KCl. Los resultados de la
figura 25B nos muestran que —KCl también induce la desfosforilacion de la GSK3 y
en este caso su activacion, dependientemente del tiempo. Tras 2 h de incubacion en
medio —KCl, la cantidad de GSK3 fosforilada es practicamente indetectable, y dado
que la cantidad de GSK3 total permanece constante durante este periodo, nuestros

resultados sugieren que la GSK3 se activa por desfosforilacion en el medio —KCIl.
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Cuando los cultivos de CGC son incubados en medio —KCI en presencia de litio 5
mM, la GSK3 permanece fosforilada, y por tanto inactiva, de forma similar a los
lisados incubados en +KCIl. Como en estas condiciones la GSK3 se encuentra
fosforilada, la proteccion debida al litio no puede ser mediada por su inhibicion
directa. Nuestros resultados sugieren que el litio esta impidiendo la desfosforilacion
(y por tanto la activacion) de la GSK3 inducida en los cultivos de CGC por el medio
proapoptotico —KCl.

En resumen, estos resultados nos muestran que el tratamiento agudo con litio
impide la desfosforilacion de la PKB y de la GSK3 que es inducido tras el cambio al
medio proapoptdtico —KCl. Este efecto guarda una buena correlacion con la
inhibicién de la activacion de la caspasa 3 y sus conocidos efectos neuroprotectores
en este sistema apoptdtico. Sin embargo, todavia queda por aclarar el agente
responsable de la desfosforilacion tanto de la PKB como de la GSK3, ya que parece
ser esta actividad serina/treonina fosfatasa la responsable de la induccion apoptdtica
y la diana sobre la que estaria actuando el litio.

Antes de profundizar un poco mas en este aspecto, decidimos estudiar el efecto
que podria tener el litio sobre las dos vias proapoptoticas que habiamos caracterizado

en el capitulo anterior: p38 y JNK. En este punto habiamos observado que el cambio

85



Mecanismos de proteccion de la apoptosis por litio y valproato Alfonso Mora Corral
Figura 26. Efecto del litio
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al medio —KCI producia una inactivaciéon de ambas vias de transduccion. En la figura
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26 podemos observar que, de un modo similar a lo que sucede con la via de la PKB,
la adicion de litio 5 mM al medio —KCl, bloquea parcialmente las inactivaciones
descritas. Observamos de nuevo, que el litio impide la desfosforilacion de las
proteina quinasas que se inducen por el cambio al medio proapoptotico —KCl.

Como el efecto mas notorio del litio ha sido sobre la inactivacion de la via
PI3K/PKB, decidimos estudiar el efecto de las actividades serina/treonina fosfatasa
sobre dicha via. Para ello utilizamos diferentes lisados para medir in vitro su
actividad fosfatasa empleando como sustrato un péptido fosforilado correspondiente
a la zona de la serina 473 de la PKB, que como hemos visto en la figura 25 es
desfosforilada tras el cambio al medio —KCl (Mora y cols., 2001a).

Asi, en la figura 27 podemos observar que, después de 1 h del cambio de medio,
se induce la activacion de diversas actividades serina/treonina fosfatasas, siendo mas
marcadas las actividades de la PP2B y de la PP2C. La dinamica de esta activacion
parece corresponderse bastante bien con la cinética de desfosforilacion observada
para la PKB en la figura 25. En el caso de que en el medio —KCl incluyamos Li" a
una concentracion 5 mM, se puede observar que todas las actividades serina/treonina
fosfatasas descritas se encuentran reducidas en comparacion con las provenientes de
los lisados de cultivos en —-KCl. De este modo, nuestros datos parecen indicar que
efectivamente el litio estaria impidiendo la activacion de dichas fosfatasas. De hecho,

ensayos in vitro de estas actividades nos muestran que dicho i6n es incapaz de inhibir

86



Proteccion por el litio de la apoptosis inducida por el medio con baja concentracién de potasio

PP2A
0
—e— .KCI
« &+ JKCI + Li* 5mM
30 4
o
£
£
E
oo20-
w
a
©
E
a
10 4
0
0 1 H] 3
tiempo, (h)
PP2B PP2C
40 - 40
—e— -KCI
+ & - JKCl+ Li* 5 mM
30 4 304
2 2
£ £
E E
& 204 o 20
g 8
= =
g £
s a
10 —a— KCI 10
- wde o KCI+Li* SmM
0 r ]
0 1 2 3 [ 1 2 3
tiempo, (h) tiempo, (h)

Figura 27. Efecto del litio sobre las actividades serina/treonina fosfatasa
inducidas por el medio —KCI. Los lisados se obtuvieron a los tiempos indicados tras
el cambio al medio —KCl en ausencia o presencia de Li* 5 mM. Como sustrato se
empled el péptido KHFPQF-pSYSAS como viene indicado en Materiales y Métodos.

la actividad serina/treonina fosfatasa (datos no mostrados), por lo que su modo de
accion radicaria en impedir la activacion de estas enzimas.

Sin embargo, con los datos que tenemos no podemos identificar con exactitud
una determinada proteina fosfatasa. Ademas no sabemos la verdadera implicacién
que tendrian las diversas serina/treonina fosfatasa in vivo sobre el grado de
fosforilacion de la GSK3, la cual también es desfosforilada tras el cambio al medio
proapoptotico —KCl. Asi, decidimos emplear varios inhibidores conocidos de
fosfatasa e incubarlos junto con el medio —KCI durante 1 h para ver el efecto sobre el
grado de fosforilacion de dicha proteina quinasa. De este modo, en la figura 28 se
puede ver que el efecto del litio puede equipararse al de los inhibidores ciclosporina
A (CsA) y fosfatidato (PA). La CsA es un conocido inhibidor de la PP2B (Fruman y
cols., 1992), lo cual se suma a los datos de la actividad de dicha fosfatasa (Figura 27)
implicandola tanto en la induccion de la apoptosis como en la supervivencia inducida

por el litio. Por su parte, el fosfatidato parece estar implicado en la inhibicion de las
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Figura 28. Efecto de diversos inhibidores de fosfatasas sobre la GSK3. Los
lisados empleados fueron incubados durante 1 h en el medio proapoptético —KCI (-
K) en presencia de diferentes efectores: 25 mM de K (+K), 5 mM de Li* (Li), 1 uM
de ciclosporina A (CsA), 300 nM de fosfatidato (PA), 1 uM de acido ocadaico (ok) y
1 uM de microcistina-LR (MC).

proteina fosfatasas tipo 1 y 2A que se activan en la apoptosis inducida por la
ceramida (Chalfant y cols., 1999; Kishikawa y cols., 1999). El hecho de que no
hayamos medido la actividad de la PP1 y de que la activacion de la PP2A sea ligera
pero inhibida por la presencia de litio en el medio —KCIl, hace que no podamos
descartar su participacion en el fendmeno apoptético inducido tras el cambio de
medio. El efecto tan marcado del &cido ocadaico y de la microcistina, ambos
considerados inhibidores de PP1 y PP2A (Cohen y cols., 1990; Honkanen y cols.,
1990), que elevan el grado de fosforilacion de la GSK3 con una intensidad superior
incluso al medio +KCl, coincide con el hecho de que se describiera inicialmente al
acido ocadaico como un activador de la PKB (Andjelkovic y cols., 1996) al estar
bloqueando la actividad fosfatasa que en condiciones fisioldgicas se encarga de
desactivar esta via para que pueda responder la célula a nuevas activaciones. De
hecho, nuestros resultados muestran que en los cultivos existen unas actividades

basales de las tres serina/treonina fosfatasas medidas (Figura 27).
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DISCUSION

La buena correlacién entre los fendmenos bioquimicos caracteristicos de la
apoptosis y el método de medida de viabilidad de los cultivos, que ya vimos en
capitulo anterior, se vuelve a poner de manifiesto cuando determinamos la
neuroproteccion debida a la adicion de litio al medio —KCI (Figura 17).
Comprobamos que el ya descrito efecto protector del litio (D’Mello y cols., 1994) se
debe a una accidon antiapoptdtica ya que, a parte de aumentar la viabilidad del
cultivo, evita la aparicion de la fragmentacion internucleosomal del ADN tipica del
fendmeno apoptotico.

Las caspasas participan en una gran cantidad de los fendémenos apoptéticos
como pueden ser la fragmentacion de ADN, la condensacion de la cromatina,
formacion de los cuerpos apoptéticos, etc. (Thornberry y Lazebnik, 1998). Nuestros
resultados concuerdan con trabajos anteriores en los que se indicaba que la
activacion de las caspasas era necesaria para la ejecucion de la apoptosis en CGC
sometidas al medio —KCl (Armstrong y cols., 1997; Eldadah y cols., 1997;
Padmanabhan y cols., 1999). Tras 24 h de incubacion en —KCl, se activa (unas 12
veces) una actividad proteolitica capaz de digerir el sustrato fluorescente de la
caspasa 3 (el DEVD). Aunque existen algunos trabajos anteriores que descartan la
implicacion de la caspasa 3 en la apoptosis de CGC en —-KCl (D’Mello y cols., 1998;
D’Mello y cols., 2000), nuestros resultados muestran claramente la aparicion de una
banda de 17 kDa de peso molecular que se corresponde con la forma proteolizada de
la caspasa 3, tras el cambio al medio —KCI. El aumento en la intensidad de la banda
correspondiente a la caspasa 3 proteolizada (12 veces) coincide con el de la actividad
proteolitica sobre el DEVD. Por lo tanto queda bastante clara la participacion de la
actividad caspasa 3 en nuestro sistema apoptotico con —KCl.

Es importante hacer notar que aunque viendo los resultados globalmente
podemos decir que el aumento de la caspasa 3 activa se empieza a detectar a las 6 h
del cambio a medio —KCl, no es significativo por si solo y el maximo se alcanza las
24 h. Esto si concordaria bien con los trabajos descritos anteriormente que no
detectaban activacion significativa de la caspasa 3 tras 8 h de incubacién en —KCl
(D’Mello y cols., 1998). Este retardo en la activacion de la caspasa 3 se corresponde
bien con lo que se ha dado en llamar “tiempo critico” (Nardi y cols., 1997; Watson y

cols., 1998): en CGC de ratdn tras 4 h de incubacion en —KCI se pueden rescatar de

89



Mecanismos de proteccion de la apoptosis por litio y valproato Alfonso Mora Corral

la apoptosis casi la totalidad de las células del cultivo tras la adicion de potasio. Sin
embargo, so6lo permaneceran viables el 50% si la adicion del potasio se realiza a las 6
h tras el cambio de medio.

El uso de inhibidores de las caspasas y el estudio de sus acciones protectoras de
la apoptosis se ha empleado como demostracion del papel de las caspasas en el
fenomeno apoptético (Taylor y cols., 1997; D’Mello y cols., 1998; Harada y
Sugimoto, 1999; Oberdoerster y Rabin, 1999; Lee y cols., 2000; Sastry y Rao, 2000).
En este capitulo hemos visto que el litio impide la activacion de la caspasa 3 inducida
por el medio —KCI. Debido a que el litio ejerce una accidon neuroprotectora en este
sistema apoptotico (D’Mello y cols., 1994; Grignon y cols., 1996; Ciani y cols.,
1997; Mora y cols., 1999), nuestros resultados sugieren que la activacion de la
caspasa 3 estaria implicada en la apoptosis inducida en las CGC por el cambio al
medio —KCl y que la accion neuroprotectora del litio se deberia, al menos en parte, a
la inhibicion de esta activacion. Algo similar parece estar ocurriendo en células de
neuroblastoma sometidas a otro estimulo proapoptético (Bijur y cols., 2000).

Nuestros resultados también nos indican que el litio estd impidiendo la
activacion de la caspasa 3 aunque no como un inhibidor directo de su actividad
(Mora y cols., 2001a y b). Por lo tanto nos parece 16gico pensar que la diana sobre la
que actua el litio se encuentra en algun punto de la cascada proapoptdtica anterior a
la activacion de esta caspasa.

