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. ESCLEROSIS MULTIPLE Y ENCEFALOMIELITIS
AUTOINMUNE EXPERIMENTAL

A pesar de que han transcurrido ya 100 afios deseeCharcot, Carswell y
Cruveillhier describieran por primera vez las cwrdsticas anatomopatolégicas y
clinicas de la esclerosis multiple (EM) (Compstoroi, 1998), en el momento actual se
desconoce su patogenia y cOmo prevenir su progrébioseworthy, 1999). La EM es
una enfermedad neuroinflamatoria crénica y desnimsinte de origen autoinmune
(Martin y col., 1992; Steinman, 1996) que comienpamalmente en la edad adulta
temprana y cuyo pronoéstico es variable. EI 30% dg tasos presentaran una
sintomatologia mas grave si la enfermedad aparkededor de los 16 a 20 afos
(Noseworthy, 1999), mientras que solo el 13% deBaran los sintomas mas severos si
la EM comienza entre los 30 a 45 afios. El 50% dephkientes con EM necesitaran
ayuda para caminar en los primeros 15 afios desjmiatiagnostico de la enfermedad
(Weinshenker y col., 1989). En el mundo occiden#aEM es la causa no traumatica de
invalidez mas frecuente en el adulto joven, concaste para la sociedad de varios
millones de délares anuales. Segun estudios resigiat prevalencia de la EM en Espafia

se sitla en torno a 60 casos por 100.000 habitantes

A. MODELO DE LA PATOGENIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPL E

La caracteristica principal de la EM es la apani@é placas desmielinizadas en el
sistema nervioso central (SNC) humano. Estas plagas son claramente visibles
utilizando técnicas radiolégicas, son la expregsiénuna pérdida de mielina y muerte
celular y suelen localizarse en zonas perivenuldegdlitando asi el acceso de células
inmunes autorreactivas (Compston y Coles, 2002)ngda se desconoce la base
molecular precisa de este tipo de lesiones presenté&a EM, diversos investigadores han
propuesto el siguiente modelo (Fig.1). En sangriéépiea, los macrofagos, a través de la
presentacion de autoantigenos, moléculas endogapases de generar una respuesta
inmune, activan a los linfocitos T cooperadores)(Tlla célula Th activada libera
interferon gamma (IFNJ, el cual induce un aumento del nimero de molécdk

complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) clase dn la superficie de los

3
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macrofagos, facilitando asi la presentacion debamtfgeno y la activacion de mas
células Th. Las metaloproteasas de la matriz, smbien son liberadas, alteran la barrera
hematoencefalica, permitiendo la entrada de ladaIT activadas al sistema nervioso
central (SNC). El IFN¢ y otras citoquinas secretadas por las célulasnhiben la
proliferacion de las células T supresoras que disyan la autoinmunidad (McDonnell y
Hawkins, 2002). Por otro lado, el IFNtambién aumenta el nimero de moléculas de
adhesion en la superficie de las células endatslidé la barrera hematoencefalica (BHE)
(Espejo y col., 2002). Esto facilita la migraciam lds células Th activadas que invaden el
SNC y se unen a las células presentadoras de mmtfyepias del SNC, astrocitos y
macréfagos. La liberacion posterior del IFNvuelve a causar un aumento de las
moléculas HLA clase Il que facilita la presentacd®i autoantigeno y, por lo tanto, la
union de las células Th a las células presentadigaantigeno. Esto conduce a una
activacion de los macrofagos y a la proliferaciée células T citotoxicas. Los
macrofagos activados liberan el factor de necrogiwral alfa (TNFa), el cual ataca a
los oligodendrocitos de la vaina de mielina. Lddioxina liberada por las células T
citotoxicas también dafia los oligodendrocitos.

Se postula que una desmielinizacion adicional podestar mediada por
anticuerpos secretados por células B activas pesseen las lesiones de la EM
estimuladas por citoquinas, adenosina y TiN®llarroya y col., 1997; Medina-
Holgado y col., 1998; Bitsch y col., 2000; Steinnyacol., 2002; Neuhaus y col., 2003).
En la EAE, se ha observado que la administraciéantieuerpos anti- glicoproteina de
mielina del oligodendrocito (MOG) exacerba la emfedad (Linington y Lassmann,
1987; Schluesener y col., 1987; Raine y col. 19983. mecanismos precisos por los que
dichos anticuerpos destruyen las proteinas de ddimaino se conocen auln, aungue se
han propuesto numerosos modelos (De March y dad32 Se ha sugerido que la diana
principal de estos autoanticuerpos podria ser laGM@a que se encuentra una mayor
concentracion de anticuerpos anti-MOG y una mayensilad de células B MOG-
reactivas en pacientes de EM que anticuerpos YyaséBidirigidas contra otras proteinas
de mielina. Se ha comprobado también que estataséhutoinmunes responden a la
proteina completa asi como a epitopos de MOG, tale® la MOGs.35 ¥ a MOG
recombinante (Dharmasaroja, 2003), lo que hacsgpajue la aparicion de estas células

B autorreactivas son el resultado de una respaestenponentes antigénicos ambientales
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gue comparten regiones epitopicas con la MOG. @&ipe mas abundante de estos
anticuerpos anti-MOG es la IgM. Estas inmunoglatadi anti-MOG son capaces de
unirse hasta a 7 epitopos distintos dependiendindeiduo, y el mismo anticuerpo es
capaz de reaccionar con distintos epitopos con mayomenor especificidad
(Dharmasaroja, 2003). Estas inmunoglobulinas podséx la causa de la citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos sguencuentran en las placas
desmielinizadas. Se han detectado dichos autoarpias en el liquido cefalorraquideo
(LCR) de pacientes con EM, tanto en forma libre camidos a residuos de mielina
desprendidos de las lesiones activas.

Otras proteinas de la mielina, como la proteinachdde mielina (PBM) y la
proteina proteolipidica (PLP), también podrian actuwcomo dianas de estos
autoanticuerpos (Dharmasaroja, 2003). Los autasrmpos dirigidos contra la PBM
atraen principalmente a células T proinflamatoriage iniciarian el ataque a la barrera
hematoencefalica para volverla mas permeable, m®ue los que se dirigen contra la
MOG atraen a linfocitos T citotdxicos (CD8 NK), ya que provocan la destruccion de
los oligodendrocitos (Genain y col., 1995). Porsiguniente, cobra fuerza la hipoétesis de
que estas células T autoinmunes inician el ataglee arrera hematoencefélica para
alterar su permeabilidad e iniciar la inflamaci@m pacientes con EM progresiva, la
cantidad de los autoanticuerpos anti-PBM en formi@aues mucho mayor, asi como
también es mayor la presencia de mielina libreldrfC® de estos pacientes (Warren y
Catz, 1987). Los anticuerpos anti-PBM en formaelipurificados a partir del LCR de
pacientes de EM progresiva reaccionan preferemti&mzon el epitopo 61-106 de la
PBM, mientras que los anticuerpos anti-PBM en fotmia reconocen un epitopo mas
restringido, el 75-106 (Warren y Catz, 1993; Wandbatz, 1994).

Es posible que los autoanticuerpos puedan prodesimielinizacion por si solos
mediante la activacién del complemento, llevandia anuerte celular (Dharmasaroja,
2003). Asi, se han podido encontrar depdésitos deptmmento en las zonas de las
lesiones activas (Storch y col., 1998).

Aunque la EM se considera una enfermedad que gbeetibominantemente a la
sustancia blanca del SNC humano (Prineas, 1988hiéa se han detectado lesiones en
la sustancia gris que, de forma similar a las glalsala sustancia blanca, se producen en

areas determinadas y bien delimitadas (LumsdenQ)19Jado que los axones que
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discurren por la sustancia gris del SNC estan miegldos, es l6gico pensar que dicha
sustancia tenga cierta implicacion en el procesoladeenfermedad (Kutzelnigg y
Lassmann, 2005). Estas lesiones tienden a pasardesapercibidas que las que se
localizan en la sustancia blanca debido a la tacdie contraste utilizada y por ello,
durante afios, se prestd menos atencion a las m{gmtzlnigg y Lassmann, 2005). Sin
embargo, la aparicién de pruebas de pérdida neluyatafio axonal en la EM llevé a un
replanteamiento de la patogenia de esta enfermddempp y col., 1998). Por
consiguiente, la sustancia gris se ha convertidonenuevo objeto de estudio, tanto para
neurorradiélogos como para neuropatélogos (Petsrsoh, 2001).

Asociadas a las areas en las que se encuentrgtat@s desmielinizadas, se ha
detectado una atrofia cerebral y un aumento dpdatasis neuronal (Chard y col., 2002;
Dalton y col., 2002). Existen evidencias de quddaaparicion de la mielina en la zona
de la placa deja expuestos los elementos de lammstgris al ataque de linfocitos,
macréfagos y sustancias citotoxicas que acarrekridestruccion de axones, dendritas y
la apoptosis neuronal observada en los pacienteg;b(Kutzelnigg y Lassmann, 2005).
Es posible que la linfotoxina, el TNdo el IFNy, que estdn aumentados en las zonas de
las placas desmielinizadas, estén atacando a lmenas del mismo modo que atacan a
los oligodendrocitos. Dichas moléculas desenca@emda activacion de un proceso
apoptoético en las neuronas, causando la atrofiabrar sefialada por Dalton y col.
(2002).

B. ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL COMO MO DELO
DE ESCLEROSIS MULTIPLE

Se han utilizado tradicionalmente varios modelamales de EM para el estudio
de las bases moleculares de esta enfermedad. losamaines son aquellos basados en
la induccién tanto pasiva como activa de la enfeadey se conocen como
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). Auea la EAE se caracteriza por una
escasa desmielinizacion, existen zonas de desmaian localizadas cuyo origen, al
igual que en la EM, no esta claro. Cuando el model&AE se induce por transferencia
pasiva de células T autorreactivas, la inflamacitiesh SNC se acompafia de una
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desmielinizacion muy escasa, a pesar de la praglutatal de citoquinas potencialmente
mielinotdxicas y de la alteracion de la BHE.

Los estudios sobre la EAE se realizaron inicialmestt monos (Rivers y col.,
1933; Rivers y Schwentker, 1935) pero, posteriotmese extendid el uso de roedores,
cobayas y conejos (Zamvil y Steinman, 1990; Well&91). No obstante, no todas las
especies son igualmente susceptibles a la inducdérna EAE. Los mecanismos
responsables de estas diferencias se suelen atlaiidotacion genética de la cepa y a
los polimorfismos existentes en los antigenos delCMI y del receptor de células T
(TCR) (Zamvil y Steinman, 1990; Dahlaman y col.999 Roth y col.,, 1999). Las
hormonas también se han considerado como factongsrtantes en la regulacion de la
susceptibilidad a la induccion de la enfermedad, #esha descrito que la rata Lewis, una
cepa altamente susceptible a la induccion de la,BAiBe una hipofuncion del eje
hipotalamo-hipofiso-adrenal en comparacibn con sotrecepas, como la
rata Wistar (Sternberg y col., 1989; Sternberg ly, d®90). Ademas, se ha demostrado
gue son necesarios niveles elevados de corticad#srpara la remision de la enfermedad
(Mason y col., 1990) y que el tratamiento con farosaanti-glucocorticoideos empeora
la EAE en ratas Lewis (Bolton y Flower, 1989).