Utilizando las medidas de viabilidad hemos descartado una serie de puntos en
los que se podria encontrar el mecanismo de accion de litio. El principal efecto
conocido del litio sobre vias de transduccion de sefiales es su inhibicion de la
IMPasa, por lo que desde un principio se propuso la hipodtesis de que este seria con
probabilidad su mecanismo de accidon (Berridge y cols., 1989). La inhibicion de esta
enzima se traduce en la célula en una deplecion de los niveles citoplasmaticos de
inositol. De hecho en algunas lineas celulares (SY5Y), los efectos del litio sobre la
via de transduccion JNK, que se dan también in vivo en el SNC, se pueden revertir
por la adicion de mio-inositol al medio de cultivo (Yuan y cols., 1999). En nuestro
caso, el litio efectivamente aumenta la fosforilacion de la JNK al igual que sucede en
dichas lineas celulares (Figura 26). Sin embargo, en nuestras condiciones, el mio-
inositol no es capaz de revertir el efecto protector del litio (Figura 20), por lo que

descartamos esta hipotesis para este estimulo apoptdtico.
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Por otro lado, los farmacos anti-maniaco-depresivos, entre los que se encuentra
el litio, incrementan la liberacion de glutamato (Dixon y Hokin, 1997) lo que podria
generar una seflal de supervivencia al aumentar la concentracion citoplasmatica de
Ca®’. Sin embargo, el MK801 es incapaz de revertir significativamente el efecto
protector del litio como hemos visto en la figura 21, por lo que eliminamos esta
posibilidad, al menos en la proteccion de la apoptosis inducida por el medio —KCI.

Los tnicos inhibidores que parecen revertir en cierta manera la accion del litio
son los de la PI3K (wartmanina y LY294002). Sin embargo, y dado que ya reducen
de por si la viabilidad del cultivo, no podemos asegurar que realmente estén
afectando a la neuroproteccion causada por el litio. De hecho, los resultados de la
figura 22, en los que no hay insulina en el medio y por tanto la PI3K esté4 inactiva,
muestran claramente que el efecto de supervivencia inducido por el litio es
independiente de que esta via se encuentre activada o no, siendo muy destacables los
valores de viabilidad con litio 5 mM.

A este respecto, tras demostrarse que el litio era un inhibidor acompetitivo de la
GSK3 (Klein y Melton, 1996; Stambolic y cols., 1996), todos los efectos
neuroprotectores se explicaron mediante esta accion (Mufoz-Montafio y cols., 1997;
Hong y cols., 1997; Centeno y cols., 1998; Alvarez y cols., 1999; Hartigan y
Johnson, 1999; Takahashi y cols., 1999; Leroy y cols., 2000; Bijur y cols., 2000;
Williams y Harwood, 2000). De hecho el papel de la GSK3 en la induccién de la
apoptosis (Pap y Cooper, 1998; Cohen, 1999; Bijur y cols., 2000; Li y cols., 2000) y
en la patogénesis de enfermedades neurologicas (Kovacs y Tanzi, 1998; Hanger y
cols., 1992; Takashima y cols., 1998) ha sido ampliamente descrito, aunque el
mecanismo por el que esta proteina quinasa induce la apoptosis permanece todavia
desconocido (Bijur y cols., 2000). De cualquier manera, parecia que su efecto como
inhibidor de la GSK3 era claramente el mecanismo que explicaba sus efectos
neuroprotectores. Sin embargo, los experimentos de neuroporteccion del litio en
condiciones en las que la GSK3 se encontraria inactivada, hacen que hayamos
decidido estudiar mas a fondo el papel del litio y la GSK3 en el fendmeno
apoptotico.

El principal mecanismo que regula la actividad de la GSK3 es su fosforilacion.
La actividad de la GSK3 se inhibe cuando se encuentra fosforilado un residuo de

serina en su extremo animo terminal: la serina 21 de la GSK3a y la serina 9 de la
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GSK3p (Cross y cols., 1995; Welsh y cols., 1996; Shaw y cols., 1997). Ademas, la
GSK3 es sustrato de otra serina/treonina quinasa, la PKB, la cual se activa tanto por
insulina como por IGF-1 y fosforilan estos residuos en la GSK3 (Cross y cols., 1995;
Shaw y cols., 1997). Esto nos llevo a estudiar el grado de fosforilacion de la PKB y
de la GSK3 en cultivos de CGC en —KCl con y sin litio. Observamos que el medio
proapoptotico —KClI inducia la desfosforilacion de ambas quinasas, lo cual venia a ser
una inhibicién de la PKB y una activacién de la GSK3, bloqueandose asi una de las
vias de senalizacién implicadas en la supervivencia celular (Datta y cols., 1997,
Dudek y cols.,, 1997; Alessi y Cohen, 1998; Sabbatini y McCormick, 1999;
Gleichmann y cols., 2000). Ademas la activacion de la GSK3 estd directamente
implicada en la induccion de la apoptosis (Li y cols., 2000). Si el inico mecanismo
responsable del efecto neuroprotector del litio fuera la inhibicion acompetitiva de la
GSK3, el hecho de que el litio bloquee la desfosforilacion de la PKB y de la GSK3
es en cierto modo inesperado, ya que implicaria que la GSK3 es inhibida cuando se
encuentra ya fosforilada. En presencia de insulina en el medio, la PKB y la GSK3 se
encuentran fosforiladas en un principio. Tras el cambio al medio —KCl, sin embargo,
los cultivos de CGC entran en apoptosis y el litio es capaz de proteger de este
proceso (Mora y cols., 1999). Asi, la neuroproteccion del litio en el medio —KCl con
insulina esta basada en su capacidad para impedir la desfosforilacion de la PKB y de
la GSK3 (Figura 25). Por otro lado, este bloqueo sucede en el “tiempo critico” y
antes de la activacion de la caspasa 3 (Mora y cols., 2001a).

Como el mecanismo por el que el litio impide la desfosforilacion de la PKB y de
la GSK3 no quedaba aclarado con estos experimentos, nos planteamos varias
hipotesis. Por un lado, el litio podria activar la PI3K como sugirieron Chalecka-
Franaszek y Chuang (1999), pero parece poco probable ya que, como hemos visto en
la figura 23, en presencia del inhibidor de esta enzima, el LY294002, no se bloquea
la accion neuroprotectora del litio (Mora y cols. 1999). Ademds en ausencia de
insulina es bastante probable que la inhibicion acompetitiva de la GSK3 por el litio
sea la responsable de sus efectos protectores.

Otra posibilidad seria la de considerar que el medio —-KCl estuviera induciendo
la actividad de alguna fosfatasa que pudiera ser inhibida por el litio. El planteamiento
general de esta hipotesis esta descrito en la figura 29. Vemos, como en ausencia de
insulina, el medio —KCl induce una proteina fosfatasa que inactivaria a la PKB y

activaria a la GSK3. Esta actividad, por un mecanismo aun desconocido, participaria
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en la induccién de la apoptosis. En estas condiciones el litio protegeria frente a la
apoptosis al inhibir a la GSK3 (Mora y cols., 1999). Cuando la insulina se encontrara
presente en el medio, la PKB se encuentra activa y protege frente a la apoptosis al
fosforilar tanto a Bad como a la GSK3. El medio —KCI volveria a activar la misma
actividad proteina fosfatasa la cual cambiaria el estado de fosforilacion de la PKB y
de la GSK3, impidiendo asi el efecto protector de la insulina. En estas condiciones, la
proteccion del litio seria debida a que inhibe la actividad de la proteina
serina/treonina fosfatasa inducida por el medio —KCI.

Esta ultima hipotesis parece la mas interesante a explorar ya que se ha descrito al
litio como un inhibidor de una seria de fosfatasas: la inositol monofosfatasa
(IMPasa), la inositol polifosfato 1-fosfatasa (IPPasa) (Berridge y cols., 1982;
Berridge y cols., 1989), y la 3°(2°)-fosfoadenosina 5’fosfato fosfatasa (PAP) (Yenush
y cols., 2000; Albert y cols., 2000). Asi tras descartar la hipdtesis inicial que hace
unos afos explicaba el mecanismo de accion terapéutica del litio por su inhibicion de
las inositol monofosfatasas (Berridge y cols., 1989), puede que volvamos a explicar
su accion terapéutica como inhibidor de alguna otra actividad fosfatasa.

De hecho, los datos de la figura 27 apuntan claramente en esta direccion. Las
actividades serina/treonina fosfatasa se activan tras el cambio al medio —KCI,
activaciones que son bloqueadas por la presencia de litio en el medio. Sin embargo,
la identificacion de cual es la principal causante de la apoptosis plantea ciertas
dificultades. Como se observa en la figura 27, tanto la PP2A, la PP2B como la PP2C
estan activadas constitutivamente en el medio +KCl. Esta activacion basal parece
deberse a que estarian regulando la via de transduccion de una forma habitual y el
estimulo del medio —KCl sélo activaria mas a dichas serina/treonina fosfatasas,

principalmente la PP2B y la PP2C. Esto es, al menos, lo que nos sugiere el hecho de
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que el acido ocadaico y la microcistina aumenten la fosforilacion de la GSK3 a
niveles superiores a los controles (figura 28).

Otra dificultad parece radicar en la accion “inespecifica” del litio a la hora de
inhibir las desfosforilaciones. Como hemos visto actia sobre las actividades de la
PP2A, la PP2B y la PP2C. Ademas actua sobre la desfosforilacion de la JNK y sobre
la inhibicion de la p38 (Figura 26), la cual se activa por fosforilacion. Esto hace
pensar que el litio podria estar actuando en un punto inicial de la cascada
proapoptotica que desencadenaria la desfosforilacion de las diversas rutas de
transduccion de sedales. Por ello y para un mejor estudio de este efecto,
probablemente seria mas adecuado el estudio del efecto del litio en algin sistema
apoptdtico del que se conociera con exactitud la serina/treonina fosfatasa que se
activa y en la que radique el efecto proapoptdtico. A este respecto, parece bastante
claro que la ceramida, la cual activa a la PP2A (Kowluru y Metz, 1997; Ruvolo y
cols., 1999), desfosforilaria a la PKB ejerciendo asi parte de sus efectos
proapoptéticos (Schubert y cols., 2000; Salinas y cols., 2000). Por ello el estudio de
este estimulo proapoptdtico y su posible proteccion por litio, nos podria arrojar luz
sobre el mecanismo de accion del litio sobre las serina/treonina fosfatasa, y en

concreto, sobre la PP2A.
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INTRODUCCION

Como ya hemos comentado, el litio es ampliamente utilizado como farmaco
estabilizante del humor en el tratamiento de pacientes con trastornos maniaco-
depresivos (Jope y Williams, 1994). Aunque el mecanismo por el cual el litio ejerce
su accion terapéutica no se conoce todavia, la principal hipotesis radica en la
interferencia del i6n en la generacion de segundos mensajeros derivados de
fosfoinositidos (Berridge y cols., 1982). El litio inhibe a la inositol monofosfatasa,
habiendo sido esta propiedad ampliamente utilizada desde hace mas de 15 afos para
incrementar los efectos de los agonistas de receptores de fosfoinositidos producidos
por la fosfolipasa C. En presencia de litio, cuando el inositol intracelular se encuentra
en forma de los diversos inositolfosfatos, la biosintesis de fosfatidilinositol a partir
del CDP-diacilglicerol (CDP-DAG) y la de inositol libre se encuentran
desequilibradas. Este hecho se manifiesta fundamentalmente tras la acumulacion del
CDP-DAG que se produce por la estimulacion de la fosfolipasa C en presencia de
inositol, y se revierte si afladimos inositol libre en el medio (Godfrey, 1989). La
llamada hipétesis de la deplecion del inositol, se ve reforzada por la inhibicion
acompetitiva que el litio causa sobre la monoinositol fosfatasa. Esta accion es la
razon de que se haya propuesto que este 10n atenuaria selectivamente la actividad de
los receptores de fosfoinositidos producidos por la fosfolipasa C (PLC), los cuales se
encontrarian anormalmente hiperestimulados.

Como las bases bioquimicas de los desoérdenes bipolares actualmente no se
conocen, deberian ser tenidos en cuenta otros efectos descritos para el litio a la hora
de tratar de comprender el efecto terapéutico del mismo. Entre estos efectos estan la
inhibicion de la funcion de las proteinas Gs y Gi (Avissar y cols., 1988; Masana y
cols., 1992), y por tanto la de la Gy (Song y Jope, 1992), la induccion de la
translocacion de la proteina quinasa C (Li y cols., 1993) y su desregulacion (Manji y
cols., 1993), la estimulacion de la liberacion de glutamato (Dixon y Hokin, 1997), y
la regulacion de la transcripcion de gran variedad de genes (Ozaki y Chuang, 1997).

En los ultimos afios, ha surgido una interesante y nueva linea de investigacion, al
aparecer el litio como un agente neuroprotector (D’Mello y cols., 1994; Mufioz-
Montanio y cols., 1997; Nonaka y cols., 1998a; Centeno y cols., 1998; Chen y
Chuang, 1999; Chalecka-Franaszek y Chuang, 1999; Mora y cols., 1999; Bijur y

cols., 2000). Como hemos visto en el capitulo anterior, el efecto neuroprotector del
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litio sobre la apoptosis inducida en las CGC por el medio —KCl, descrito por D’Mello
y cols. (1994), ha sido posteriormente confirmado (Grignon y cols., 1996; Ciani y
cols., 1997). Ademas, se ha visto que el tratamiento cronico con litio protege a
cultivos de neuronas de diferentes zonas del cerebro de la apoptosis inducida por el
glutamato (Nonaka y cols., 1998a). Tanto este tipo de apoptosis como la inducida por
—KCl parecen estar mediadas por la activacion de los receptores de NMDA. Asi,
parece ser que el litio es capaz de proteger en ambos casos al interferir en la funcién
del receptor de NMDA.. Esto concuerda con los datos de Nonaka y cols. (1998c) que
vieron que el litio también es capaz de proteger a las CGC de la apoptosis inducida
por diversos anticonvulsivantes, los cuales parece que estan relacionados también
con los receptores de NMDA (Gao y cols., 1995).

La apoptosis, ademéas de ser una forma de muerte celular critica en el SNC para
el correcto desarrollo del mismo, se encuentra implicada en distintas enfermedades
neurodegenerativas (Oppenheim, 1991). Aunque los mecanismos bioquimicos del
proceso apoptotico no se han esclarecido todavia completamente, se ha demostrado
la participacion de la ceramida en diversos sistemas proapoptoticos (ver revision de
Testi, 1996). Respecto a la via por la que la ceramida induce la apoptosis, se ha
descrito que regula la actividad tanto de proteina quinasas (Zhang y cols., 1997)
como de proteina fosfatasas (Dobrowsky y Hannun, 1992; Chalfant y cols., 1999).
Entre las distintas proteina fosfatasas que se han descrito que son activadas por la
ceramida, se encuentra la serina/treonina fosfatasa 2A (Kowluru y Metz, 1997,
Ruvolo y cols., 1999).

Recientemente se ha mostrado que la via PI3K/PKB, la cual puede ser inactivada
por la PP2A (Millward y cols., 1999), es una de las principales dianas implicadas en
la induccion de la apoptosis por la ceramida (Zhou y cols., 1998). De hecho, los
analogos permeables de cadena corta C,- y Ce-ceramida, inducen la apoptosis en
diversas lineas celulares al desfosforilar a la PKB en la serina 473 pero sin llegar a
afectar a la actividad de la PI3K (Schubert y cols., 2000; Salinas y cols., 2000).

Entre otros mecanismos descritos, la PKB regula la apoptosis fosforilando a la
GSK3 en la serina 9 de la GSK3f y en la serina 21 de la GSK3a (Cross y cols.,
1995), induciendo asi su inactivacion. A este respecto estdn apareciendo nuevos
datos que recalcan la accion proapoptotica de la GSK3 (Pap y Cooper, 1998; Bijur y
cols., 2000). De hecho, inhibidores selectivos de la GSK3 protegen a cultivos
primarios de CGC de la apoptosis (Cross y cols., 2001).
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El litio, como ya hemos indicado, estd considerandose recientemente como un
agente neuroprotector. Aunque esta accion ha sido explicada por ser un inhibidor
acompetitivo de la GSK3 (Klein y Melton, 1996; Stambolic y cols., 1996), en el
capitulo anterior hemos demostrado un nuevo mecanismo de accion: el litio inhibiria
las actividades de una o varias serina/treonina fosfatasas activadas por el medio
proapoptotico —KCl, siendo asi capaz de evitar la desfosforilacion de la PKB y la
GSK3 inducidas por este paradigma apoptético (Mora y cols., 2001a).

En este capitulo vamos a comprobar esta hipotesis usando como inductor de la
apoptosis la C,-ceramida. Primero veremos como se puede proteger parcialmente la
apoptosis por la adicion de litio. Veremos que la C,-ceramida induce la
desfosforilacién tanto de la PKB como de la GSK3, y como el litio lo evita. Al
inducir la C,-ceramida la activacion de la PP2A, que se bloquea por la presencia del
litio, corroboramos el nuevo modelo que presenta al litio como inhibidor de la/s

serina /treonina fosfatasa/s inducida/s por los estimulos proapoptéticos.

RESULTADOS

La ceramida se conoce desde hace varios afios como sefial proapoptotica en una
gran variedad de tipos celulares tanto del sistema nervioso como de otros origenes
(Obeid y cols., 1993; Hannun y Obeid, 1995; Hartfield y cols., 1997; Zhou y cols.
1998). Como se ve en la figura 30, mediante el ensayo de viabilidad con MTT

comprobamos que el analogo de cadena corta de la ceramida (C,-ceramida) induce la

Figura 30. Efecto de la
concentracion de C,-
ceramida en la
viabilidad celular. Los
cultivos de CGC fueron
expuestos a diferentes
concentraciones de C,-
ceramida durante 18 h.
El vehiculo en el que iba
la ceramida (1% de
etanol) no afecta a la
viabilidad del cultivo.

100

80 ~

60 -

40 -

% de viabilidad

20 A

0 . . . . Cada punto representa
0 25 50 75 100 la media + SEM de tres
experimentos diferentes

[C2-ceramida], uM cada uno por triplicado.
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Figura 31. Proteccion por litio de la muerte inducida por C,-ceramida. Las
CGC fueron tratadas con LiCl a diferentes concentraciones al mismo tiempo
(circulos blancos) 6 5 h antes de la adicion de 50 uM de C,-ceramida (circulos
negros). Se representa la media + SEM de tres experimentos diferentes cada uno
por friplicado. *: significativamente diferente (p<0’05) de 50 uM de C,-ceramida en
ausencia de litio; **: significativamente diferente (p<0’05) de 5 mM de LiCl afiadido
al mismo tiempo que la C,-ceramida.

muerte de los cultivos de CGC, siendo la CEs( aparente de alrededor de 60 pM.
Mientras que la adicion de LiCl a los cultivos no altera la viabilidad de los
mismos (datos no mostrados), cuando se afiade junto a la C,-ceramida se observa un
efecto protector sobre la muerte inducida por la C,-ceramida que es dependiente de la
concentracion de litio (Figura 31). Este grado de proteccion se aumenta
significativamente cuando el litio es preincubado durante 5 h antes de la adicion de la
C,-ceramida. El mayor efecto neuroprotector lo encontramos con una concentracion
de LiCl de 5 mM, tanto cuando se anade junto a la C,-ceramida (37% de
recuperacion), como cuando se afiade 5 h antes de la misma (66% de recuperacion).
La preincubacion con litio durante mas tiempo (hasta 24 h) no da lugar a una mayor
neuroproteccion. Por otro lado, y al igual que ocurria con la apoptosis inducida por —
KCl, concentraciones de litio de 10 mM inducen la muerte de nuestros cultivos
(datos no mostrados) tanto en presencia de C,-ceramida, como en los controles.
Posteriormente hemos comprobado que la muerte de nuestros cultivos inducida

por la C,-ceramida se debe a un fendémeno apoptoético, ya que pudimos observar la
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fragmentacion internucleosomal del
ADN caracteristica de este proceso
(calle 3 de la figura 32). Asi mismo,
hemos observado que, de acuerdo con
la proteccion observada en los
ensayos de viabilidad, el litio reducia
significativamente la aparicion de
estos pequenos fragmentos citosolicos
de ADN (calle 4).

El siguiente experimento fue
disenado para comprobar si la
proteccion del litio era debida a su
accion como inhibidor del
metabolismo de los inositol fosfatos.
Como ya hemos mencionado, uno de

los efectos bioquimicos mejor

caracterizados del litio es su accion

Figura 32. El Litio evita la fragmentacién
internucleosomal del ADN causada por la
C,-ceramida. CGC fueron mantenidas en las
condiciones control (calle 2) o bien tratadas
con 50 mM de Cp-ceramida solo (calle 3) o (IMPasa) (Hallcher y Sherman, 1980).
con LICIl 5 mM 5 h antes (calle 4).

Cantidades iguales de ADN fueron cargadas  Este efecto se traduce en el cerebro en

en un gel de agarosa al 1'4%. Calle 1: L ., L .
marcador de peso molecular 1 Kb ladder. una disminucion del inositol libre

como inhibidor acompetitivo de Ia

enzima inositol-monofosfato fosfatasa

intracelular 'y, por tanto, del
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, produciendo una alteracion en la generacién de
segundos mensajeros por parte de la fosfolipasa C (PLC) (Batty y Nahorski, 1987).
Como se ve en panel A de la figura 33, la proteccion que el litio ejerce sobre la
apoptosis inducida por la C,-ceramida no se ve contrarrestada por el aumento en el
medio extracelular de la concentracion de inositol, de 40 uM, presente en el medio
DME, hasta 3 mM. Sin embargo, esta concentracion es suficiente para revertir la
deplecion de inositol producida por el litio: en el panel B (figura 33) se observa que
el litio por si solo induce en 30 minutos un aumento del 100% de la concentracion de
[’H]CDP-DAG, probablemente por la propia actividad intrinseca de la PLC en los
cultivos de CGC mantenidos en condiciones despolarizantes. Esta acumulacion se

reduce a los niveles iniciales si afladimos mio-inositol a una concentracion final de 3
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Figura 33. La proteccion del litio frente a la C,-ceramida no esta relacionada con
el metabolismo de inositol fosfatos. (A) Cultivos de CGC (barra blanca) fueron
tratados con C,-ceramida 50 uM sola (barra negra) o junto con LiCl 5 mM 5 h antes sin
(barra con lineas diagonales) o con inositol 3 mM (barra con lineas horizontales). (B)
Los cultivos fueron marcados con [*H]citidina (2 uCi/ml) durante 24 h (barra blanca) y
posteriormente se incub6 durante 30 minutos con LiCl 5 mM solo (barra con lineas
diagonales) o con inositol 3 mM (barra con lineas horizontales), **: no distinto
significativamente (p>0’05) del control. Los datos representan la media + SEM de tres
experimentos independientes realizados por triplicado.
mM. Este resultado, por tanto, descarta el mecanismo de la deplecion de inositol
como la causante de la proteccion de la apoptosis mediada por la C,-ceramida en las
CGC.

Recientemente se ha descrito que la apoptosis inducida por el glutamato en
CGC, fenomeno que se produce por la activacion de los receptores de NMDA, se
bloquea completamente por un tratamiento créonico (aunque no por una exposicion
aguda) con concentraciones de litio en el mismo rango milimolar (Nonaka y cols.,
1998a). Estos autores mostraron que el litio impedia casi totalmente la elevacion
momentanea de la concentracién de Ca”" citoplasmatico que se producia al afiadir el

glutamato al medio. En principio consideramos que la proteccion parcial de la

Figura 34. La inducciéon de la
100 { [] control apoptosis por la C,-ceramida no
esta relacionada con la
o0 | [ Vxeo activacion del receptor de
NMDA. Como se indica, los
cultivos fueron tratados durante 18
h con C,-ceramida 50 uM o con
glutamato 100 uM, tanto en
70 ausencia (barras blancas) como en
T presencia (barras negras) de
60 | MK801 5 uM. Los resultados son
la media + SEM de 3 experimentos
independientes. *: no significativa-
C,-ceramida Glutamato mente diferente (p>0'05) del
control.

80 *

% de viabilidad
_|

50
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apoptosis por C,-ceramida podria deberse a un mecanismo similar. Como se ve en la
figura 34, la inhibicién de los receptores de NMDA con MK801 protege a las CGC
de la toxicidad debida al glutamato. Sin embargo, este mismo tratamiento no afecta a
la viabilidad de los cultivos expuestos a la C,-ceramida. Considerando ademas que la
proteccion por el litio se da en exposiciones agudas al mismo (figura 31) y que en
estas condiciones no se modifica la entrada de Ca®" inducida por el glutamato
(Nonaka y cols., 1998a), nuestros datos apuntan en una direccion distinta a la
implicacion del receptor de NMDA.