Inicialmente, se utilizé un homogenado de méddpinal para la induccion
activa de la EAE (Kabat y col., 1947). Con el awade las técnicas de purificacion de
proteinas, se extendio el uso de proteinas putdicae mielina como la MBP, la PLP, o
la MOG (Gardinier y col., 1992; Pender, 1995). Mésientemente, se ha descrito la
induccion de EAE con otras proteinas relacionadas la mielina como la proteina
mielinica basica asociada a los oligodendrocito® B®) (Holz y col., 2000; Kaye y col.,
2000; Maatta y col., 1998), la glicoproteina asta&ia la mielina (MAG) (Morris-
Downes y col.,, 2002; Weerth y col.,, 1999), la ¢glameina especifica de los
oligodendrocitos (OSP) (Morris-Downes y col., 20@8png y col., 2000; Stevens y col.,
1999) y la 2’,3’-nucledtido ciclico 3'-fosfodiesteya (CNPasa) (Morris-Downes y col.,
2002; Maatta y col., 1998), presente en los oligddecitos. En estos estudios, se han
utilizado tanto las proteinas completas como Iqsigeés encefalitogénicos de éstas. La
utilizacién de péptidos ha permitido que los moded@an mas reproducibles y que
especies gue eran resistentes a la inmunizacidtagooteina completa sean susceptibles
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a la misma con determinados péptidos. Las positbesbinaciones tanto de especies
como de antigenos dan lugar a un abanico de modiédventes de EAE.

Tras la inmunizacion activa con antigenos de lalingieo la transferencia de
células T encefalitogénicas, se desarrolla la estpuinmune contra el antigeno presente
en el SNC y los animales desarrollan los signasiod$ caracteristicos de la EAE. La
aparicion de los signos clinicos suele ir precedielan descenso del peso corporal que se
mantiene hasta que el animal se estabiliza o speez de éstos. Los signos clinicos de
la EAE consisten en el desarrollo de una paraistcendente, que se inicia con flacidez
de la cola y que progresa provocando una parapacegiaraplejia de los miembros
posteriores, pudiendo llegar a grados de tetrapéejncluso, en algunos casos, provocar
la muerte del animal.

En base al curso clinico de la enfermedad, se pugidénguir diferentes tipos de
EAE: EAE aguda, EAE cronica remitente-recurrentBEAE cronica progresiva. La EAE
aguda se caracteriza por la aparicion de un Urpaméio clinico de la enfermedad. Las
especies idoneas para este modelo son la rata ydwisata Dark Agouti, que son cepas
muy susceptibles, y el antigeno mas utilizado é4B&® (Stepaniak y col., 1997; Lenz y
col., 1999). En la EAE croénica remitente-recurrepta el contrario, se pueden observar
dos 0 mas brotes clinicos de la enfermedad. P&garexdelo, se utilizan habitualmente
ratones SJL inmunizados con PLP, aunque tambidrarsaitilizado ratas (Raine, 1985;
Polman y col., 1988). Por ultimo, la EAE cronicagresiva sigue un curso progresivo
sin brotes y se ha descrito en ratones con dotagdsitica H-2b, en ratas inmunizadas
con MOG (Mendel y col., 1995; Weissert y col., 1998en ratones H-2u inmunizados
con MBP (Acha-Orbea y col., 1988; Wraith y col.32%

1. Histopatologia de la EAE

Los diferentes modelos de EAE reproducen la maydeiadas caracteristicas
histopatolégicas de la EM. En el SNC de los animaten EAE, se observan infiltrados
inflamatorios perivasculares y parenquimatosostdardos principalmente por linfocitos
y macrofagos que han atravesado la BHE (Lassmaroh.,y1980; Polman y col., 1986;
Pender, 1987). Posteriormente, se produce la adiivade células residentes como la

microglia y los astrocitos (Wekerle y col., 198&ssmann y col., 1993). En funcion de la
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especie y/o cepa animal y del antigeno utilizade, lesiones inflamatorias pueden ir
acompafiadas o no de areas de desmielinizaciontrieque el modelo agudo de EAE
en la rata Lewis inmunizada con MBP se caractgrimauna desmielinizacion leve, en el
modelo de raton SJL inmunizado con PLP y en dlatien C57BL/6 inmunizado con

MOG se observa una mayor desmielinizacién, siende prominente y extensa en el
altimo. No esta claro cual es el componente deda&h que provoca la aparicion de los
signos clinicos. Se ha descrito que la formacioh edeema podria ser una de las
principales causas de los signos neuropatologicessg desarrollan (Simmons y col.,
1982; Kerlero de Rosbo y col., 1985). Los fallodaronducciéon nerviosa que conlleva
la desmielinizacion también podrian estar implicaffender, 1987). En la EAE, al igual
que sucede en la EM, se observa dafo y pérdidaabgBaine y col., 1984; Raine y

Cross, 1989; Kornek y col., 2000) que podria sempmhcipal responsable de la

discapacidad neuroldgica permanente (Wujek y 2002).

El modelo de EAE ha permitido el estudio de laspuestas inmunitarias
implicadas en la patogenia de la EM. Asi, se hadesio la contribucion de cada
subpoblacion celular del sistema inmune en el dedéade la enfermedad, asi como los
mecanismos implicados en la entrada de estas s&@UBNC y las células o mediadores
solubles responsables del proceso de desmielinizaci

Igual que sucede para la enfermedad humana, larteAde puede considerar una
enfermedad exclusivamente provocada por células dimgue mayoritariamente estaria
mediada por éstas y por las citoquinas que sec¢redamo el IFNy, TNF-a, linfotoxina y
la IL-2 (Constantinescu y col., 1998). El IFNy el TNFu activan a los macrofagos y
éstos tienen la capacidad de destruir la mielinasyoligodendrocitos, asi como de
producir mas citoquinas, 1L-12, IL-23 y TNE-y productos citotoxicos como el NO que
también actuaran contra esas dianas. Se ha degcmtdos linfocitos Th2 también
participan en la induccién y propagacion de la enéslad (Lafaille y col., 1997). Se ha
observado, ademas, que se puede inducir la EAEamtedia inmunizacién pasiva con
células T CD8 especificas frente a la MBP (Sun y col., 2001)ug gstas células son
abundantes en las lesiones de la EM (Kuhlmann y 206D2). Los linfocitos T CD8
pueden causar apoptosis mediante la expresiongle §ae se unird a su receptor Fas en
la superficie de los oligodendrocitos. Estos liitfe secretan enzimas como la perforina

y la granzima que pueden destruir la célula diana.

10
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La respuesta inflamatoria es la reaccion mas aafatita de la EM y la EAE
(Hallevorden, 1940) y su evolucién implica distmtpasosEn la EAE, los primeros
infiltrados de células proinflamatorias se dete@aros cinco primeros dias posteriores a
la inmunizacion (Waksman y Adams, 1960). La extamsie la zona de inflamacién
aumenta gradualmente con el tiempo, alcanzandoawmextension en los primeros
dias de la aparicién de los signos clinicos (Waksgpnéddams, 1960). En los animales
menos afectados por la EAE aguda, las lesionemmiatiorias permanecen confinadas en
las meninges de la médula espinal, alrededor degfiag venas en las anastomosis de los
vasos meningeos. Sin embargo, en los animales ABreBuda severa, la inflamacién se
extiende por todo el SNC, encontrandose cambiosadgtales tanto en la sustancia gris
como en la sustancia blanca (Lanssmann., 1983)foiD&a similar, en la EAE cronica
progresiva y EAE crénica remitente-recurrente Io8ltiados inflamatorios iniciales
pueden encontrarse, en distinta intensidad, epriogeros siete dias tras la inmunizacion,
independientemente de la presencia o ausencia deepisodio agudo posterior
(Wisniewski y Keith, 1977; Grunde-Ilgbal y col., 198

En la rata Lewis, la EAE aguda es una enfermedamscsignos clinicos y
anomalias histopatoldgicas remiten tras un perieitempo concreto. No se comprende
aun el mecanismo que limita el curso de la EAE ®lg ocurre a la poblacion de células
T efectoras. No obstante, la apoptosis parece jugapapel muy importante en la
eliminacion de las células infiltradas en el SN@ngker y col., 1991; Schmied y col.,
1993).

2. Estrés oxidativo en la EAE

Los datos obtenidos de diversos estudios sugievenlas radicales libres de
oxigeno y de nitrégeno podrian desempefiar un papgmrtante en la patogenia de la
EAE y de la EM. Dichos radicales libres, generastiire todo por macréfagos, han sido
implicados en los procesos de dafio axonal y desimzetion de ambas patologias
(Koprowski y col., 1993; Bo y col., 1994; Van deoé&3 y col., 1998). Ademas, se ha
demostrado que pueden provocar la activacion deosiéactores de transcripcion que
estimulan la expresion de muchos genes implicadda &€AE y la EM, como los del
TNF-a, la 0xido nitrico sintasa (NOS) o las moléculasadihesion celular (Barnes y
Karin, 1997; Winyard y Blake., 1997). La actividde las metaloproteasas de matriz, de

gran importancia para la migracion de las célulésadia el SNC, también esta implicada
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en la patogenia de dichas enfermedades (RomaniadriML994; Leppert y col., 1995;
Merrill y Murphy, 1997). Estas proteinas, que soa tamilia de endopeptidasas (Wang
y Tsirka, 2005), se activan con el aumento de dalyeccion de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) por parte de astrocitos y microgiadrah y col., 2007). Una vez son
funcionales, las metaloproteasas de matriz provizcauptura de la BHE, permitiendo la
entrada de células inmunes al SNC (Abilleira y,@003; Alvarez-Sabin y col., 2004).

Hay evidencias de una peroxidacion de lipidos drC® y plasma de pacientes
con EM (Hunter y col., 1985; Naidoo y Knapp., 199f)e aumenta en la fase activa de
la enfermedad. Numerosos estudios muestran, ademasicremento en la actividad
oxidativa de los radicales libres y una reduccidn la actividad de las enzimas
antioxidantes superéxido dismutasa y glutation xidesa en los glébulos rojos de dichos
pacientes (Zagorski y col., 1991; Dudek y col., 298si como una disminucion en la
actividad de la glutation peroxidasa en las plabesmielinizadas (Langemann y col.,
1992).

La molécula clave en el estrés oxidativo es eleitnito. La formacion de este
metabolito se debe a la reaccion entre el oxidicai{NO) y las ERO, resultantes de la
utilizacion del oxigeno en diferentes rutas metiabél (De Duve y Baudhuin, 1966). En
concreto, es consecuencia de una produccion eacdsiWNO. El NO es un mensajero
bioldgico que desempeiia un papel esencial en Ifgalogia; sin embargo, puede ser
tanto neurotoxico como neuroprotector y es la dadtidel mismo y el ambiente
bioldgico los que determinan su accion fisiolégicpatologica (Gonsette, 2008a). En el
SNC, hay tres isoformas de NOS que pueden gen&®aldNNOS neuronal (nNOS), la
NOS inducible (iNOS) y la NOS endotelial (eNOS).nHOS se activa cuando hay una
disfuncion mitocondrial (Shin, 2001); la INOS sedbza principalmente en macrofagos
y microglia y genera altos niveles de NO durant#éqorgados periodos de tiempo durante
la reaccion inflamatoria (Dasgupta y col., 2003gmtias que la eNOS se activa cuando
la BHE sufre algun dafio (Wu y Tsirka, 2009).