Existen datos que apuntan a que la apoptosis inducida por la ceramida podria
deberse a una inhibicidén de la quinasa antiapoptotica PKB (Zhou y cols., 1998), la
enzima que fosforila e inhibe a la glucogenosintasa kinasa 3 (GSK3) (Alessi y
Cohen, 1998).

Para profundizar en el mecanismo por el que la ceramida induce la apoptosis en
los cultivos de CGC, decidimos estudiar el efecto que la ceramida pudiera tener
sobre el grado de fosforilacién de la PKB. Como se puede ver el la figura 35A, la

incubacion durante 30 minutos de los cultivos de CGC con 50 uM de C,-ceramida

A. Western blot B. Densitometria
- 4+ + Cer.50uM 110
kDa - - + Li'smM 0
75 = E 100 ,
ww ww W PKB total § .
50 = [ X
75 - T 7]
5 I
W . w» Serd473 @ ™ 1
w
50 = ° 60 J
75 =%
s - == Thr 308 control ceramida ceramida
50 = ito

Figura 35. El litio bloquea la desfosforilacion de la PKB inducida por la C,-
ceramida. Los cultivos fueron tratados al 7° DIV con C,-ceramida 50 uM y LiCl 5 mM.
Los lisados se obtuvieron a los 30 minutos del tratamiento. 20 ug de proteinas se
emplearon para la electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, se transfirieron a la
nitrocelulosa y se revelaron con anticuerpos anti-PKB total (extremo carboxilo) o
fosforilada (S473 o T308) (A). Las bandas se cuantificaron por densitometria (B). Cada
valor representa la media + SEM de tres experimentos en triplicado. *: p<0'05
comparado con los cultivos no tratados (control).
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Figura 36. El litio bloquea Ia

120 inhibicién de la actividad PKB
1104 inducida por la C,-ceramida. Los
a cultivos fueron tratados al 7° DIV con
A 100 C,-ceramida 50 uM y LiCl 5 mM. Los
= 90 ] lisados se obtuvieron a los 30
.g 50 minutos del tratamiento. 300 ng de
=7 proteinas se emplearon para la
'*E 704 * medida de la actividad PKB. Cada
« 60 '|' valor representa la media + SEM de
e b . o *
o~ tres experimentos en ftriplicado. ™:
50 5 J- p<0’05 comparado con los cultivos

T no tratados (control).
control ceramida DEI"-a'-I"I'I'Ida

litio

disminuye el nivel de fosforilacion de la PKB tanto en la serina 473 como en la
treonina 308. A su vez, en el mismo grupo de experimentos, el litio previene esta
desfosforilacion inducida por la C,-ceramida. Estas desfosforilaciones deberian verse
reflejadas en una disminucion de la actividad de la PKB, ya que estos son los
residuos que la enzima necesita tener fosforilados para ejercer su accion catalitica
(Cross y cols., 1995). Asi, tal y como esperabamos, la C,-ceramida inhibe la
actividad de la PKB (Figura 36), manteniendo el grado de inhibicién de su actividad
una buena correlacion con el grado de desfosforilacion observado en dicha proteina.
En la figura 36 también se puede observar que el litio impide la inhibicion causada
por la C,-ceramida sobre la PKB. Estos resultados nos sugieren que la proteccion
parcial del litio frente a la apoptosis inducida por la C,-ceramida podria ser debida a
la inhibicién de la actividad serina/treonina fosfatasa causante de la desfosforilacion
de la PKB y de la correspondiente disminucion en su actividad.

Como uno de los principales sustratos de la PKB es la GSK3 (Cross y cols.,
1995), y esta proteina quinasa ha sido relacionada con la induccion de la apoptosis
cuando se encuentra activa (Pap y Cooper, 1998; Bijur y cols., 1998; Cross y cols.,
2001), decidimos comprobar el efecto que pudiera tener la C,-ceramida en el grado
de fosforilacion de la serina 21 de la GSK3a., ya que cuando se encuentra fosforilada
se induce la inactivacion de la enzima. La figura 37 muestra que la C,-ceramida
induce la desfosforilacion de la GSK3 y que la coincubacion con litio de la misma
previene esta desfosforilacion, impidiendo asi sus efectos proapoptéticos.

Estos resultados, al igual que en el capitulo anterior con el medio —KCI (Mora y

cols., 2000a), sugieren la activacion de alguna serina/treonina fosfatasa inducida por
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Figura 37. El litio bloquea la desfosforilacién de la GSK3 inducida por la C,-
ceramida. Los cultivos fueron tratados al 7° DIV con C,-ceramida 50 uM y LiCl 5 mM.
Los lisados se obtuvieron a los 30 minutos del tratamiento. 20 pug de proteinas se
emplearon para la electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, se transfirieron a la
nitrocelulosa y se revelaron con anticuerpos anti-GSK3 total o fosforilada (S21) (A).
Las bandas se cuantificaron por densitometria (B). Cada valor representa la media +
SEM de tres experimentos en triplicado. *: p<0’05 comparado con los cultivos no
tratados (control).

la C,-ceramida, la cual estaria implicada en la desfosforilaciéon de la PKB y de la
GSK3. Como ya ha sido demostrada la activacion de la PP2A por la ceramida
(Kowluru y Metz, 1997; Ruvolo y cols., 1999), decidimos estudiar la posible
implicacion de dicha proteina en este modelo apoptdtico y su posible relacion con el
efecto neuroprotector del litio.

Como se puede observar en la figura 38, a los 30 minutos tras la adicién de la
Cy-ceramida, se produce una activacion de la actividad de la PP2A, la cual es
dependiente de la concentracion de C,-ceramida empleada. Ademas, la incubacion
del litio junto a la C,-ceramida inhibe esta activacion, lo cual sugiere que la
proteccion del litio frente a la ceramida en las CGC seria debida a que impide la
activacion de la PP2A. Esta actividad serina/treonina fosfatasa del tipo PP2A no es
inhibida in vitro por el litio (datos no mostrados), aunque es totalmente inhibida in
vitro por un potente inhibidor de la PP2A: microcistina LR a una concentracion de

0’1 uM (Honkanen y cols., 1990) (datos no mostrados).
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DISCUSION

Al igual que habiamos descartado para el efecto protector del litio sobre la
apoptosis inducida por el medio —KCl la hipotesis de la deplecion de inositol,
también se descarta a la vista de los datos mostrados aqui en el caso de la apoptosis
inducida por la ceramida. Asi parece claro que la hipotesis de la reduccion de la
concentracion intracelular de inositol no es el mecanismo por el que el litio ejerce sus
efectos neuroprotectores, ya que afiadiendo inositol no se revierten estos efectos. Es
interesante hacer notar que esta misma concentracion de inositol (3 mM) solo
revierte en un 17% la acumulacion de [’H]CDP-DAG en respuesta a la estimulacion
de los receptores muscarinicos con una concentracion 0’3 mM de carbacol (Centeno
y cols., 1998). Sin embargo, este estimulo, durante 30 minutos y en las mismas
condiciones de cultivo, induce un aumento en la acumulacion de ["H]CDP-DAG
mucho mayor (hasta un 8.400% sobre el control). Estos resultados, en concordancia
con los de Gray y cols. (1994), nos muestran que la respuesta del CDP-DAG
depende del equilibrio existente entre dos factores opuestos: por un lado la magnitud
del estimulo sobre la PLC y por otra parte de la concentracion citoplasmatica de
inositol libre.

Una vez descartada también la participacion de los receptores de NMDA,
pasamos a estudiar el papel que pudiera tener la GSK3, ya que ésta interviene de
modo importante en el procesos apoptotico. De hecho, una sobreexpresion de esta
enzima produce la apoptosis de la célula. Ademas, células que expresan mutantes

dominantes negativos de la misma no entran en apoptosis cuando se inhibe a la PI3K
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(Pap y Cooper, 1998). El litio se podria estar oponiendo a la accion de la ceramida
sobre la GSK3 ya que se ha descrito que la inhibe directamente (Hong y cols., 1997).
Este punto parece ser de especial interés, sobre todo teniendo en cuenta los datos
mostrados en el capitulo anterior que nos presentan al litio como un inhibidor de la
activacion de las actividades serina/treonina fosfatasas que se inducen en CGC tras el
cambio al medio proapoptoético -KCI. En conjunto, estos datos nos presentan al litio
como un agente neuroprotector cuyas acciones evitar la desfosforilacion de la PKB y
de la GSK3 (Mora y cols., 2001a), acciones que podrian explicar el amplio nlimero
de inductores de apoptosis frente a los que el litio es efectivo.

La desfosforilacion de la PKB que hemos observado que induce la C,-ceramida
coincide con datos previos en diferentes sistemas (Schubert y cols., 2000; Salinas y
cols., 2000) y también sugiere que en cultivos de CGC la ceramida puede inducir la
apoptosis al activar alguna serina/treonina fosfatasa, como parece que puede darse en
otros sistemas (Dobrowsky y Hannun, 1992; Chalfant y cols., 1999; Salinas y cols.,
2000). Esta inactivacion de la PKB es so6lo uno de los efectos proapoptoticos
descritos para la accion de la ceramida, y podria explicar porqué la proteccion del
litio es solo parcial. El efecto del litio sobre la viabilidad se relacionaria con su
capacidad para evitar la desfosforilacion de la PKB inducida por la ceramida. En un
principio, esto podria ser explicado por una activacion de la PI3K causada por el
litio. Sin embargo, en el medio hay insulina, la cual est4 activando a la PI3K como
vimos en capitulos anteriores (Mora y cols., 1999), y la ceramida sigue induciendo
apoptosis. Ademads, hemos visto que el litio es capaz de proteger a los cultivos de
CGC incluso en presencia de inhibidores de la PI3K (Mora y cols., 1999). Por otro
lado, en el capitulo anterior también comprobamos que el litio no activa directamente
la actividad de la PKB (Mora y cols., 2001a), por lo que parece probable que el
efecto del litio sobre la actividad de la PKB se deba a que evita la desfosforilacion de
la misma inducida por la C,-ceramida.

Estos resultados coinciden con bastante exactitud con los que obtuvimos en el
capitulo anterior con un diferente estimulo apoptdtico y en los que el litio también
prevenia de desfosforilacion de la PKB causada, en ese caso, por el medio —KCl
(Mora y cols., 2001a). Tomando en consideracion el conjunto, ambos resultados
parecen sugerir que tanto el medio —KCl como la ceramida comparten un mecanismo

comun a la hora de inducir la apoptosis: la activacion de determinadas actividades
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serina/treonina fosfatasas que actuarian sobre la PKB. El litio ejerceria su efecto
neuroprotector al evitar la activacion de las proteina fosfatasa.

Es importante hacer notar que el efecto del litio se debe a que impide la
inactivacion de la PKB y la activacion de la GSK3, al bloquear su desfosforilacion.
Este modelo contrasta con su propiedad como inhibidor in vitro de la actividad de la
GSK3. A este respecto, hay que recalcar que, en presencia de C,-ceramida y litio, la
GSK3 se encuentra fosforilada en su serina 21 y que, por tanto, ya esta inhibida. El
mismo resultado obtuvimos en el capitulo anterior, al inducir la apoptosis en los
cultivos de CGC mediante el cambio al medio —-KCl. En ese caso la GSK3 se
desfosforilaba incluso en presencia de insulina en el medio, previniendo el litio este
efecto (Mora y cols., 2001a).

Aunque existen una serie de trabajos en los que parece bastante claro que la
ceramida activa a la PPA (Kowluru y Metz, 1997; Ruvolo y cols., 1999), en otro se
descarta la activacion de la misma (Zhou y cols., 1998). Sin embargo, lo que si queda
bien demostrado es la participacion de alguna serina/treonina fosfatasa en la
desfosforilacion de la PKB causada por la ceramida. Nuestros resultados, por su
parte, muestran la activacion de una serina/treonina fosfatasa de tipo 2A en los
cultivos estimulados con C,-ceramida. Como esta activacion queda bloqueada en
presencia de litio, podemos sugerir que el efecto neuroprotector del litio se debe a
que impide la activacion de esta proteina fosfatasa por un mecanismo ain
desconocido, pero que no es la inhibicion directa de dicho i6n sobre la PP2A.