El peroxinitrito se genera vivo por la combinacién de dos radicales libres: el ion
superoxido y el NO (Beckman y col., 1990). El péndxto se protona rapidamente a
acido peroxinitroso que se metaboliza en dioxidmittégeno y radical hidroxilo. En su
mayor parte, éstos se vuelven a combinar para famitrato, pero el 30% se utiliza en la

formacion del peroxinitrito altamente toxico. Enaghbiente bioldgico, debido a la alta
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concentracion del par bicarbonato/dioxido de capboal peroxinitrito reacciona
rapidamente con el diéxido de carbono para forméxidb de nitrégeno y radicales
carbonato, dos oxidantes fuertes (Augusto y c@022. Estos compuestos secundarios
son los que causan los mecanismos patologicosedekipitrito. En concreto, el didéxido
de carbono se une a residuos de tirosina, provoc#mdoxidacion de las mismas
(Gonsette, 2008b).

Se ha comprobado la presencia de peroxinitritasnédsiones de la EM (Cross y
col., 1998; Oleszak y col., 1998; Liu y col., 200Ianto en las lesiones activas agudas
como en las cronicas, se han detectado célulasivassen nitrotirosina (Hill y col.,
2004). En la EAE, el peroxinitrito se forma enpasmuy tempranas de la enfermedad y
se correlaciona con la actividad de la misma, ndigndose detectar durante las
remisiones y las fases cronicas silenciosas (vanV@éen y col., 1997). El papel
predominantemente patogénico del peroxinitrito eanEIAE se ha demostrado tras
inyectar, a ratones con EAE, un catalizador de qieitdto que neutraliza de forma
especifica la actividad del mismo sin afectar arwcanismos mediados por el NO
(Cross y col., 2000). Dicha inyeccién provoco uaduccion en la incidencia y gravedad
de los sintomas y en las reacciones inflamatogiag;omparacion con los animales con
EAE sin tratar. Hay que destacar, ademas, que ligpdendrocitos maduros son
especialmente sensibles al dafio por peroxinitaitpesar de su relativa resistencia a la
toxicidad mediada directamente por el NO (Jackly, 2004). En ratas, el peroxinitrito
causa una destruccion de la mielina similar a easgpuda en las lesiones de la EM (Touil
y col.,, 2001). Por otro lado, el peroxinitrito ma&da toxicidad microglial hacia los
oligodendrocitos (Li y col., 2005). Se ha demosiragie, durante la maduracién, los
oligodendrocitos son susceptibles a los ataqudssdeadicales libres (Bernardo y col.,
2003; Baud y col., 2004). Por tanto, la toxicidaxidativa podria jugar un papel
importante no sélo en la destruccion de la mielsiap también en contrarrestar la

remielinizaciéon
3. Sistemas de neurotransmision alterados en la EAE

3.1. Receptores de adenosina

El nucledsido purinico adenosina regula la activade las células inmunes y la

supervivencia neuronal a traves de receptores iéspscacoplados a proteinas G que se
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expresan en macréfagos y neuronas, denominadoa2d,, A2B y A3 (Auchampach,
2007). Hay datos que sugieren que el receptor dacatha A1 (A1AR) podria estar
relacionado con el desarrollo de la EAE. Asi, sedbmostrado que los ratones que
carecen de dicho receptor (ratones A1AR -/-) ysadae se induce la EAE mediante
inyeccion subcutdnea de MOG desarrollan una forenera y progresiva de la
enfermedad en comparacion con ratones que lo pdssenes A1AR +/+), en los que la
enfermedad comienza a remitir a partir del vigésiiade la induccion (Tsutsui y col.,
2004). En los ratones A1AR -/- inducidos, se obsemna grave desmielinizacion,
lesiones axonales y un aumento de la activaciomideoglia/macrofagos. Ademas, la
médula espinal de estos ratones muestra una expresumentada de genes
proinflamatorios durante la EAE, mientras que lapregion de los genes
antiinflamatorios esta inhibida en comparacion losratones A1AR +/+ (Tsutsui y col.,
2004). En los macréfagos de ratones A1AR -/- colt E#e ha descrito un aumento en la
expresion de moléculas proinflamatorios como lateriauquina-g (IL-1p) y de la
metaloproteinasa de la matriz subtipo 12, en coagi@m con los controles A1IAR +/+
(Vos y col., 2003). Por otro lado, se ha encontrada disminucion en la densidad del
AlAR en microglia de ratones AlAR +/+ durante la BEEAacompafada de
neuroinflamacién (De Stefano y col., 1998; Tsuis@bl., 2004), resultados similares a
los observados en pacientes de EM. El tratamieatesths ratas con cafeina aumenta la
expresion de dichos receptores en microglia, d @thuce la gravedad de la EAE (Shiy
col., 1993; Bona y col., 1995; Linden, 2001; Tsutglcol., 2004), reduccién que se
potencia mediante el tratamiento concomitante gwnigtas selectivos del A1AEN
conclusion, estos hallazgos apoyan la hipotesigugeel A1AR controla la extension de

la neuroinflamacion y la desmielinizacion asociadda EM y la EAE.

3.2. Receptores de cannabinoides

En ratas con EAE, se ha descrito una disminuciémdieero de receptores de
cannabinoides CB1, el subtipo presente preferemtiEmen el cerebro, asi como una
reduccion en los niveles de ARNm de dicho receg@tdos cuerpos celulares de neuronas
del estriado (Berrendero y col., 2001) mientras ejuéa corteza cerebral, el nUmero pero
no los niveles de ARNm del receptor esta disminyabranes y col., 2006). Dado que
ambas areas cerebrales estan relacionadas comtiell o la actividad motora (Cabranes

y col., 2005), estos hallazgos sugieren que eptec€B1 podria estar implicado directa-
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o indirectamente en la expresién de algunos sighnoikos de la EAE, como la ataxia
(Cabranes y col., 2006). En apoyo a esta hipétésig, estudios que muestran una
mejoria en la capacidad motora y una reduccionaegrdvedad de los sintomas de la
EAE cuando se emplean agonistas del receptor CBRe{By col., 2000; Baker y col.,
2001; Arévalo-Martin y col., 2003; Croxford y Mille2003). También se ha demostrado
qgue agonistas del receptor CB1 son capaces dendisntd secrecion de mediadores
inflamatorios por parte de astrocitos y microglixteéga Gutierrez y col., 2005a; Ortega
Gutierrez y col., 2005b). Ademas, los ratones daftes para el receptor CB1 a los que
se induce la EAE presentan un agravamiento sigific de los sintomas de la
enfermedad y del dafio axonal (Pryce y col., 2003).

Por otro lado, se ha comprobado que los agonisghsubtipo de receptor de
cannabinoides CB2 también conducen a una disminwaida gravedad de los sintomas
de la EAE y a una remielinizacion en ratones (Al@Wartin y col., 2003). Molina-
Holgado y col. (2003) demostraron que la activaciéhreceptor CB2 inhibe la secrecion
de IL-12 en células microgliales de raton. Estdslag, junto con los macrofagos y las
células dendriticas, responden a la neuroinflamaci@rando hacia las zonas del dafio
tisular y aumentando su secrecion de citoquinasiffematorias como la IL{3, el TNF-

a yla IL-6 (Mestre y col., 2006). Carlisle y coR002) demostraron que la activacion de
estas células induce un aumento en la expresiorecdeptor CB2 (Carlisle y col., 2002),

gue podria estar implicado en la reduccién dedees@n de citoquinas proinflamatorias
por parte de la microglia.

3.3. Receptores del factor de crecimiento nerviogblGF)

Las citoquinas que estan implicadas en la inflaémagi en la respuesta inmune
durante la EAE, tales como la II3-¥ el TNF«, son potentes inductores de la sintesis del
factor de crecimiento nervioso (NGF) en el SNC waidos periféricogEbadi y col.,
1997; Mamet y col., 2002). En ratas con EAE, sedémostrado un aumento en los
niveles de NGF en ciertas areas cerebrales comdtaato y la corteza cerebral asi como
un aumento de la inmunorreactividad de los receptde NGF, como el receptor p75 y
el receptor con actividad tirosina quinasa tipal&{A) (Micera y col., 1995; De Simone
y col., 1996). La inmunorreactividad de dichos ptoses se localiza en la pared de los
vasos sanguineos y en neuronas adyacentes, erpareasculares, y en células gliales
(Oderfeld Nowak y col., 2001). Por otro lado, emédula espinal y médula oblongata,
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localizaciones donde se ha encontrado el infiltreglalar inflamatorio mas grave, se ha
descrito una reduccion del contenido de NGF. Estdrip deberse a un mayor
requerimiento del NGF en las areas cerebrales @mmngrado de inflamacion (Calza y
col., 1997).

En un estudio reciente, Florenzano y Bentivogli@0O(® detectaron un numero
muy elevado de mastocitos en el talamo de ratanthuta EAE asi como un aumento de
desgranulacion de dichos mastocitos. Dado que eslalas sintetizan NGF, podrian ser
la fuente del NGF talamico en la EAE y este mecaaigde desgranulacion podria elevar
el dolor central durante esta enfermedad. No otestaambién se ha considerado la
posibilidad de fuentes periféricas de NGF en vigtda alteracion de la BHE durante la
EAE, o de un origen glial, dado que los astrogiiosden sintetizar NGF.

En la médula espinal de ratas sanas, la astrogliea dustancia blanca expresa
tanto el receptor p75 como el TrkA mientras qudaesustancia gris solo expresa el tipo
TrkA (Oderfeld-Nowak y col., 2001). Dado que el N@&sta implicado en la reparacion
de axones, en la reorganizacion neuronal y eneaimrento y diferenciacion de los
oligodendrocitos (Althaus y col., 1992; Aloe y Miag 1998), se ha postulado que el
NGF podria jugar un papel protector en la EAE. Baya a esta hipotesis, el grupo de
Tafreshi (2006) demostro que la administraciOiN@ a ratones con EAE produce un
descenso significativo en la gravedad de los siasode la EAE. Ademas, el analisis
histopatolégico de secciones de médula espinakpeotes de dichos ratones mostré una
gran reduccion en la muerte neuronal.

Odelferld-Nowak y col. (2001) han demostrado, erdute espinal de rata, la
presencia de receptores TrkA en motoneuronas timea IX de Rexel asi como en
oligodendrocitos y astroglia. Recientemente, eatdsres detectaron un aumento de la
inmunorreactividad de TrkA en motoneuronas y olegattocitos, principalmente en la
sustancia blanca y astroglia, en la fase aguda BAE, sin cambios en la fase cronica de
la enfermedad. Estos resultados sugieren que lobica en la expresion del receptor
TrkA en neuronas y glia dependen del grado denmdtadén. Ademas, estos datos indican
que durante la fase aguda de la EAE, las célulakkglse hacen mas receptivas al NGF,
preparandolas para responder al aumento de ndimagrocausado por las células
inflamatorias observado durante la EAE.
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C. TRATAMIENTOS POTENCIALES PARA LA ESCLEROSIS MULT IPLE

Aungue no existe cura para la EM, se han encontrados tratamientos que son
eficaces en frenar el desarrollo de la enfermedash ycombatir los sintomas. En el
momento actual, hay tratamientos dirigidos al adrdel sistema inmune, otros dirigidos
a la remielinizacion de las placas desmielinizadas sustancias que estimulan tanto la
expresion del ARNm de las proteinas de la mieMiBF, MOG, etc.) como la sintegig
novo de de la vaina de mielina y tratamientos dirigi@goreducir el estrés oxidativo
observado en la EM (Tabla 1).