En conclusion, nuestros resultados demuestran que la C,-ceramida induce la
desfosforilacion tanto de la PKB como de la GSK3, probablemente a través de la
activacion que induce de la actividad de una serina/treonina fosfatasa de tipo 2A.
Estas tres acciones son bloqueadas por el litio, sugiriendo que su mecanismo
neuroprotector estd relacionado con la inhibicién de la activacion de la/s proteina
fosfatasa/s que se activaria/n por los diferentes estimulos apoptoticos. Esta
conclusion nos muestra una nueva propiedad del litio para explicar su efecto
protector y que no se encuentra relacionado con la inhibicién descrita in vitro de la

GSK3 (Klein y Melton, 1996; Stambolic y cols., 1996).
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INTRODUCCION

Los estabilizantes del humor, litio y valproato (VPA), son ampliamente
utilizados para el tratamiento de los trastornos bipolares (Bowden, 1995), siendo
ambos igualmente de efectivos a la hora del tratamiento de este tipo de pacientes, a
pesar de su estructura quimica totalmente diferente. Las bases moleculares de su
accion terapéutica permanecen todavia desconocidas. El hecho de que ambos
requieran un largo periodo de tiempo para ejercer su accion hace que se haya
pensado que puedan inducir cambios en la expresion génica (Manji y cols., 1995).

Los trabajos de Dixon y Hokin (1997) mostraron que en preparaciones de cortex
de rata, el litio y el VPA, por un lado aumentaban la liberacion de glutamato, y por
otro, incrementaban la acumulacion de inositol-(1,4,5)trifosfato (IP;). Esto ultimo
causaba la deplecion del inositol intracelular. Esto sugiere que, en principio, estos
efectos pueden ser relevantes a la hora de explicar su actividad terapéutica. Sin
embargo, la hipotesis de la deplecion del inositol para la accion del litio (Berridge y
cols., 1989) ha sido ya descartada tanto para la proteccion de la apoptosis inducida
por —-KCI (D’Mello y cols., 1994) como para otros estimulos apoptéticos (Centeno y
cols., 1998; capitulo anterior). Estd generalmente aceptado que los antidepresivos
ejercen su accion estabilizadora del humor por la desregulacion gradual y selectiva
de determinados receptores. Ademas, ambos farmacos estimulan la liberacién de
glutamato, el cual estimula al receptor de NMDA, lo cual sugiere que esta
estimulacion podria tener relevancia terapéutica (Dixon y Hokin, 1997).

En un intento por dilucidar los mecanismos moleculares por los que ambos
farmacos ejercen su accion neuroprotectora se ha demostrado que su empleo crénico
aumenta la expresion del gen antiapoptotico Bel-2 (Chen y Chuang, 1999). Por otro
lado, Chen y cols. (1999) han sugerido que la regulacion de la expresion de genes
mediada por AP-1 podria ser un efecto comun del litio y el VPA (Chen y cols.,
1999a). Sin embargo, es importante hacer notar que para este tipo de estudios (Ozaki
y Chuang, 1997; Asghari y cols., 1998; Chen y cols., 1999b) el litio y el VPA se
afaden a células todavia inmaduras (24-48 h in vitro) para conseguir tratamientos
cronicos con los mismos. Nosotros, por el contrario, hemos realizado tratamientos
agudos con los dos farmacos.

Un aspecto interesante de las rutas de transduccion es la fuerte regulacion

existente entre la activacion de las diferentes cascadas de quinasas y la sefial, bien
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extracelular o bien intracelular, que los desencadena. Las variaciones en las
concentraciones intracelulares de Ca®" median la accion de diversas hormonas a
través de la regulacion puntual de determinadas enzimas claves en las sefiales de
transduccion. El efecto del Ca*” viene dado con frecuencia por un efector del mismo,
la calmodulina (CaM) (Cohen y Klee, 1988).

A este respecto, la despolarizacion de la membrana plasmatica por las altas
concentraciones de potasio produce la entrada de Ca”" a través de los canales calcio
regulados por voltaje (VGCC) (Collins y Lile, 1989). Una vez en el citoplasma, a
través de la Ca®"-CaM, activa las dos vias de transduccion que parecen implicadas en
la supervivencia de los cultivos de CGC: la via de la PI3K (Joyal y cols., 1997) y la
de las ERK (Egea y cols., 1998). De hecho, se ha postulado que ligeros aumentos en
la concentracion de Ca®" intracitoplasmatico (del orden de menos de 100 nM sobre el
nivel basal) promoverian la supervivencia de cultivos de neuronas incluso en
ausencia de factores troficos (ver revision de Franklin y Jonson, 1992).

Sin embargo se sabe bien poco de la importancia de la homeostasis del Ca**, una
vez dentro de la célula, en el fendémeno apoptotico. Esta homeostasis intracelular es
principalmente mantenida por el reticulo endoplasmatico (Meldolesi y Pozzan,
1998). En respuesta a gran variedad de estimulos externos, el calcio es liberado desde
el limen del reticulo a través de los canales de Ca’". Estas respuestas estan
fundamentalmente mediadas por los receptores IP3 y de rianodina (Bootman y
Berridge, 1995). Estos ultimos pueden activarse por la cafeina. La mayoria del calcio
del citoplasma va a ser eliminado del citoplasma a través del la ATPasa del reticulo
(SERCA) (Clapham, 1995), la cual se inhibe por el farmaco tapsigargina (Davidson
y Varhol, 1995).

En este capitulo mostramos que en cultivos maduros de CGC el tratamiento
agudo con VPA protege, al igual que el litio (D’Mello y cols., 1994), de la apoptosis
inducida por el cambio a un medio —KCl. Intentaremos profundizar en la relacion de
la via PI3K/PKB con la sefalizacion antiapoptdtica y analizamos las diferentes
dependencias de la misma del litio y del valproato. También compararemos los
efectos de ambos farmacos en la apoptosis inducida por ceramida, y en la activacion
de la caspasa 3, una de las principales caspasas implicadas en este proceso
(Thornberry y Lazebnik, 1998). Ademads, vamos a intentar estudiar sucintamente la
implicacién del Ca*" extracelular en la supervivencia de los cultivos mantenidos en el

medio +KCl. Ademas comprobaremos la posible implicacion de la supervivencia
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. . . . 2+ .
inducida por el valproato con los reservorios internos de Ca™, posiblemente con el

reticulo endoplasmatico.

RESULTADOS

La dependencia de concentraciones despolarizantes de K™ (25 mM) para la
supervivencia de los cultivos maduros de CGC se conoce ya desde hace tiempo
(D’Mello y cols., 1993; Gallo y cols., 1987). Ademas se conoce que la apoptosis
inducida por el cambio a un medio -KCI (K* 5 mM) se protege por un tratamiento
agudo con litio (D’Mello y cols., 1994). Como mostramos en la figura 39A, el
tratamiento agudo con VPA también protege, de manera dependiente de su
concentracion, de la apoptosis inducida por el cambio al medio —KCI. El rango de
concentraciones en los que se previene la apoptosis concuerda con la dosis
farmacologica del VPA (0’7 mM) (Bowden, 1995). Este efecto del valproato es
especifico, ya que el empleo de su isomero farmacoldgicamente inactivo (4cido

octanoico) no reproduce los efectos neuroprotectores (datos no mostrados). Ademas,
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Figura 39. Proteccion del valproato frente a la apoptosis inducida por el medio
—KCI. (A) Las CGC en —KCI fueron tratadas con diferentes concentraciones de litio

(circulos) o VPA (cuadrados) en presencia de 5 png/ml de insulina en el medio. (B)
La fragmentacion del ADN se estudid a las 24 h de la adicién del VPA mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1.4%.
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y de acuerdo con los datos de viabilidad, el VPA también inhibe la fragmentacion del
ADN que se produce en la apoptosis inducida por el cambio al medio —KCI (Figura
39B).

Se sabe que el litio y el valproato aumentan la liberacion de glutamato, y este
efecto puede estar implicado en su actividad como farmacos antidepresivos (Dixon y
Hokin, 1997). Aunque ya lo hemos descartado para el efecto neuroprotector del litio,
decidimos comprobar si el VPA ejerce su accion protectora como consecuencia de la
activacion de algun receptor de glutamato. Sin embargo, la inhibicion de la actividad
del canal de Ca®’, del receptor de NMDA, por parte del MK801 (5 pM) tampoco
bloquea la capacidad del valproato de proteger frente a la apoptosis (Figura 40).

Se ha visto que el tratamiento cronico con litio (Klein y Melton, 1996;
Takahashi y cols., 1999), y recientemente también con valproato (Chen y cols.,
1999b), inhiben la actividad de la GSK3. Esta enzima es uno de los sustratos directos
in vivo de la PKB, la cual promueve sefiales de supervivencia celular y protege frente
a la apoptosis inducida por muy diferentes estimulos (Marte y Downward, 1997). Su
activacion en respuesta a factores de crecimiento (insulina, IGF-1, etc.) viene
mediada por la PI3K. Por ello decidimos estudiar el papel que pudiera jugar esta via
de transduccion en la supervivencia inducida por los tratamientos cronicos con litio y
con valproato.

La figura 41 representa la dependencia de la insulina para el efecto protector del
valproato. Los resultados en ausencia de insulina en el medio nos mostraban, en el

capitulo 2 de Resultados (Figura 22; Mora y cols., 1999), que el litio promovia la
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supervivencia de los cultivos de CGC en el medio —KCI mientras que el valproato,
como vemos ahora (Figura 41), es incapaz de hacerlo. Este dato nos sugiere que el
efecto neuroprotector del valproato depende de la existencia de una via de
transduccion activada por la insulina.

Como la neuroproteccion del valproato en CGC mantenidas en —KCI es
dependiente de la insulina, la cual activa a la PI3K, estudiamos el efecto del
inhibidor de dicha enzima, el LY294002, en la supervivencia promovida tanto por el
litio como por el valproato. Asi, en la figura 42 se puede observar que el LY294002,
a una concentracion de 30 uM, bloquea la proteccion debida al valproato en un
medio —KCI con 5 pg/ml de insulina. Por el contrario, ya habiamos visto en el
capitulo de 2 de Resultados (Figura 23) que no puede bloquear la proteccion debida
al litio (Mora y cols., 1999). Ademas, como se puede ver en la figura 43, el bloqueo
de la proteccion que produce el LY294002 es dependiente de su concentracion. Estos
resultados nos indican que el litio y el valproato ejercen su accion neuroprotectora a

través de diferentes mecanismos de accion.

Figura 42. Acciéon del LY294002
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El valproato actia a través de una via dependiente de la insulina en la que la
PI3K tiene que encontrarse activa. La inhibicion de esta actividad por el LY294002
bloquea el efecto protector del valproato. Por tanto el valproato necesita que la PI3K
esta activada y parece logico pensar que probablemente ejerza su accion en algin
punto posterior de esta via de transduccion: PDK 1, PKB, etc. Sin embargo no parece
que el litio necesite que esta via de transduccion se encuentre activa.

La diferencia en sus mecanismos de accion podria deberse a su diferente
estructura quimica. El valproato es un acido graso ramificado de cadena corta (acido
2-propilpentanoico), por lo que podria ejercer su accion neuroprotectora cambiando
la microviscosidad de la membrana plasmatica, en la cual la PI3K, la PDK1 y la PKB
se encuentran localizadas cuando se activa esta via de transduccion (Andjelkovic y
cols., 1997; Anderson y cols., 1998).

Para comprobar esta hipotesis, medimos el efecto del valproato en la
microviscosidad de liposomas de lecitina de soja mediante medida de polarizacion de
fluorescencia usando como sonda fluorescente el DPH. En la figura 44 podemos ver
los resultados con valproato y, como control, con etanol. Como se puede ver, a 37°C
el valproato no cambia la anisotropia de fluorescencia del DPH y, por tanto,
descartamos que el mecanismo de accion de dicho farmaco implique cambios en la
microviscosidad de la membrana plasmatica.