1. Tratamientos dirigidos contra el sistema inmune

Como se ha descrito previamente, existen alterasigraves en la respuesta
inmune tanto en la EM como en la EAE (Espejo y, @l02). Por consiguiente, la terapia
dirigida contra la autoinmunidad adquirida por @tipnte constituye la principal linea de
investigaciébn que podria conducir a un tratamiegfioaz de la enfermedad. Asi, el
tratamiento con inmunosupresores generales, corarlt€osfamida o la mitoxantrona,
se ha aplicado a los enfermos de EM. Estos tratdosereducen las lesiones
inflamatorias que se producen en la EM y puedelasat el progreso de la misma. No
obstante, existen efectos inmunosupresores massesteque limitan un tratamiento
prolongado (Fox y Ransohoff, 2004).

Se distinguen varios tipos de inmunosupresoresndests al tratamiento de la
EM: inhibidores de la calcineurina, antimetabolitosnunosupresores antiproliferativos,
bloqueantes de la union de ligandos a moléculasugerficie celular (ligandos de
moléculas tipo CD) y supresores de citoquinas.

Uno de los inhibidores de la calcineurina ensayaos$a ciclosporina A. Este
compuesto no ha revelado capacidad alguna parardbg sintomas de la EM, aunque si
ha tenido éxito en retrasar el progreso de la erddad. No obstante, la utilizacion de la
ciclosporina A conlleva nefrotoxicidad, hipertemsi@ hiperlipidemia, por lo que
actuaciones posteriores con éste inmunosupresas aerivados han sido descartadas
hasta encontrar una manera de evitar las conseasemegativas del metabolismo de
estas moléculas (Gonsette, 2004).

Los antimetabolitos que se han empleado tradiaoeaie en el tratamiento de la
EM incluyen la azatioprina y el metotrexato, quevecan una mejoria modesta en los
sintomas de la enfermedad. Sin embargo, los efsetsndarios que provocan dichas
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moléculas, entre los que se encuentran una neiciolad y fallo hepéatico severo, han
llevado al desarrollo de otros compuestos talesocen@cido fusidico, un antibiético de
la familia de las sulfamidas derivado de la azaii@p Este acido es capaz de inhibir la
secrecion de las citoquinas proinflamatorias IlLlE12 e IL-6. Se consigue asi retrasar la
aparicion de la enfermedad y acortar la duraciétodeperiodos sintomaticos, aunque
estos periodos no son menos severos (Di Marco.y 2@01). El tratamiento con dicho
acido disminuye, ademas, la tasa de las recaidastnas que los efectos secundarios
parecen ser excepcionales (Nicoletti y col., 1999).

Por otro lado, existen inmunosupresores que inhlidgmoliferacién tanto de las
células T como de las células B, previenen la elifeiacion de los linfocitos Thl y
promueven la diferenciacion de los linfocitos Ti®#a y Morris, 1997). Aunque se ha
demostrado que presentan una efectividad excelestes inmunosupresores provocan
pancitopenia (disminucion drastica de todos losstipelulares sanguineos), por lo que se
han descartado en la actualidad. Existen tambéantientos dirigidos a la reduccién de
los infiltrados inflamatorios, promoviendo la agasn de linfocitos supresores, como el
micofenolato de mofetilo, que se ha utilizado aasdcia la ciclosporina A en pacientes de
EM que fueron sometidos a transplantes (Tran y 20D1). Estos pacientes presentaron
una reduccién en la gravedad de los sintomas &Mlgy un intervalo de tiempo mas
largo entre recaidas.

Hay moléculas con efectos terapéuticos que acmaidiendo la formacion del
huso mitético, con objeto de disminuir la divisida los linfocitos T y B implicados en la
patogénesis de la EM. Sin embargo, estas moléputascan efectos secundarios tan
indeseables que las investigaciones sobre ellaenseientran, por el momento,
suspendidas (Gonsette, 2004).

Otro tipo de inmunosupresores son los que actubre dgandos de superficie
celular, tales como anticuerpos monoclonales, prasede fusién y oligonucleétidos.
Asi, se emplean anticuerpos dirigidos contra lagoutas CD3, CD4, CD52 o CD20.
Todas ellas provocan una regulacion a la baja edarekero de linfocitos circulantes, con
mayor o menor efectividad. Sin embargo, como efectegativos, no reducen la
gravedad de los sintomas (Rumbach y col., 199&)egen incluso conducir al desarrollo
de linfomas (Grillo-Lépez y col., 2002).
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Tabla 1. Estrategias terapéuticas dirigidas contra la esoks multiple.

Estrategia Tipo Subtipo

Ejemplo |

Inmunosupresioén General
Dirigida a la EM Inhibidores de
calcineurina

Antimetabolitos

Antiproliferantes

Blogueantes de
ligandos de
superficie celular

Contra citoquinas

Ciclofosfamida
Mitoxantrona

Ciclosporina A

Azatioprina
Metotrexato
Acido fusidico

Micofenolato de
mofetilo

Anticuerpos
monoclonales anti-
CD3

Pepluanona
Rolipram
Treosulfano
Interferonp

Remielinizacion  Trasplante celular

Activacion de
oligodendrocitos

PDGF

Reduccion del  Enzimas
estrés oxidativo

Antioxidantes de Secuestradores
bajo peso molecular

Quelantes

Catalasa
Superoxido dismuta

Lazaroides
N-acetil-L-cisteina

Riluzolg
Acido Urico

EM: esclerosis multiple; PDGF: factor de crecimiemterivado de plaquetas.

Por ultimo, existe un grupo de inmunosupresoragidos contra las citoquinas.

Dichos farmacos alteran la relacion entre las aitwap proinflamatorias y las citoquinas

anti-inflamatorias. En este sentido, algunas mdéésgucomo la pepluanona, actian como

inhibidoras de la secrecidon del TNE-Dichas moléculas tienen un gran efecto

terapéutico en la EM, (Klinkert y col., 1997) a gesle que en los primeros ensayos

19



de Alca

Introduccién Universida

o

clinicos, dos pacientes mostraron un aumento déetagnes inflamatorias (Gonsette,
2004). Se han ensayado también compuestos quenaaifiee la IL-6 (rolipram) y la IL-
12 (treosulfano). En este caso, la administraci@ordo plazo de dichos farmacos no
previene la enfermedad, aunque si retrasa la apartte los sintomas. Cuando la
administracion se realiza a largo plazo, se supritos sintomas pero estos reaparecen
cuando el tratamiento se interrumpe (Wang y cOD02.

Entre los inmunosupresores dirigidos contra lagqaihas se encuentra el
interferonf (IFN-B), un interferon de tipo | (Weissman y Weber, 1986¢ es producido
por diversos tipos celulares, tales como fibrobssmelanocitos, macrofagos, células
dendriticas o células T (Soos y Szente, 2003).a8Satilizado el IFNB en el tratamiento
de la forma recurrente-remitente de la EM para gieda frecuencia de las recaidas y
retrasar el avance de la incapacidad fisica (Stjbg609), y en pacientes de EM
secundaria progresiva durante las fases activés elefermedad (Goodkin y col., 2000),
reduciendo las recaidas un 30%. Sin embargo, ha semostrado su eficacia frente a la
EM primaria (Leary y col., 2003; Montalban, 2004)asta la fecha, se desconocen los
mecanismos por los que el IPNnduce esta mejoria en pacientes con EM, aungba se
sugerido que su accién inmunomoduladora es la nsgbte. EI IFNB es capaz de
modular la secrecién de citoquinas, aumentandoetaesion de las citoquinas anti-
inflamatorias y reduciendo la sintesis de las ditoas proinflamatorias (Huang y col.,
1995; Rep y col., 1996; Karp y col., 2001). Adensesha comprobado que bloquea la
apertura de la BHE mediante la inhibicion de lasatoproteasas de matriz (Hartung y
Kieseier, 1996; Leppert y col., 1996; Stuve y cb®97). Por otro lado, el IFR-es capaz
de inhibir la proliferacion de las células Th yréstablecer la actividad de las células T

supresoras (Clerico y col., 2007; Markowitz, 2007).

2. Tratamientos dirigidos hacia la remielinizacion

Una de las terapias con mas posibilidades de érita EM es aquella basada en
promover la remielinizacibn de las placas desnigdilas. Para ello, existen dos
estrategias principales. La primera estrategiaistinen trasplantar células con potencial
reparador o capacidad mielinogénica en distintoggsudel SNC (Duncan y col., 1997;
Franklin, 2002). Se ha demostrado la eficacia tketg® de terapia en distintos modelos

animales, pero aun se ha de probar su capacidapétdgica en ensayos clinicos con
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humanos (Zhao y col., 2005). La segunda estratnaiste en activar o potenciar los
mecanismos endoégenos de remielinizacién. El olget¢ conseguir estos efectos
mediante la utilizacion de farmacos, evitando &gise de transplantes celulares. Sin
embargo, para ello, primero hay que determinargoer falla la remielinizacion, para lo
cual es necesario entender los mecanismos quedamg@sensert y Goldman, 1997).
Hay evidencias que indican que la capa de miebnmdda tras la desmielinizacion no
esta formada por los oligodendrocitos superviviertte un episodio de la enfermedad,
sino por sus precursores, presentes en el SNCoadBknsert y Goldman, 1997,
Keirstead y Blakemore, 1997). Cuando se produéesldn desmielinizante, estas células
proliferan y migran rapidamente para rellenar es&h (Levine y Reynolds, 1997). A
esta primera fase se le denomina fase de recluttomighao y col., 2005). Las células
precursoras de los oligodendrocitos (CPO) se dirméos axones dafiados para formar
capas de mielina nuevas a la vez que se difereremamligodendrocitos maduros
productores de mielina. Esta fase se conoce cos®da diferenciacién (Zhao y col.,
2005). Durante el desarrollo, éstas dos fases asfdaradas en el tiempo por distintos
conjuntos de sefiales que producen un ambienteephatativo o un ambiente pro-
diferenciativo. En el SNC adulto, las CPO consgtuyina poblacién celular estable que
permanece en relativo reposo y que se divide atalsm@nte (Levine y col., 2001). La
division de las CPO se produce como respuesta daiio provocado en el SNC,
incluyendo la desmielinizacion. En estos episottmsmaticos, se dispara la expresion de
factores de transcripcion especificos (Zhao y 26I05), cuyos niveles se restablecen una
vez diferenciadas en oligodendrocitos productoeesiglina. Sin embargo, existen zonas
desmielinizadas en cuyas proximidades se puedamntac estas CPO y en las que la
remielinizacion es totalmente nula. Asi, aunque aaimento de los factores de
transcripcion es un paso critico para la activadiémas CPO, no todas las CPO alcanzan
ese punto. Una vez activadas las CPO, su numererdarmonsiderablemente (Carroll y
Jennings, 1994). Se ha demostrado que existenpiegltmitdgenos que disparan la
proliferacion de dichas células durante el dedari®ichardson, 2001) y se piensa que
en el SNC adulto, existen moléculas similares qogqean el mismo efecto durante los
episodios de desmielinizacion. Una de ellas esaefof de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF). Se ha demostrado que tanto emtesocomo en situaciones que

siguen a un episodio de desmielinizacion, los ewele PDGF estan muy elevados
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(Hinks y Franklin, 1999; Van Heyningen y col., 2p0Wtilizando ratones transgénicos
para PDGF-A, se ha demostrado que el aumento te dimlécula observado tras la
induccion de la desmielinizacién va asociado awmento del namero de CPO, por lo
que éste mitdogeno debe estar implicado en la pratifon de las mismas (Woodruff y
col., 2004). Por consiguiente, la infusién de fessode crecimiento podria potenciar la
reparacionn vivo, siempre y cuando estén presentes las CPO.