Para poder evaluar el verdadero papel del la PKB en la viabilidad de nuestros
cultivos y la dependencia del valproato de esta via de transduccion necesitariamos
utilizar algun inhibidor de esta proteina quinasa. Pero no existe ninguno
comercialmente disponible, por lo que decidimos emplear en su lugar un paradigma
apoptoético en el que se induce la inhibicion de la PKB. Como ya vimos en el capitulo

anterior, se ha descrito que la ceramida induce la desfosforilacion de la PKB, y por
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tanto su inhibicion (Schubert y cols., 2000). La induccion de la apoptosis por la
ceramida es dependiente de la actividad de la via de la PI3K (Burrow y cols., 2000) y
como ya describimos en el capitulo 3 de Resultados en las CGC se protege por el
tratamiento agudo con litio (Centeno y cols., 1998). Como se puede observar en la
figura 45, el valproato no puede proteger frente a la apoptosis inducida por la C,-
ceramida. Este resultado, junto con los de las figuras 41, 42 y 43, apoyan el hecho de
que el valproato necesita, para tener efecto neuroprotector, que la PKB se encuentre
activa, necesidad que sin embargo, como hemos visto anteriormente no comparte con
el litio (Mora y cols., 1999; Mora y cols., 2001b).

A este respecto, se ha descrito en CGC que el tratamiento crénico con litio
induce un pequefio aumento en la actividad de la PKB (Chalecka-Franaszek y
Chuang, 1999). Como esta posibilidad pudiera producirse para el caso del valproato,
medimos el efecto del mismo en la activacion de la PKB producida por la insulina.

En la figura 46 podemos observar como la insulina induce el aumento esperado en la
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actividad de la PKB (unas siete veces), pero, sin embargo, el valproato no modifica
este patrén de activacion. Al necesitar que la PKB se encuentre activa, pero no
inducir ninguna variacién en su patréon de activacion, parece logico pensar que el
valproato esté ejerciendo su accidén en algun punto posterior a la activacion de esta
enzima.

Uno de lo pasos posteriores dentro de la cascada apoptdtica es el mediado por
las cisteina proteasas llamadas caspasas. Dentro de esta familia, la caspasa 3 se
encuentra en el grupo de las caspasas efectoras (Thornberry y Lazebnik, 1998).
Sabiendo ademas, como hemos visto en el capitulo 1 de Resultados, que esta caspasa
se encuentra implicada en la apoptosis inducida en CGC por el medio -KCI (Mora y
cols., 2001a y b), decidimos comprobar si su activacion era afectada por los

tratamientos con valproato. Empleando un anticuerpo que reconoce la forma

JET - Tk
--= ns ins  --- ms === ==
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Figura 47. Accion del VPA sobre la activacion proteolitica de la procaspasa
3. Tras 7 DIV, el medio se cambi6 a +KCl o —KCI con o sin alguno de los
siguientes efectores: insulina (8’7 - 10 M), valproato (2 mM) o litio (5 mM). Los
lisados se obtuvieron a las 24 h y se tomaron 20 pg de proteinas para la
electroforesis y el posterior revelado con anticuerpos frente a la caspasa 3
proteolizada.
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proteolizada, y por tanto activa, de la caspasa 3 comprobamos que ni la insulina, ni el
valproato ni ambos juntos son capaces de afectar a la activacion de la caspasa 3
(Figura 47). Sin embargo, habiamos visto que el litio impedia su activacion tanto en
presencia como en ausencia de insulina en el medio (Mora y cols., 2001a y b). Estos
resultados nos diferencian los mecanismos de accion de ambos farmacos. Por un lado
el litio, que impide la activacion de la caspasa 3; y por otro el valproato, que al igual
que la insulina, es incapaz de bloquear la activacion de esta proteasa ejecutora de la
apoptosis.

Como la entrada de Ca®" en el citoplasma es el inicio de la sefial de
supervivencia producida por el medio +KCl, decimos comprobar el efecto que tenia
sobre la viabilidad del cultivo el impedir la entrada del Ca" a la célula. Afadiendo
EDTA a un concentracion final de 2 mM vemos que la viabilidad se reduce casi
totalmente (Figura 48). Esta concentracion de EDTA ya se ha descrito con
anterioridad como suficiente para evitar la entrada del Ca®" extracelular a través de
los canales VGCC evitando la activacion tanto de la via PI3K como de la via ERK,
con lo que aunque estén los cultivos en condiciones despolarizantes no sobreviven
(Fisher y cols., 1998; Egea y cols., 1998; Soler y cols., 1998). Como podemos ver en
esta misma figura, mientras que el litio es incapaz de proteger de este descenso en la
viabilidad, el VPA tiene un claro efecto neuroprotector.

Siendo tan necesario el Ca®" para las funciones celulares, nos planteamos si el
VPA estaba compitiendo con el EDTA por el mismo o si estaba liberando Ca®" de los
depositos internos celulares. Para comprobar esta ultima hipotesis decidimos vaciar
de Ca”" los depésitos del reticulo para ver si entonces el VPA podia proteger de la

apoptosis inducida por el medio —KCI. Para ello tratamos durante 10 minutos con
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Figura 49. Efecto de la deplecién
de los reservorios intracelulares
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el cambio de medio ademas del VPA
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cafeina para estimular su salida, y en el cambio de medio se incluyé tapsigargina,
para evitar la posterior re-entrada de Ca”" al reticulo endoplasmatico. Como se puede
ver el figura 49, este tratamiento impide que el VPA, alin en presencia de insulina,
promueva la supervivencia de los cultivos en —KCl. Estos resultados sugieren que el
Ca”" existente en el reticulo endoplasmatico sea fundamental para la neuroproteccion
del valproato frente a la apoptosis inducida por el medio —KCI en los cultivos de

CGC.

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que el tratamiento agudo con valproato protege
a los cultivos de CGC de la apoptosis inducida por el cambio al medio —KCI.
Anteriormente se habia descrito el mismo efecto para el litio (otro firmaco
estabilizante del humor) mediante un mecanismo en el que podria estar implicada
la activacion de una tirosina quinasa (D’Mello y cols., 1994). La actividad del litio
como inhibidor de la inositol monofosfatasa sugiri6 en principio la hipdtesis de la
deplecion del inositol para explicar su accion neuroprotectora y la terapéutica. Sin
embargo, diversos estudios ya han descartado esta hipotesis (D’Mello y cols.,
1994; Centeno y cols., 1998; Chalecka-Franaszek y Chuang, 1999; capitulo
anterior) y parece estar de acuerdo con el hecho de que el valproato no sea un
inhibidor de este tipo de fosfatasa (Vadnal y Parthasarathy, 1995). Por otro lado,

ambos farmacos incrementan la liberacion de glutamato (Dixon y Hokin, 1997) lo
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que podria generar una sefial de supervivencia al aumentar la concentracion
citoplasmatica de Ca’". Sin embargo, el MKS801 es incapaz de revertir
significativamente el efecto protector del litio y del valproato como hemos visto
en las figura 21 y 40. Estos resultados coinciden con los obtenidos anteriormente
para la apoptosis inducida por la C,-ceramida (Centeno y cols., 1998; capitulo
anterior) y eliminan la liberacion del glutamato como mecanismo molecular para
sus acciones neuroprotectoras.

Recientemente han aparecido un gran nimero de evidencias que nos muestran
al litio y al valproato como reguladores de la expresion de genes en un gran
nimero de lineas celulares y modelos animales en diversas condiciones. Chen y
Chuang (1999) han descrito que el tratamiento crénico, pero no el agudo, con litio
protege frente a la excitotoxicidad debida al glutamato al bloquear la expresion de
los genes proapoptoticos pS3 y Bax e incrementar la expresion de Bcl-2 en
cultivos de CGC. Ademas, muestran que los niveles de Bcel-2 se aumentan en los
tratamientos cronicos con litio y con valproato (Chen y Chuang, 1999). A este
respecto se ha descrito para el litio (Klein y Melton, 1996) y para el valproato
(Chen y cols., 1999b) una actividad comun como inhibidores in vitro de la GSK3.
Como esta enzima es sustrato de la PKB cuando se activa por la PI3K (ver
revision de Marte y Downward, 1997), decidimos comprobar la posibilidad de
una activacion de la PI3K por parte del valproato, como explicacion de la
actividad neuroprotectora de ambos farmacos. De hecho, la via de transduccion
PIBK/PKB ha sido implicada en otras sefiales de supervivencia frente a la
apoptosis (Centeno y cols., 1998; Chen y Chuang, 1999; Chalecka-Franaszek y
Chuang, 1999; Mora y cols., 2001a).

La neuroproteccion debida al valproato desaparece cuando no hay insulina en
el medio, efecto que no observamos con el litio (Mora y cols., 1999; Mora y cols.,
2001b). Ademas en presencia de insulina la sefial de supervivencia es inhibida por
el LY294002 con una Kys de alrededor de 5 uM, lo que concuerda con la
concentracion efectiva de inhibicion de la PI3K (Vlahos y cols., 1994). Estos
resultados nos indican que la supervivencia inducida por el valproato necesita que
la via de transduccion PI3K/PKB se encuentre activa. De ahi que el valproato
pueda ser que actiie en algin punto posterior a la PI3K en dicha via de

transduccion. El valproato, al ser un acido graso ramificado, podria ejercer su
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accion al cambiar la microviscosidad de la membrana plasmatica y de alguna
forma favorecer la activacion de la PDK1 o de la PKB. No obstante, nuestros
resultados descartan esta hipoétesis, ya que a 37°C no hay cambios en la
microviscosidad. Lo que si parece claro es que el valproato s6lo aumenta la
viabilidad de los cultivos de CGC en medio —KCI cuando la via PI3K/PKB se
encuentra activa.

Para confirmar este ultimo punto decidimos emplear la ceramida como
estimulo apoptdtico ya que en este sistema la PKB se encontraria inactivada
(Schubert y cols., 2000; Burrow y cols., 2000). Como hemos visto en la figura 44,
el valproato es incapaz de proteger frente a este estimulo apoptotico mientras que
el litio si lo es (Centeno y cols., 1998). Ya que la ceramida induce la
desfosforilacion de la PKB, y por tanto su inactivacion (Schubert y cols., 2000),
nuestros resultados vuelven a incidir en la necesidad de una via PI3K/PKB activa
para permitir el efecto neuroprotector del valproato.

Una posible explicacion seria la de considerar al valproato como un
modulador positivo de la actividad de la PKB. Para ensayar esta hip6tesis primero
cambiamos los cultivos durante una hora a un medio —KCI sin insulina. Asi
reduciamos totalmente la actividad de la PKB, la cual podiamos ahora activar
mediante la adicidon de insulina. En estas condiciones (Figura 46) se activaba,
dependientemente del tiempo, la actividad de la PKB. Sin embargo, el valproato
no induce ningin cambio en esta activacion.

Existen resultados que describen tanto al litio (Klein y Melton, 1996;
Takahashi y cols., 1999) como al valproato (Chen y cols., 1999) como inhibidores
de la GSK3, y apuntan la posibilidad de que ambos farmacos encuentren su accion
neuroprotectora al actuar sobre el mismo punto en la via PI3K/PKB. Sin embargo,
nuestros resultados muestran claras diferencias respecto a la acciéon de ambos
farmacos dentro de esta misma via de transduccion. S6lo cuando la insulina esta
presente, el valproato es capaz de proteger a los cultivos frente a la apoptosis. En
estas condiciones, la insulina esta activando a la PKB (Figura 46), y por tanto la
GSK3 se debe encontrar inactiva. Esto nos indica que tanto la proteccion del litio,
como la del valproato, en estas condiciones se debe estar produciendo por algin
efecto adicional a la inhibicion de la GSK3. Ademas, los efectos observados para
valproato son contradictorios, ya que cuando no hay insulina en el medio, no

observamos recuperacion de viabilidad, por lo que, la inhibicion que éste produce
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in vitro sobre la GSK3 (Chen y cols., 1999b) probablemente no tenga lugar in
Vivo.

Este mismo efecto lo observamos cuando inhibimos la PKB con C,-ceramida,
estando por tanto la GSK3 plenamente activa. Estos resultados, tomados en su
conjunto, nos presentan un mecanismo neuroprotector para el valproato sin relacion
con su propiedad como inhibidor in vitro de la GSK3, y para el litio independiente de
si la GSK3 se encuentra activa (-KCl sin insulina, ceramida) o inactiva (-KCl con
insulina).

También hemos encontrado diferencias en el bloqueo de la activacion de la
caspasa 3. El litio es capaz de impedir su activacion, mientras que ni el valproato ni
la insulina afectan a la activacion de esta proteasa. Estos resultados inciden en la
hipodtesis de que el valproato y la insulina deben compartir algin punto en sus
mecanismos respectivos de proteccion y ese mecanismo no estaria relacionado con la
regulacion de la activacion de caspasas. Ademas indican un diferente mecanismo
para el litio, que parece actuar en algin punto anterior a la activacion de la caspasa 3.

Era de esperar que el litio fuera incapaz de proteger frente a la muerte causada
por haber quelado el Ca®" extracelular, sin embargo, que el valproato (VPA) sea
capaz de inducir la supervivencia en estos cultivos no deja de ser un resultado
francamente inesperado (Figura 48). Es notorio ademas, que el patron de proteccion
sea diferente ya que se alcanza el maximo de viabilidad con solo 0’5 mM y no como
en la proteccion de —KCI que el maximo se daba a 2 mM (Figura 39) (Mora y cols.,
1999).

Los resultados obtenidos con la deplecion del Ca®* de los reservorios
intracelulares (Figura 49) apuntan a que el VPA seria un “movilizador” de Ca®",
posiblemente desde el reticulo endoplasmatico. De hecho, durante la escritura de esta
tesis, ha aparecido un articulo en el que se demuestra que el VPA evita la
desfosforilacion de las ERK que describimos en el capitulo inicial de Resultados
(Yuan y cols., 2001). Esta activacion de ERK se corresponde bien con el efecto
activador sobre la misma via descrito para el Ca®" a través de la CaM (Egea y cols.,
1998). De hecho, tanto la activacion de las ERK por VPA (Yuan y cols., 2001) como
por la despolarizacion (Egea y cols., 1999) comparten la caracteristica de necesitar
que se encuentre activa Ras. Este dato podria tener relacion con el hecho de que el

VPA necesitara la insulina para ejercer su accidon neuroprotectora, ya que la insulina
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puede activar Ras a través del sustrato del receptor de insulina, IRS-1 (Kim y cols.,
1997).

Sin embargo, el modo en el que el VPA pueda activar la salida de Ca®" de los
reservorios intracelulares es desconocido. A este respecto existen datos que parecen
apuntar al reticulo endoplasmatico, ya que el VPA aumenta la expresion de GRP7S,
una chaperona implicada en la regulacion del Ca*" en el reticulo endoplasmatico,
mientras que el litio no la afecta en absoluto (Wang y cols., 1999). De todas formas
este punto necesitard una mayor clarificacion y un estudio detallado de la hipotética

salida de Ca”" al citoplasma.
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Apoptosis en los cultivos primarios de células granulares de cerebelo

Discusion

Los cultivos primarios de CGC son un modelo ampliamente extendido en el
estudio de la apoptosis neuronal (Ito, 1984a). De hecho, hemos podido comprobar
como, con el simple cambio al medio —KCl, aparecen los principales eventos de la
apoptosis: activacion de las caspasas efectoras 3 y 7, proteolisis de la PARP y
fragmentacion del ADN. El hecho de que los fendmenos apoptoticos descritos se
hayan correspondido bien con la disminucion de la viabilidad de los cultivos medida
por la reduccion del MTT (Mosmann, 1983) nos ha permitido estudiar de una manera
sencilla el efecto de los diversos farmacos sobre los cultivos, tanto a la hora de
inducir apoptosis como a la hora de proteger de la misma. Asi, con las medidas de
viabilidad describimos el efecto neuroprotector de los dos farmacos utilizados en este
estudio, litio y valproato, que, como vimos en estudios un poco mas amplios, evitan
la fragmentacion del ADN caracteristica del proceso apoptotico. Ademas, al ser un
cultivo primario, se acerca mas a las condiciones fisiologicas, lo que le confiere
ciertas ventajas sobre los sistemas de lineas celulares que también se pueden emplear
para este tipo de estudios. Aunque para el estudio particular de las vias de
transduccion no representan ninguna ventaja, el estudio de la importancia de dichas
vias en las distintas funciones celulares se aproxima mas a las condiciones in vivo
que se pueden dar en los organismos. De ahi que consideremos este tipo de cultivos
primarios una buena aproximacion no soélo para comprender los fendmenos
apoptoticos, sino para el estudio de las caracteristicas neuroprotectoras de los
diversos farmacos. Aunque no podamos dilucidar el efecto que tendran en los
organismos, el hecho de identificar la diana molecular sobre la que actian puede ser
de gran ayuda a la hora de disefiar nuevos fArmacos y nuevas estrategias terapéuticas.

Utilizando las medidas de viabilidad de los cultivos, hemos visto que de las dos
vias descritas como inductoras de la supervivencia de nuestros cultivos, PI3K y
ERK, la segunda pareceria ser la mds fundamental. Sin embargo, no podemos
descartar la accion de la via PI3K/PKB, ya que su inhibicién disminuye en cierta
medida la viabilidad de los cultivos. De hecho, experimentos de otro grupo (Miller y
cols., 1997) ponen de manifiesto la implicacién de esta via de transduccion en la
supervivencia de este tipo de cultivos. Nuestros propios resultados apoyan esta
hipétesis al indicar que la accion neuroprotectora del litio parece deberse a que

bloquea la inhibicion de esta cascada de transduccion inducida tanto por el cambio al
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medio —KCl (Mora y cols., 2001a) como por la adicion de ceramida. Como ya hemos
comentado, las diferencias entre los experimentos de Miller y cols. (1997) y los
nuestros podrian deberse a que nosotros en el medio tenemos insulina. Esta, estaria
activando a la PKB a través de la PI3K, lo cual se sumaria a los efectos activadores
de esta via debidos a las concentraciones despolarizantes de potasio del medio +KCIl.
Respecto al papel protector de la insulina, es interesante el hecho de que, aunque
aumenta la viabilidad de los cultivos, no es capaz de disminuir la activacion por
proteolisis de la caspasa 3. El hecho de que a las 48 h tras el cambio de medio con
insulina la viabilidad sea menor que a las 24 h (datos no mostrados) apunta la
posibilidad de que la insulina simplemente esté retrasando esta activacion. De todas
formas, este punto requiere una mejor aclaracion que deberia llevarse a cabo
estudiando con detalle si la insulina altera la cinética de activacion de la caspasa 3
y/o su translocacion al nucleo (Mandal y cols., 1999).

Otro de los hechos que apoyan la importancia de esta via de transduccion son los
efectos proapoptoticos descritos para la GSK3 (Pap y Cooper, 1998). Recientemente
se ha puesto de manifiesto su participacion en la induccién de la apoptosis en
diversos sistemas (Bijur y cols., 2000; Cross y cols., 2001). De hecho, hasta ahora los
efectos neuroprotectores tanto del litio como del valproato se habian explicado por su
efecto como inhibidores de esta proteina quinasa (Klein y Melton, 1996; Chen y
cols., 1999b).

Al igual que lo que sucede con la PKB, el cambio al medio —KCI induce la
desfosforilacion, y por tanto la inactivacion, de las ERK1 y 2. En este caso, su
inhibiciéon con PD184352 (Davies y cols., 2000), si disminuye significativamente la
viabilidad del cultivo, aunque no hasta los niveles que lo hace el medio —-KCl. El
hecho de que la inhibicion de esta via induzca la apoptosis en los cultivos de CGC
pone de manifiesto su importancia en la supervivencia de los mismos. Este punto no
ha sido lo suficientemente estudiado por lo que parece claro que es una de las lineas
de investigacion en la continuacion de estos trabajos. Parece que puede ser de gran
importancia profundizar en la relacion existente entre ambas vias ya que existen
bastantes trabajos que establecen sus conexiones (Parrizas y cols., 1997; Kauffmann-
Zehy cols., 1997; Welch y cols., 1998) y su capacidad de promover la supervivencia,
en mayor o menor medida, de diversos tipos de cultivos de neuronas (Marte y
Downward, 1997; Soler y cols., 1998; Encinas y cols., 1999). Ademas el hecho de

que el valproato parezca inducir la supervivencia a través de la activacion de la ERK
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de ambas vias en la supervivencia de la CGC y de sus posibles interconexiones.

Aunque la implicacion de las dos vias inductoras de supervivencia parece quedar
clara con los experimentos realizados, no ocurre lo mismo cuando estudiamos los
datos obtenidos sobre las vias proapoptoticas a las que hemos prestado atencioén. En
un principio los resultados neuroprotectores del inhibidor de la p38, SB203580 a 10
UM, parecian muy esperanzadores, sobre todo tras su confirmacion por otro grupo de
investigadores (Harada y Sugimoto, 1999). Sin embargo, el estudio mas detallado de
este efecto nos indico que dicha accidon era bastante inespecifica, ya que
concentraciones menores no tenian efecto sobre la viabilidad de los cultivos de CGC.
De hecho, al medir la actividad de la MAPKAPK?2, sustrato de la p38 (Rouse y cols.,
1994; Freshney y cols., 1994), observamos que disminuye tras el cambio al medio
proapoptotico —KCl en lugar de aumentar, como seria lo esperado tras comprobar
que el SB203580 protegia frente dicho estimulo apoptotico. Por el momento, y hasta
que no sepamos a que proteina quinasa estd inhibiendo el SB203580, este punto
queda sin esclarecer.

Los resultados que hemos obtenido con la via de JNK son bastante similares.
Esta rute de transduccidn se encuentra activada y tras el cambio al medio —KCl se
produce su desactivacion. Aunque los resultados de otros grupos mostraban la
activacion de esta via al inducirse la apoptosis (Yamagishi y cols., 2001), en otros
sistemas se ha relacionado la actividad protectora del litio con su capacidad de
activarla (Yuan y cols., 1999). Esto tltimo es lo que podemos confirmar con nuestros
resultados, ya que hemos visto como el litio es capaz de inhibir la desfosforilacion de
la JNK inducida por el medio -KCl. De todas maneras, nuestros resultados muestran
que la apoptosis inducida por el cambio al medio —KCl estd acompanada de la
inactivacion de dos de las vias descritas como proapoptoticas.

Esto ultimo ha sido algo ciertamente inesperado y que hace que planteemos
nuestro sistema apoptédtico de un modo diferente. El cambio al medio —KCl no
parece por tanto inducir la activacion de las vias proapoptéticas que, de hecho, se
encuentran ya activadas en las condiciones iniciales de supervivencia (medio +KCl).
En este punto conviene recordar que las concentraciones fisioldgicas de K son las
que se encuentran en el medio —KCl. De hecho la concentraciéon del medio +KCI (25
mM K) debe producir un estrés a la célula que puede que sea el causante de que se

encuentren activas las llamadas SAPK o proteina quinasas activadas por estrés (tanto
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JNK como p38). De todas formas, las concentraciones despolarizantes simulan la
estimulacion de la neuronas que durante el desarrollo y la maduracion del SNC es la
responsable de la supervivencia de s6lo aquellas células que han establecido las
conexiones correctas (Oppenheim, 1991). De ahi que podamos plantear que la
apoptosis “fisiologica” que se produce durante el desarrollo no parece deberse a la
induccién de vias de transduccidon proapoptoticas, si no a la falta de activacion de las
vias antiapoptdticas o de supervivencia. Esta activacion estaria mediada tanto por los
factores de crecimiento neuronales como por la propia estimulacion nerviosa (Gallo
y cols., 1987), la cual no deja de ser despolarizaciones de la membrana. Asi, la falta
de estimulacién (como en el medio —KCI) no activaria las vias de transducciéon
necesarias para la supervivencia (PI3K y ERK) y se produciria la apoptosis digamos
que de una forma “espontdnea”. Asi encontraremos, que las enfermedades
neurodegenerativas en las que se produce la apoptosis de las neuronas del SNC,
podran deberse tanto a la hiperestimulacion de vias proapoptoticas como a la
inhibicion de las sefiales de supervivencia, produciéndose siempre un desequilibrio
entre las diferentes cascadas de transduccion de senales. Por lo tanto, la
caracterizacion exacta del proceso serd de vital importancia a la hora de plantear una
correcta estrategia terapéutica. Respecto a esta Gltima contaremos no ya sélo con la
inhibicion de las sefiales proapoptodticas, si no que también deberemos plantear la
posibilidad de activar vias como la de la PI3K o la de las ERK. En este marco, los
sistemas de cultivos primarios aparecen como una buena herramienta para estudiar
las implicaciones de las diferentes vias en las diversas poblaciones neuronales del
SNC, asi como un buen sistema para ensayar farmacos y tratar de dilucidar las dianas

moleculares mas relevantes antes de pasar a los estudios in vivo con animales.