Para crear un ambiente remielinizante, la respuaitanatoria juega un papel
importante. Hay estudios recientes que muestran €ueausencia de citoquinas
proinflamatorias, tales como la IL-1 o el TNF4a eficiencia de la remielinizacién es
menor, asi como en ausencia de MHC-II o de lindsc (Arnett y col., 2001; Bieber y
col, 2003).

3. Tratamientos enfocados hacia la disminucion delstrés oxidativo

Debido a la implicacion del estrés oxidativo epaddogéenesis de la EM, la terapia
con elementos antioxidantes podria resultar efectios antioxidantes se clasifican en
dos tipos: enzimaticos, tales como la catalasasaparoxido dismutasa, y no enzimaticos
0 antioxidantes de bajo peso molecular (ABPM). AR&°M, a su vez, se subdividen en
antioxidantes de accion directa (secuestradorestigxédantes de cadena) y de accion
indirecta (quelantes).

Los hallazgos encontrad@s vitro con distintas moléculas antioxidantes las han
convertido en objeto de estudio como terapia enetosdexperimentales. Hall (1992)
demostré que moléculas que son capaces de retiti@ales de la peroxidacion lipidica e
inhibir la peroxidacion de lipidos dependiente drb, tales como los lazaroides o 21-
aminosteroides, son efectivas a la hora de redadncidencia y gravedad de la EAE.
También se ha demostrado que la N-acetil-L-cistéMA&C), capaz de aumentar los
niveles intracelulares de glutation, inhibe la iodddn de la EAE. Esta proteccion se
asocia a la potenciacion de la respuesta proliWerate linfocitos a antigenos
inmunogénicos (Lehmann y col., 1994). Se ha demdsttambién que la inyeccion de
catalasa antes de la induccién de la EAE retrasgpdaicion de los sintomas de esta
enfermedad (Brenner y col., 1997).

Hay estudiosn vitro que sugieren que el glutamato tiene un papel itapta en
la patologia de la EM. Se ha demostrado que logoadindrocitos son altamente

vulnerables a la excitotoxicidad del glutamatongipalmente mediante receptores de
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AMPA/kainato (Matute y col., 1997; McDonnald y ¢al998), que causa lesiones muy
similares a las que se observan en las placas elesradas. En pacientes de EM se ha
comprobado la existencia de concentraciones elsvdelglutamato, que se correlacionan
con la gravedad de la enfermedad. Se asociaagsioduccion de glutamato por parte de
los macrofagos con la muerte de los oligodendrsgitel dafio axonal observado (Stower
y col., 1997; Werner y col., 2001). Una posiblenfigede glutamato en el LCR es la
microglia activada, especialmente abundante durahtetaque inmunoldgico y la
inflamacion (Piani y col., 1991; Noda y col., 199%8)n cultivo, la microglia libera
glutamato a través de un transportador inverso ld&rgato, proceso potenciado en
situaciones patologicas (Noda y col.,, 1999). Eswdiecientes muestran que los
tratamientos con antagonistas de AMPA/kainato pramouna mejoria significativa de
los sintomas de la EAE (Noseworthy y col., 2000Jeas, se consigue un aumento de
la tasa de supervivencia de oligodendrocitos yradaccion del dafio axonal (Pitt y col.,
2000; Smith y col., 2000). El dafio subsiguientdaesustancia blanca que se produce en
la médula espinal se ve también reducido trasrriento con antagonistas del receptor
de glutamato (Smith y col., 2000). El riluzole, ABPM de tipo quelante, es uno de estos
antagonistas. Empleado en el tratamiento contesdéerosis lateral amiotréfica (ELA),
ha demostrado ser eficaz también en el tratamigatta EAE inducida por MOG en
ratones, reduciendo la pérdida axonal, la infladgracia desmielinizacion y la gravedad
de los sintomas (Smith y col., 1999; Gilgun-Shgr&ol., 2003).

Por otro lado, varios estudios demuestran queHhipizion de la NOS inducible
(INOS) suprime la EAE en ratas (Zhao y col., 19Bfenner y col., 1997). También se
conocen los efectos beneficiosos de los secuestimdi® NO o peroxinitrito, como el
acido urico, mientras que la eliminacion de losibidores de la INOS conduce a la

aparicion de los sintomas de la EAE (Hooper y 8197; Hooper y col., 1998).

4. Sal de calcio, magnesio y potasio de fosfatoetanolamina

La etanolamina forma parte de un fosfolipido de imama, Ia
fosfatidiletanolamina (PE), cuya funcion especifesala de mantener la fluidez de la
membrana. De este modo, se mantiene la eficieclasdmecanismos de transduccion
de neuromoduladores y neurotransmisores (Newmanoly €986). Ademas, es
precursora de otras biomoléculas como la colirmanandamida (Natarajan y col., 1986;

Hansen y col., 2000). La etanolamina esta presnias vainas de mielina del sistema
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nervioso de diferentes organismos en forma de plEgenos (Sheltawy y Dawson,
1966).

En los afos sesenta del siglo pasado, el doctgreNieomenzo6 a utilizar, en
Alemania occidental, una sal de calcio, potasicagmesio de fosfoetanolamina (PEA) en
el tratamiento de enfermedades autoinmunes y, daago particular, en el tratamiento
de la EM. Las publicaciones respecto a la eficdeiasta sal son anecdoéticas (Nieper y
Moller, 1962; Nieper, 1967; Nieper, 1968; Niepe®94). Una busqueda bibliografica
extensa no muestra ningun estudio clinico y exparial controlado. Sin embargo,
recientemente se han publicado algunos trabaja® sspectos basicos de la colamina,
etanolamina y sus derivadimsvitro que sugieren que una sal de PEA podria ser afitaz
la EM y en la EAE. Asi, se ha descubierto que lasrmpalogenos de etanolamina son
poderosos antioxidantes que previenen la oxidadénlas membranas celulares,
impidiendo la oxidacién del colesterol y la per@dibn de lipidos (Maeba y col., 2002;
Maeba y Ueta, 2003a; Maeba y Ueta, 2003b; Bisggtial., 2004; Maeba y Ueta, 2004).
Recientemente, se ha demostrado que la molécutiipdémitoil-fosfatidiletanolamina
(DPPE) bloquea la activacion de células T espedfde antigeno (Legler y col., 2001).
Algunos autores sugieren que hay una sinergia &greélulas T y B en la induccion de
la EAE (Willenborg y col., 1983; Myers y col., 1992

Existen derivados de la PEA que contribuyen a dgiab las membranas
neuronales. Estos derivados son los fosfolipidos Ndacil-etanolamina (NAPES)
(Newman y col., 1986; Akoka y col., 1988; Domingocgl., 1994). Los NAPEs se
sintetizan a partir de la PEA mediante una N-aaidferasa y se transforman en N-acil-
etanolamina (NAESs) por la accion de una fosfolipadadrolizante de NAPE (Hansen y
col., 2002). Durante el dafio cerebral, tal comanflamacion, la sintesis de NAEs se
acelera, aumentando asi la estabilidad de las naes@bdmeuronales (Moesgaard y col.,
2000). Uno de estos NAEs es la anandamida, un stgoparcial del receptor CB1
(Sugiura y col., 1999; 2000), cuya activacion tiatistintos efectos neuroprotectores
(Nagayama y col., 1999; Sinor y col., 2000; Braydzol), entre ellos, la inhibicidon de la
muerte de las células dafiadas, la estimulacionroeegos apoptoéticos en las células
colindantes para evitar la extension de la necrgdes inhibicion de la liberacion de
mediadores que promueven la necrosis y la inflabma@iHansen y col., 2002). Se ha

demostrado que el arvanil, un derivado de la amaittda inhibe la activacion de los
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linfocitos T, mejorando los sintomas de la EAE (faho y col., 2005). Asimismo, se ha
descrito que los derivados de la etanolamina pmewidla muerte celular apoptética
inducida por el estrés oxidativo (Brand y col., @00

Recientemente, se ha publicado que derivados dwolataina facilitan los
procesos cognitivos y aumentan selectivamenteat@sstiuccion de sefiales en neuronas
(Florio y col., 1999), aumentan la sintesis deilodiha (Bostwick y col., 1992) y tienen
propiedades neuroprotectoras (Hansen y col., 2082).ha demostrado, ademas, una
disminucién del porcentaje de fosfatidiletanolamémamembranas procedentes del SNC
en ratas con EAE (Jagannatha y col., 1981, Salyatil., 1990).

Estos hallazgos, junto con el hecho de que el esixéativo contribuye a la
lesion del SNC tanto en la EM como en la EAE @iery col., 1995) sugieren una
utilidad terapéutica de la etanolamina en dichasipgias.
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Il. SISTEMA SOMATOSTATINERGICO

A. SOMATOSTATINA

1. Descubrimiento de la somatostatina

A finales de los afos sesenta, Krulich y col. ()9%&scubrieron en extractos de
hipotalamo ovino una sustancia capaz de inhibirséarecion de la hormona del
crecimiento (GH) en cultivos de células adenohgeofas. Se postulo que este factor, que
recibié el nombre de “factor inhibidor de la GHQdria tener una funcion fisiologica
opuesta al “factor liberador de la GH”, caractedzaon anterioridad por Dhariwal y col.
(1965). Sin embargo, se desconocia la naturalediche péptido hipotalamico hasta que
Brazeau y col. (1973), en el laboratorio de Rogeitl&nin, aislaron un tetradecapéptido
de hipotalamo ovino que inhibia la secrecion det&tioin vivo comoin vitro. En 1977,
Roger Guillemin recibié el premio Nobel de Medicina Fisiologia por este
descubrimiento. El tetradecapéptido aislado se m™endfactor inhibidor de la secrecién
de la somatotropina o somatostatina (SRIF), siegstie ultimo término el mas aceptado
en la actualidad. La inhibicion de la secrecionGi¢, sin embargo, sélo era una de las
numerosas acciones mediadas o reguladas por la &6 se demostrd posteriormente.
Se comprobd, ademas, que la SRIF no solo se lacafizel hipotalamo, sino que esta
ampliamente distribuida por todo el SNC y en la on&y de los érganos periféricos
(Hokfelt y col., 1975; Patel y Reichlin, 1978; Rdin, 1983). Este péptido esta presente
tanto en el reino animal, en vertebrados e inveatds, como en el reino vegetal
(Reichlin, 1983; Patel, 1992).

2. Estructura y biosintesis de la somatostatina

Existen dos formas biolégicamente activas de SRISRIF-14 y la SRIF-28. La
SRIF-28 es una extension amino-terminal de la SRIFue fue aislada y caracterizada
por Pradayrol y col. en 1980. La SRIF-14 es unigépte estructura ciclica que posee 14
aminodacidos estabilizados por un puente disulfurtreelas cisteinas 3 y 14 de la
molécula (Figura 2). Mediante modificaciones quaside la estructura del anillo, se ha
podido localizar su centro activo (Lucey y Yamad889), que se sitia entre los

aminoacidos 7 y 10 (Figura 2).
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La SRIF-14 tiene una vida media muy corta y es sensible a la degradacién

enzimatica. Por ello, se han disefiado analogoétisios mas cortos y menos sensibles al
atague enzimatico, tales como el SMS 201-995 (@iiti@) o el BIM23014 (lanreotido),

muy utilizados en la clinica para el tratamiento ldeacromegalia y de tumores

gastrointestinales (Figura 2). Por otro lado, se diaefiado analogos susceptibles de ser

yodados, mediante sustitucion de una Phe por uma d& modo que puedan ser

utilizados como trazadores.

Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg
Glu-Arg-Lys-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe- Phe\
Trp

Lys

—_— =0 —

Cys-Ser-Thr-Phe -Thr /

SRIF-28

Ala-Gly-Cys- Phi

I (\ D-Trp
i |
I
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Thr-Cyls- Thr
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(octredtido)
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S
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D-B-Nal-Cys-Phe \
l D-Trp

S

| |

S Lys

Thr(ol)—Cyls- val v

BIM23014
(lanreo6tido)
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I
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CGP23996

Figura 2. Estructura quimica de la SRIF y de distintos anékbde SRIF.

Mientras que en mamiferos hay un Unico gen qudicadanto para la SRIF-14
como para la SRIF-28, se ha demostrado que en pgten dos genes diferentes para
cada una de las dos formas (Patel, 1992). El g&SRIE presente en mamiferos contiene
dos exones de 238 y 263 pares de bases, respeetitggraeparados por un intron de 621

pares de bases. En el extremo 5’ de dicho gere &drdos promotores (cajas TATA y
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CAAT), se encuentra un elemento de respuesta abatte monofosfato ciclico (AMPc)

(CRE) (Figura 3).
SRIF-28

SRIF-14
TGACGTCA )

5UT 3'UT

= EXON | INTRON [ ExON -M

Figura 3. Estructura del gen de la somatostatina de rata.

La SRIF deriva de una molécula precursora, la ppSRIF, que se sintetiza en el
reticulo endoplasmatico rugoso y se libera al luahereticulo. Alli, la pre-prohormona
se hidroliza rapidamente, entre la glicina-24 yligina-25, por accion de proteasas
especificas, originando una molécula de 92 amidoécy 10 kDa denominada pro-SRIF
(Figura 4). La pro-SRIF es transportada al apadat@olgi y después se introduce en
vesiculas de secrecion. En el interior de estagcwas, se produce la ruptura de la
prohormona por medio de proproteina convertasa$. (B€ han identificado, hasta la
fecha, ocho isoformas de esta enzima, denomina@assPfurina y PACE-4, siendo la
furina la principal convertasa implicada en estecpso (Patel y Galanopoulou, 1995;
Schindler y col., 1997a).

La ruptura de la pro-SRIF se lleva a cabo por éleexo carboxilo-terminal en
residuos dibasicos (Arg-Lys), dando lugar a la SRIFy en un residuo monobasico
(Arg), generando la SRIF-28. Dentro de las vesgcska origina también la SRl o
antrina, por hidrolisis en el dominio monobasicgql.del extremo amino-terminal. Las
convertasas antes mencionadas requieren la prasgmdds residuos mono- y dibasicos
para poder hidrolizar la proteina; sin embargaostexi otros requerimientos estructurales
para que la prohormona pueda hidrolizarse de fawongecta (Brakch y col., 1993). En
general, el procesamiento de la pro-SRIF parecdisento dependiendo del tipo celular
en el que se exprese (Brakch y col., 1995). Ladacde diferentes PC da lugar a otros
productos que carecen de actividad biologica cal@da SRIF-28.12;, 1a pro-SRIf.7g)
(8kDa), y la pro-SRIfr.e3; (7 kDa) (Figura 4).

28



bz
=

o

Universida

D

de Alca Introduccioén

I Prepro-SRIF

. Pro-SRIF
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13 64 77-78 92
PI’O-SR|F[1.76]
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PrO-SR|F[1.63]
63
l SRIF-28
65 92
SRIF-14
79 92
SRIF-281.17
65 76
I:I Pro-SRIF.1

Figura 4. Esquema de lggroductos generados a partir del procesamientoadgrépro-somatostatina de
mamiferos.

La expresion y secrecion de la SRIF estan regulpdadiferentes factores, entre
ellos, nutrientes, neurotransmisores y neuropéptid@bla 2). Asi, agonistas de los
receptores de N-metil-D-aspartato (en cortezalzHa(en hipotalamo), glucocorticoides
(en hipotdlamo y corteza), la IL-1 y el TNF (entimads de diencéfalo) aumentan tanto la
secrecion de la SRIF como la expresion del geride ghéptido (Rubinow y col., 1995).

El AMPc regula la expresion del gen de la SRIFagéds del CRE, al que se une la
proteina de union a CRE (CREB). La eficacia trapsmnal se regula por fosforilacion
de dicha proteina mediante la proteina quinasandégde de AMPc (PKA) (Goodman y
col., 1990). La fosforilacion de CREB por parteedéa quinasa esta regulada por la union
del coactivador denominado proteina fijadora de BIREBP).In vivo, la proteina CREB
puede estar o no unida constitutivamente al CREertipndo del tipo de célula (Cha-
Molstad y col.,, 2004). Para que la proteina CREBusa a CRE, el complejo de
coactivadores CBP/p300 ha de estar desmetiladmdouel complejo esta metilado, se

impide la fosforilacion de CREB vy, por ende, laneripcion (Xu y col., 2001). Ademas
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del AMPc, iones y activadores de la proteina q@in@s(PKC) también regulan la

expresion de la SRIF.
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Figura 5. Regulacién de la transcripcién del gen de la sorsigEiina por la via del adenosin monofosfato
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Tabla 2. Regulacion de la expresion génica de la somatostatiediada por distintas moléculas.

Efectos sobre los niveles de ARNm de la SRIF

Estimulacion Reduccion Estimulacién o
Reduccién
AMPc Insulina Glucocorticoides
ca* Leptina
GMPc
NO
Testosterona
Estrogenos
GH
IGF-1 e IGF-II
IL-1, IL-6 e IL-10
TGFB

AMPc: Adenosin-monofosfato ciclico; GMPc: Guanasimrofosfato ciclico; NO: Oxido nitrico;
GH: Hormona del crecimiento; IGF: Factor de crecento similar a insulina; IL: interleuquina;

TGF-4. Factor de crecimiento transformante.

3. Localizacion de la somatostatina

Las células productoras de SRIF poseen una moféokipgica. Estas células se
caracterizan por la presencia de multiples proloioges, como es el caso de las
neuronas productoras de SRIF (Bordi y col., 1996¢ ¢tas células D del pancreas, que se
encuentran en los islotes de Langerhans (Baetensoly 1979). Las células
somatostatinérgicas estan distribuidas ampliameoit¢odo el organismo (Tabla 3); se
localizan principalmente en el SNC y sistema nexwiperiférico, pancreas endocrino e
intestino 'y, en menor medida, en tiroides, glarsluladrenales, glandulas
submandibulares, rifidn, prostata, placenta y tdsti¢Patel, 1992). En la glandula

tiroidea, la SRIF coexiste con la calcitonina endélulas C (Baetens y col., 1979).

a. Distribucién en el SNC

A pesar de haber sido inicialmente descubiertal dipetalamo (Pelletier y col.,
1975), la SRIF se encuentra en mayor concentragidireas extrahipotalamicas. Asi, la
amigdala, el septum, el tubérculo olfatorio y gldiampo son areas muy ricas en SRIF.

El estriado, la corteza y la sustancia negra seasacon niveles moderados del péptido,
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mientras que el cerebelo y el bulbo olfatorio pasé®a concentracion muy baja de SRIF

(Schindler y col., 1997).

Tabla 3. Distribucién de la somatostatina en el sistema s central y tejidos periféricos

Principales localizaciones de la SRIF Tipo celular Localizacion

Sistema nervioso Neuronas Hipotadlamo
Corteza
Hipocampo

Pancreas
Intestino

Células D
Células D

Neuronas

Sistema limbico
Ganglios basales
Ganglio autonémico
Médula espinal

Islotes de Langerhans

Plexos submucoso y
mientérico

Otras localizaciones

Glandulas adrenales

tiroides

Sistema urinario

Células C

Células medulares
dispersas

Células parafoliculares
dispersas (coexiste con |
calcitonina)

Células de los glomérulps
renales y de los tubos
colectores

Se ha descrito la presencia de SRIF y de su ARNnp@a la escala de los

vertebrados, desde anfibios hasta mamiferos. Laese@ del gen de la SRIF se

mantiene altamente conservada en todas esas @&speacipesar de las diferencias

existentes entre ellas (Vaudry y col., 1992; Ya&jiepl., 1992). Mediante hibridacidn

situ, se ha demostrado que tanto en humanos comoam ehtARNmM de la preproSRIF

se encuentra ampliamente distribuido por el SNG/gima y Emson, 1990; Mengod y

col., 1992). Asi, se encuentran sefiales intensasdanla corteza cerebral de la rata,

especialmente en las capas V y VI y, de una forraa mmiforme, en la corteza cerebral

humana. En el hipocampo, todas las regiones CAetmrt ARNm de SRIF, mientras

que en el giro dentado de la rata, el ARNm soldisteibuye por la capa polimérfica. Las

zonas con mayor cantidad de ARNm de SRIF son étoworsal del septum lateral y las

32



-1 == |
g

Universidad de Alca Introduccioén

neuronas de la amigdala. En el globo palido deyrata humano, no existen células con
SRIF mientras que tanto el estriado como el nu@ecumbens poseen cantidades
moderadas de la misma (Augoog y col., 1991). Bmpgtalamo, la mayor densidad de
células productoras de SRIF se encuentra en etmjeraventricular. En dicho nucleo,
se coexpresan los ARNm de la SRIF y de los receptole GH, sugiriendo una
regulacion de la liberacion de GH por las célulasmaostatinérgicas (Burton y col.,
1992). En la sustancia negra del cerebro humanseia podido demostrar la presencia
del ARNm de la SRIF. En el cerebelo de rata, sddtactado dicho ARNm a nivel de la
capa granular, mientras que en humanos parecetestbnente ausente (Cooper y col.,
1981; Johansson y col., 1984). En la médula de hasp de rata, existe un gran nimero
de neuronas positivas para la SRIF en la espinsadgrnicleo del tracto solitario asi

como en los ndcleos trigeminales espinales.