Efecto neuroprotector del valproato

Nuestros resultados han mostrado por primera vez que el tratamiento agudo con
valproato protege a los cultivos de CGC de la apoptosis inducida por el cambio al
medio —KCl (Mora y cols., 1999; Mora y cols., 2001b). Como esta caracteristica la
compartia con otro farmaco (el litio) empleado igualmente en el tratamiento de los
trastornos maniaco-depresivos (Bowden y cols., 1994), pensamos que también

podrian presentar algin mecanismo comun en su accion neuroprotectora. A pesar de
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acido graso), ya se habian descrito algunos otros efectos comunes (Dixon y Hokin,
1997) y, de hecho, se habia planteado la hipétesis de que ambos serian inhibidores de
la GSK3 y por tanto se plante6 esta caracteristica como la responsable del
mecanismo neuroprotector de ambos farmacos (Klein y Melton, 1996; Chen y cols.,
1999b). Sin embargo, a la vista de los resultados que hemos obtenido podemos
descartar totalmente que el valproato proteja de la apoptosis inducida por el medio
proapoptotico —KCI mediante la inhibicion de la GSK3. Lo mas caracteristico de la
proteccion mediada por el valproato es que sélo se produce cuando en el medio hay
insulina o IGF-1 (datos no mostrados), los cuales, a través de la PKB estarian
fosforilando e inhibiendo a la GSK3 (Marte y Downward, 1997). Cuando la GSK3 se
encuentra activa el valproato es incapaz de inducir la supervivencia de los cultivos,
con lo que queda descartada totalmente la posibilidad de que inhiba a la GSK3 y asi
proteja de la apoptosis. Con el litio, que también se ha descrito que inhibe a la GSK3
(Klein y Melton, 1996; Stambolic y cols., 1996), esto no pasa, por lo que
descartamos que en este sistema la inhibicion de la GSK3 no sea capaz de inducir la
supervivencia del cultivo. Es mas, cuando utilizamos como estimulo apoptotico
ceramida, ni siquiera en presencia de insulina es capaz el valproato de proteger frente
a ella. Probablemente el efecto que la ceramida tiene al desfosforilar a la PKB
bloquea totalmente cualquier posible efecto del valproato. Todo parece indicar que el
valproato necesita que esta via esté estimulada (estando la GSK3 inactiva) para poder
tener un efecto protector. El a qué se debe esto no hemos sido capaces de dilucidarlo,
aunque puede tener relacion con el hecho de que en ausencia de insulina el valproato
no so6lo no protege si no que disminuye la viabilidad de los cultivos.

El motivo de esta toxicidad no parece claro, aunque si se confirmara la hipotesis
de que induzca la salida de Ca*" desde los reservorios internos podriamos encontrar
la respuesta. Hemos visto que el valproato protege frente a la ausencia de Ca” en el
medio extracelular, por lo que parece adecuado pensar que liberaria el mismo para
que la neurona pudiera realizar correctamente sus funciones. Sin embargo el calcio,
dependiendo del rango de concentracion, también puede inducir la muerte de la
célula (Wang y cols., 1999). Pudiera ser que la necesidad de la via PI3K activada
fuera por su posible efecto bloqueo de la toxicidad del calcio. Sin embargo, hasta que
no se realicen medidas de Ca®" intracelular no se podran tener claros los efectos del

valproato.
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El hecho de que se haya descrito muy recientemente que el valproato mantiene
la fosforilacion de las ERK en la induccion de apoptosis (Yuan y cols., 2001) apoya
la hipétesis del Ca®". Se sabe que este cation activa esta via, siendo de hecho esta una
de las acciones por las que el medio +KCl induce la supervivencia de los cultivos de
neuronas, no solo para el caso de las CGC (Yano y cols., 1998; Egea y cols., 1998;
Soler y cols., 1998).

Este hecho, retoma la hipdtesis sobre el efecto de todos los farmacos empleados
en los trastornos maniaco-depresivos. Se piensa que actuarian sobre vias de
transduccion de sefales que finalmente cambiarian los patrones de comunicacion
intercelular que se encontrarian alterados en este tipo de enfermos (Lenox y Hahn,
2000). Asi el valproato parece afectar no solo a una via de transduccion (ERK), sino
al principal implicado en la transmision del estimulo eléctrico en la neurona, el

calcio.

Nueva hipétesis para el efecto neuroprotector del litio

Basandonos en las hipdtesis existentes para explicar el efecto del litio sobre el
tratamiento de los pacientes con trastornos bipolares (Berridge y cols., 1989),
ensayamos el efecto del inositol sobre la viabilidad inducida por el litio, viendo que
no se afectaba. Tras descartar su relacion, asi como la del receptor de NMDA, nos
centramos en la otra accion del litio que se empleaba para explicar sus efectos, no ya
solo en el desarrollo, sino tltimamente también en la neuroproteccion: la inhibicion
acompetitiva de la GSK3 (Klein y Melton, 1996; Stambolic y cols., 1996).

Asi comprobamos que el litio protege frente a la apoptosis inducida tanto por el
medio —KCl como por la ceramida (Centeno y cols., 1998; Mora y cols., 1999). El
hecho de que ambos estimulos apoptéticos induzcan la activacion de esta proteina
quinasa hace factible que su inhibicion por el litio sea la responsable de su efecto
neuroprotector. Sin embargo, el hecho de que el litio fuera capaz de proteger frente al
medio —KCl cuando existia insulina en el medio fue en cierta medida inesperado
(Mora y cols., 1999; Mora y cols., 2001b). La insulina, como hemos visto, activa la
via PI3K/PKB en los cultivos de CGC y, por tanto, inhibe a la GSK3 (Cross y cols.,
1995). Estando ésta ya inicialmente inhibida no podemos explicar el efecto del litio

por su inhibicion. De hecho, lo que nuestros datos han mostrado es que el litio afecta
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muestran que estd impidiendo la desfosforilacion de ambas proteina quinasas que se
producen tras la estimulacién apoptdtica, bien con el medio -KCI (Mora y cols.,
2001a), bien con ceramida. Esto explicaria los efectos neuroprotectores, ya que
mantendria activa a la PKB, y por tanto se mantendrian sus efectos antiapoptoticos,
tanto fosforilando a Bad (Zha y cols., 1996) como a la GSK3 (Cross y cols., 1995).
Esta ltima se mantiene fosforilada en presencia del litio y, por tanto, se encuentra
inactiva por lo que sus efectos proapoptdticos estan impedidos.

La hipotesis de que la accion del litio por activacion de la PKB queda
claramente descartada por el hecho de que no afecta in vitro a la actividad de la
misma. Ademads seria inexplicable que se impidiera la desfosforilacion de la quinasa
simplemente por su interaccion con el litio. Asi que nos quedaban dos posibilidades
para explicar la accion del litio sobre la via de la PKB. Una seria la activacion de la
PI3K, como habian sugerido otros autores (Chalecka-Franaszek y Chuang, 1999).
Sin embargo, el aumento de la actividad de la PKB por la adicion de litio al cultivo
era muy pequeio para lo esperado en la activaciéon de una quinasa, sobre todo si lo
comparabamos con el efecto de la insulina. Ademas el efecto de la ceramida sobre la
PKB ya habia sido explicado por la activacién de la actividad de alguna proteina
fosfatasa (Zhou y cols., 1998). Asi que decidimos comprobar primero la hipdtesis de
que el litio estuviera inhibiendo la activacion de alguna serina/treonina fosfatasa que
causara la desfosforilacion de la PKB y de la GSK3. Esto ultimo no nos parecio6
demasiado extrafio, ya que el litio se conoce que inhibe a otra serie de fosfatasas
como puedan ser la inositol-polifosfatasa o la inositol-monofosfatasa (Hallcher y
Sherman, 1980).

Los resultados con la ceramida muestran claramente que la activacion de la
proteina fosfatasa 2A (PP2A) es bloqueada por la adicién de litio al medio de cultivo,
confirmando asi nuestra hipdtesis previa. Todo parece indicar, ademds, que este
fenomeno, o al menos uno similar, estd sucediendo en la apoptosis inducida por el
medio —KCl. En este caso hemos detectado la activacion tanto de la PP2B como de la
PP2C. Aunque en este caso la inhibicidn por el litio no parece tan clara y habra que
profundizar mas para corroborar que proteina fosfatasas estan implicadas y cual es la
diana exacta del litio.

De todas formas el hecho de que ambos estimulos apoptoticos estén actuando

sobre la misma via de transduccion afectando a la fosforilacion de la PKB nos hace
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suponer en un mecanismo mas o menos general en la induccion de la apoptosis en
este tipo de cultivos. Es mads, el litio coincide en ambos casos en su modo de
proteccion por lo que podemos suponer que la diana sobre la que esté actuando
podria tener importancia a la hora de impedir el desarrollo del proceso apoptdtico, no
solo ya en las CGC, sino que tal vez se pudiera ampliar a otros cultivos de neuronas
en incluso en otros tipos celulares y en organismos vivos. A este respecto, se ha visto
que pacientes tratados con litio muestran un aumento en la masa encefilica que
parece estar relacionado con las propiedades de este farmaco como agente
neuroprotector y como inductor de la viabilidad de las células (Moore y cols., 2000).
El que se haya estudiado ya desde hace muchos afios su farmacodindmica, puede
hacer plausible su empleo en enfermedades neurodegenerativas en las que se produce
la apoptosis en determinadas células de SNC. Sin embargo, parece mas adecuado
estudiar detenidamente el efecto del litio para conocer con exactitud su diana
molecular antes de pasar a realizar los estudios con animales de experimentacion.

Respecto al punto exacto de actuacion del litio, todo parece indicar que afectaria
a alguna enzima que, en la cascada de sefializacion activada por el fendémeno
apoptético, se encuentra previa a la proteina fosfatasa causante de la desfosforilacion
de la PKB. Esta via todavia la desconocemos pero parece ser que es la misma que en
condiciones normales esta desactivando a la PKB. Al menos, el hecho de que el litio
aumente ligeramente la fosforilacion de la PKB en cualquier condicién en la que se
active su fosforilacion, asi nos lo esta indicando. El hecho de que la PP2A acttia tanto
sobre la PKB como sobre alguna de la proteina quinasas de la via de ERK (Millward
y cols., 1999), nos hace pensar que deberiamos estudiar también el efecto del litio
sobre la desfosforilacion de las ERK que se produce tras el cambio al medio —KCI.
Es mas, a la hora de pensar en este mecanismo del litio como algo mas generalizad,o
encontramos que en lineas celulares embrionarias, el litio afecta a su proliferacion al
impedir la desfosforilacion de la cdc2 (Smits y cols., 1999). De nuevo encontramos
que es la PP2A la fosfatasa responsable de esta desfosforilacion (Millward y cols.,
1999).

Por tanto, nuestros datos apuntan a un mecanismo general de la accion del litio
como agente neuroprotector (Figura 50). Sus efectos serian debidos a la inhibicion de
la activacion de determinadas proteinas fosfatasas. Estas serian las causantes de la
desactivacion de las cascadas de transduccion responsables de la viabilidad. Asi el

litio, de una manera indirecta, mantendria las vias de supervivencia activas, aunque
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para ello necesitaria que estas se encontrasen activadas. En el caso contrario, su

inhibicion directa de la GSK3 podria inducir la supervivencia en aquellos casos en

los que la maxima responsable de la misma fuese la via de transduccion PI3K/PKB.

En esta ultima condicion no protegeria totalmente ya que no podria mantener activa a

la PKB vy, por tanto, sus efectos antiapoptoticos no podrian darse.
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Conclusiones

1. La apoptosis en los cultivos de neuronas granulares de cerebelo de rata
inducida por en medio con bajas concentraciones de potasio se acompafia con
una inactivacion de las vias de transduccion p38, JNK, PI3K/PKB y ERK y

con una activacion de la actividad proteina fosfatasa.

2. El Litio protege frente a la apoptosis inducida por el medio con bajas
concentraciones de potasio, impidiendo la inactivacion de la PKB y Ila

activacion de la GSK3.

3. La proteccion del Litio frente a la ceramida se debe a que impide la

desfosforilacion de PKB y GSK3 a través de inhibir la activacion de la PP2A.

4. El Valproato protege frente a la apoptosis inducida por el medio bajo en

potasio siempre y cuando la via PI3K/PKB se encuentre activa.

5. El mecanismo protector del Valproato parece estar relacionado con las

reservas de calcio intracelulares.
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