4. Acciones fisioldgicas de la somatostatina

La sintesis y el aislamiento de la SRIF-14 dio tualescubrimiento de una gran
variedad de acciones fisiolégicas mediadas porodpdptido (Patel, 1999). La amplia
distribucion de la SRIF en el SNC sugiere que I#SRne un papel neuromodulador o
neurotransmisor. Tiene especial interés el hechauie la SRIF es la contrapartida
endogena del factor liberador de GH, puesto quibénia secrecién de dicha hormona.
Ademas, los niveles del ARNm de la SRIF estan extpd por la cantidad de GH
circulante. Asi, ratones transgénicos con elevadaantracion de GH en sangre poseen
también niveles elevados de SRIF, mientras que sitlacion es la inversa (ratones con
baja concentracibn de GH en el torrente sanguineoxantidad de SRIF es mas
moderada (Hurley y Phelps, 1992).

En el cerebro, la SRIF desempeia funciones cogsitiocomotoras, sensoriales
y ejerce efectos tanto estimuladores como inhibgosobre las funciones autonémicas.
Por otro lado, la SRIF es capaz de inhibir la sgérede un gran nimero de hormonas y
neurotransmisores como la dopamina, la noradrenalim hormona liberadora de
tirotropina (TRH), la hormona liberadora de cortiopina (CRH) o la hormona
estimuladora del tiroides (TSH), ademas de la GHaiaada anteriormente. La SRIF

no posee efectos directos sobre otras hormonas tompmlactina o la corticotropina
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(ACTH), aunque en patologias como la enfermedaiidditison o la acromegalia, la SRIF
es capaz de disminuir los niveles elevados de AG T prolactina, respectivamente.

En los tejidos periféricos, la SRIF también posesdtimd de funciones. A nivel
gastrointestinal, la SRIF inhibe la secreciéon décficamente todas las hormonas
intestinales estudiadas hasta hoy, asi como laedéor intestinal exocrina (acido
gastrico, pepsina, bilis y fluido colénico). Pormtado, la SRIF reduce la motilidad del
sistema digestivo, suprime el vaciado gastricazdiatraccion de la vesicula biliar y la
segmentacion del intestino delgado. En el tiroidasSRIF inhibe la secrecion de
triyodotironina (T3) y tetrayodotironina (T4), pihibicién de la secrecion de TSH, asi
como de la calcitonina. En la glandula adrenal,SRIF reduce la secrecion de
aldosterona estimulada por angiotensina Il y laesg@n de catecolaminas medulares
estimulada por acetilcolina. A nivel renal, la SRilkthibe la liberacion de renina
provocada por una hipovolemia y la absorcion deaamediada por la hormona
antidiurética. Otros efectos de la SRIF incluyenvdgoconstriccion (especialmente en
circulacion esplacnica) y la inhibicion de la pielacion de linfocitos y células
precursoras de la mucosa intestinal, cartilagoegtiWeiss y col., 1981; Reichlin, 1983;
Patel, 1992; Aguilar y col., 1996; Takeba y cof917).

En la Ultima década, se ha demostrado que la Siibién posee propiedades
inmunorreguladoras. En monocitos circulantes o afagos periféricos, la SRIF inhibe
la sintesis del ARNm del TN&; estimulada por el propio TNé; y la expresion de sus
receptores (Chao y col., 1995; Peluso y col., 1998) SRIF también inhibe la
proliferacion de la microglia en condiciones tarliasales como estimuladas. En
microglia, la SRIF inhibe la fosforilacion de pristas estimuladas por el factor
estimulador de colonias macrofago-granulocito (GBFE (Giulian y Baker, 1986). En
astrocitos de corteza cerebral de rata, la SRIbenka secrecion de IL-6 a través de la

inhibicion de la adenilato ciclasa (AC) (Grimaldcgl., 1997).

B. RECEPTORES DE SOMATOSTATINA

La SRIF ejerce sus acciones fisiolégicas mediamtenion a receptores de alta
afinidad presentes en la membrana plasmatica decdlhgas diana (Schonbrunn y
Tashjian, 1978). Los receptores de SRIF se acoplamiltiples sistemas efectores a
través de proteinas de union a nucleotidos de gaafuroteinas G) (Reisine y col.,
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1995(h)). Estos efectores incluyen enzimas, comfdafosfotirosina fosfatasas (PTPS),
proteina quinasas activadas por mitbgenos (MAPHKdsfolipasas, asi como canales

iGnicos, tanto de calcio como de potasio.

1. Estructura de los receptores de somatostatina

Hasta la fecha se han clonado cinco subtipos dpt@es de SRIF, denominados
sstl-sstb (Raynor y col., 1993a; Schindler y d®98). En un principio, se clonaron los
subtipos sstl y sst2 de ratdén, de humano y d€Yaraada y col., 1992a; Kluxen y col.,
1992) y, posteriormente, el sst3 de raton y de monf{¥asuda y col., 1992; Yamada y
col., 1992b) asi como el sst4 de rata y de hum@oafrol y col., 1992). Por ultimo, se
cloné el subtipo sst5 de rata y de humano (Brueoly 1992; Rohrer y col., 1993). En
ratén y en rata, existen dos isoformas del sulipsst2A y sst2B, que se originan por
procesamiento alternativo a partir del mismo ARNrfanetti y col., 1992; Schindler y
col., 1998).

Los cinco subtipos de receptores de SRIF pertenadanfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR). Los miembros de fastilia se caracterizan por
poseer siete dominios transmembramdelicoidales, tres bucles extracelulares, tres
bucles intracelulares, un extremo amino-termindtaeelular y un dominio carboxilo-
terminal intracelular. Los distintos sst poseenalto grado de homologia, tanto en
secuencia como en tamafio y estructura, con un@udngue oscila entre los 356 y los
391 aminoacidos. La mayor homologia se encuentribbemominios transmembrana,
mientras que los extremos amino- y carboxilo-teainson los que presentan mayores
diferencias (Reisine y Bell, 1995a; Patel y Srikd®97; Patel y col., 1999) (Figura 6).
La secuencia mas conservada entre los cinco ssiegesecuencia situada en el séptimo
dominio transmembrana, YANSCANPI/VLY, que constdula sefial de identidad de
dichos receptores. De modo similar a otros GPC&s,skt tienen entre una y cuatro
secuencias consenso en el extremo amino-terminal jtven como dianas de
glicosilacion. El subtipo sst5 presenta un lugaciadal de glicosilacion en el segundo
bucle extracelular mientras que sst2 puede glexssl en la parte externa del sexto
dominio transmembrana. En el primer y segundo bexieacelular existen dos residuos
de cisteina muy conservados que podrian dar lugmf@macion de puentes disulfuro
similares a los que existen en los recept@@sdrenérgicos (Dohlmann y col., 1990).
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Todos los sst presentan entre tres y ocho sitioe@®ocimiento para la PKA y la PKC,
tanto en el extremo carboxilo-terminal como enegjunido y tercer bucle intracelular, lo
que sugiere que el receptor podria ser reguladoiamted fosforilacion. Todos los
receptores de SRIF, excepto el sst3, poseen uneineisen el séptimo dominio
transmembrana que es susceptible de ser palmioilzal union covalente del &cido
palmitico en esta posicion puede crear un cuarttehtitoplasmico. La modificacion de
los sst por acidos grasos, como el acido palmigodria tener un significado funcional
muy importante. Se ha demostrado que la palmiidiladel receptor de endotelina A
humano, por ejemplo, afecta a la activacién deefestores celulares tras la union del
agonista a su receptor (Hostmeyer y col., 1996j)io8amente, el subtipo sst3 posee un
extremo carboxilo-terminal mucho mas largo queesta de los receptores de SRIF. Este
extremo mas largo esta implicado en los procesastdmacion y desensibilizacion del
sst3 (Roth y col., 1997). Los receptores de SRitbtén poseen residuos de tirosina cuya
fosforilacién provoca la internacion del receptdegerhof, 1998).

Sitio de N-glicosilacion

o
0 Aminoacidos 10, 20, 30, 40, 50...

| '] Sitio de anclaje a residuos de palmitoilato
(# Sitios de fosforilacion

Puente disulfuro entre cisteinas.
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Figura 6. Representacion esquematica del receptor de soradittstipo 2 de rata. (Tomada de
Weckbecker Get al.Nat Rev Drug Discov. 2003 Dec; 2(12):999-1017)
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2. Estructura de los genes de los receptores de sdpstatina

Los genes que codifican los cinco subtipos de tecep de SRIF estan
localizados en distintos cromosomas. En humanssgémes de los subtipos sstl, sst2,
sst3, sst4 y sst se localizan en los cromosomad 7,422, 20 y 16, respectivamente
(Yasuda y col., 1993; Takeda y col., 1995; BaureeigtMeyerhof, 2000). Estos genes
carecen de intrones entre las regiones codificada@ excepcion del gen del sst2 de
rata y raton. Dicho gen presenta dos intrones, e ga a originar, mediante
procesamiento alternativo, dos variantes del recepsst2A y sst2B (Vanetti y col.,
1993). Sin embargo, se ha observado que la regrarirtal 5’ no traducida (5" UTR) de
los genes del sst2 y del sst5 de ratdn, asi corh@sti® de rata, contienen intrones
(Baumeister y Meyerhof, 2000). Los principales dgtsl se han centrado en caracterizar
las zonas promotoras de estos cinco genes. Absia siemostrado que los genes de los
subtipos sstl, sst3, sst4 y sstS poseen un un@ugbor en la mayoria de las especies.
Sin embargo, el gen del sst2 contiene tres zomamgioras que, en el caso del raton,

estan separadas por dos intrones (Figura 7) (Kraot, 2000).

P1 P2 P3
Yy, 1'em®2 Tm -
YY1 GRE CRE ERE

Figura 7. Estructura del gen del receptor de somatostatinad de raton. El gen esta formado por cuatro
exones (cajas beige) y dos intrones (lineas obdisueontiene tres promotores (P1-P3) cuyos sities d
iniciacion de la transcripcion estan indicados ditechas. P1 presenta un sitio de union para eldade
transcripcion YinYan 1 (YY1) y P2 presenta un etemele respuesta a glucocorticoides (GRE), un
elemento de respuesta a AMPc (CRE) y un elememnesgdaesta a estrégenos (ERE).

La activacion del primer promotor sé6lo se ha ermemt en células tumorales
hipofisarias AtT-20. El segundo promotor, P2, si&vacen aquellos tejidos en los que la
SRIF y sus receptores ejercen funciones fisiol@yidales tales como en el cerebro,
hipdfisis, glandulas adrenales, pancreas, estorgatgsticulos. El tercer promotor se
encuentra activado en el pulmén, rifion, bazo, Utemvarios. La caracterizacion de
dichos promotores revela que estas zonas no centlas clasicas cajas TATA y CAAT,
al igual que en la mayoria de los genes de rea@ptmm siete dominios transmembrana.
En su lugar, se han encontrado elementos proxinealels zona proxima al sitio de
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iniciacion de la transcripcion. En la rata, estiesnentos estan constituidos por sitios de
union con alto contenido en guanina y citosina,ninés que en humanos son zonas ricas
en timina y citosina. En las zonas promotoras, t@mlexisten varias secuencias
consenso de distintos elementos de respuesta gukmela transcripcion de los cinco
subtipos de receptores en las distintas especiesal@s y en distintos tejidos. El
elemento de respuesta a hormonas tiroideas (TREh@#&entra en el promotor de los
genes de los subtipos sstl, sst3 y sstb. A suelegen del sstl y del sst5 posee un
elemento de respuesta a progesterona y glucodddggoEl gen del sst2 y del sst3
contiene un elemento CRE; el gen del sst2 contmenas, un elemento de respuesta a
glucocorticoides (GRE) (Kraus y col., 2000). Asimts se ha descrito que los cinco
subtipos de receptores presentan un elemento peesta a estrogenos (ERE), aunque

solamente ha sido caracterizado en el gen de(lsstfura y col., 2001).

3. Caracteristicas farmacoldgicas de los receptoree somatostatina

A la vista de la multitud de efectos biolégicos quusee la SRIF, existe un gran
interés tanto farmacoldgico como farmacéutico erdesarrollo de compuestos con
acciones especificas para su uso tanto en inveigtigaomo en la clinica. Asi, existen
muchos analogos sintéticos de la SRIF, tanto oilicomo lineales. Los péptidos
endogenos, SRIF-14 y SRIF-28, tienen acciones welizadas, ya que son producidos
localmente en los lugares donde van a actuar yeggadan rapidamente mediante
endopeptidasas. Debido a su corta vida media, seihtetizado anadlogos de SRIF mas
estables frente a la degradacion proteolitica quedgn utilizarse en terapias
farmacoldgicas. El analogo mas empleado en cliescal SMS-201-995 (Reisine y col.,
1995b); Lamberts y col., 1991; Lamberts y col., @9%uesto que tienen distintas
afinidades por los diferentes sst, el SMS 201-995camo el BIM23014 han sido
utilizados para diferenciar entre dos familias ste sna familia que incluye los receptores
de baja afinidad para estos analogos (sstl y gstfa familia que incluye los receptores
de alta afinidad para los mismos (sst2, sst3 y $Btiel y col., 1999).

Existen numerosos estudios que demuestran québhs sstl une con similar
afinidad la SRIF-14 y la SRIF-28. Sin embargo, npegos analogos sintéticos pueden
unirse con alta afinidad a este receptor y ningemespecifico del sstl. El sst2 presenta
también una alta afinidad por los dos péptidos gedds, asi como por el hexapéptido

MK678, que es especifico de dicho receptor. La SRIy la SRIF-28 se unen también
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con alta afinidad al receptor sst3, aunque éstaepta muy baja afinidad por el MK678.
Sin embargo, el BIM23056 parece ser especificosgll. El subtipo sst4 presenta una
homologia del 61% con sstl, por lo que su afinjpladlos analogos sintéticos asi como
por las formas endogenas de SRIF es similar a &lteeceptor sst5 posee unas
cualidades unicas dentro de la familia de los asjue posee hasta 6 veces mas afinidad
por la SRIF-14 que por la SRIF-28 y se une a uaa gantidad de analogos sintéticos
(Bell y col., 1999).

4. Regulacion de los receptores de somatostatina

a. Regulacién dependiente de agonista

La administracion aguda de SRIF produce una pléykdefectos inhibitorios
mientras que cuando la administracion es prolongadtas respuestas disminuyen,
llegando incluso a desaparecer (Lamberts y cobDl1®eisine y Bell., 1995a; Patel y
col., 1999). Esta bien establecido que la fosfobla desempeiia un papel muy
importante en la regulacién de los sst. Se ha deattlusque una vez que los receptores
se han activado, debido a la unién de su agonéstims se desensibilizan mediante
fosforilacion de residuos de serina y treoninagméss en el dominio carboxilo-terminal
intracelular del receptor, provocando un desacoplatm entre el sst y la proteina G.
Dicha fosforilacion esta catalizada por miembroslaléamilia de quinasas de GPCRs
(GRKSs) (Gainetdinov y col., 2004), de la que achelte se conocen siete miembros
denominados GRK1-GRK7. Mediante estudios de hibrifain situ, se ha demostrado
que las isoformas GRK2, GRK3, GRK5 y GRK6 son lase gse expresan
mayoritariamente en cerebro de rata (Erdtmann-\aigly col., 2001). Por lo tanto, la
fosforilacion del receptor y el posterior reclutanto de proteinas citosdlicas
denominadas arrestinas (Oakley y col., 2001) prexluel desacoplamiento entre el
receptor y la proteinas G, y la consiguiente irgeidn y posterior degradacion del
receptor. Todos los sst, excepto el sst4, se dédera mediante el mecanismo descrito
anteriormente. El sst4 posee una alanina en lugand treonina en la posicion 331 en el
extremo carboxilo-terminal. Se ha observado quaubtipo sst4 de rata transfectado en
células de rindbn humano, después de su activaadrelpagonista, posee una cierta

resistencia a la desensibilizacion e internacidne&as mismas células transfectadas con
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los subtipos sstl, sst2 y sst3 de rata, se haitegoe los tres receptores se internan
rapidamente después de la exposicion a SRIF-14egide@mp y col., 1998) Sin embargo,
se ha demostrado que los sst humanos transfectedeosglulas de ovario de hamster
chino (CHO-K1) sufren una rapida internacion tagXposicion prolongada a la SRIF,
excepto el subtipo sstl (Hukovic y col., 1999).nhaxima internacion la sufre el subtipo
sst3 (78%) seguido del sst5 (66%), el sst4 (29%) gst2 (20%). Existe una cierta
discrepancia en los porcentajes de internaciommsieelceptores entre distintos grupos de
investigacion. Esto se debe, al menos en partas adiferencias estructurales entre los
subtipos de sst de rata y de humano, asi comdirzekacelular utilizada para transfectar
los receptores.

b. Regulacion de la expresion de los receptoresa®atostatina

La regulacién de los genes que codifican para istintbs sst depende del tejido
en que se expresen. Una gran variedad de hormoalgiyas situaciones patologicas
también influyen en la expresion de dichos geneas, én la diabetes mellitus tipo I, se
observa una disminucion en los niveles de ARNmstik sst2 y sst3 en la hipdfisis y de
sst5 en el hipotdlamo (Bruno y col., 1994), mientgue se ha demostrado una
disminucion del ARNm de sst2 en un modelo animaladenfermedad de Alzheimer
(Aguado-Llera y col., 2005) y en enfermos de epiledCsaba y col., 2005). Por otro
lado, se ha demostrado que el ARNm de los sst aamemo respuesta al AMPc (ya que
los genes poseen regiones CRE (Patel, 1992)),gad&xina, al factor de crecimiento
epidérmico (EGF) o a la propia SRIF (Patel y cdP93; Moller y col., 2003). Los
estrogenos aumentan los niveles de ARNm de sdf1,yssst3, puesto que los genes
correspondientes poseen elementos de respuestarégeass (Kimura, 1998). La
testosterona ejerce efectos similares (Vidal y, d994), mientras que la progesterona
incrementa los niveles de ARNm de sstl y sst2 peyeoca un descenso en los niveles
de ARNm de sst3.

Hauser y col. (1994) identificaron en el recepsif sitios de unidn para el factor
de transcripcion especifico de hipofisis denominBdel. El factor Pit-1 parece actuar
como un regulador clave en la secrecion de GH,aadm a nivel transcripcional,
regulando la actividad tanto del gen de la GH caledos receptores que activan las vias

de sefalizacion en células somatotréficas (Bausrejstcol., 2000). Se ha demostrado
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gue la eliminacion funcional del ARNm de Pit-1 nsde el empleo de oligonucledétidos
antisentido bloquea la expresion de sstl.

El gen del receptor sst2 humano posee la caja @ftteaistica de los genes de
receptores acoplados a proteinas G y carece deelasencias TATAA y CAAT
(Greenwood y col., 1995). Xu y col. (1998) compmimaque la expresién de este
receptor es regulado por el@eéstradiol de forma dependiente del tiempo y déolsis
en células tumorales de cancer de mama. Dichaa@dul parece estar mediada por un
segmento distal de aproximadamente 1,5 kb localiza®,8 kb del sitio de inicio de
transcripcion.

Por otro lado, se ha demostrado que el gen delpsst@e un GRE, por lo que la
expresion de dicho receptor esta regulada por ghrtooides. Paralelamente a los sstl y
sst2, el aumento de los niveles de progesterongedds niveles del mensajero de sst3
(Patel, 1999; Vidal y col., 1994).

El andlisis del gen del sst4 muestra multitud dessde union SP-1, AP-2, CGF y
PuF, asi como un motivo de octdmero (regionesrdekoétidos a la que se unen factores
de transcripcion). Se han identificado regionesuletpras de tipo AP-3, E-2A y GCF
(Greenwood y col.,, 1995). Se cree que la respudstagen de sst4 a AMPc esta
probablemente regulada por la presencia de losesl@m® AP-1 y AP-2 en lugar de un
elemento CRE propiamente dicho. Montminy et al.8G)9 demostraron que los
elementos CRE responden a un aumento de la coaceémrde AMPc, que en ultima
instancia, provoca un aumento de la activacionadsubunidad catalitica de PKA. Sin
embargo, en lo que respecta al gen del sst4, leomyeccion de subunidades cataliticas
de PKA activas no provoca el aumento esperado aoriaentracion del ARNm del
receptor, por lo que el AMPc no es capaz de actavaxpresion de sst4 mediante CRE
(Moller y col., 2003).

De modo similar, se ha demostrado que el gen dgldssratén responde a los
elementos reguladores AP-1 y AP-2. Ademas, poseeeglitos de respuesta a
glucocorticoides y a ésteres de forbol. En céltilmgrofas TtT-97, se ha conseguido

inducir la expresion del ARNm del sst5 mediantexima (Baumeister y col., 1998).

5. Localizacion de los receptores de somatostatina

Estudios autorradiograficos e inmunohistoquimicas Hemostrado la presencia

de receptores de SRIF en el SNC, glandulas adser@ecreas exocrino y endocrino y
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tracto gastrointestinal, asi como en un gran narderibneas celulares (Meyerhof, 1998).
A continuacioén, se describe la localizacién de cadsipo de sst en dichas areas.

a. Sistema nervioso central

Mediante el empleo de analogos de SRIF como el MBK& el SMS 201-995, y
utilizando distintas técnicas, se ha podido analadistribucion de los distintos subtipos
de sst en diferentes regiones cerebrales (Kluxem.y1992; Kong y col., 1994; Mori y
col., 1997).

En el cerebro de la rata, los ARNm de los subtigstd-4 se han localizado,
mediante hibridacionn situ, en corteza, estriado, hipotalamo, amigdala echippo
(Bruno y col., 1993; Meyerhof, 1998). El sstl esrgls abundante a lo largo del eje
neural, el sst2 es el mas abundante en cortezaytraseque el receptor sst5 es
especialmente abundante en hipotalamo e hipdfisis niveles muy bajos en otras areas
cerebrales. Los mayores niveles de ARNmM de sst3detectan en el cerebelo,
especialmente en la capa granular (Kong y col.419%u distribucion es homogénea en
el resto del SNC.

Mediante el empleo de sondas de ARNc especifieablascomprobado que el
transcrito de sstl se encuentra ampliamente diglobpor todo el SNC de la rata,
encontrandose los niveles mas altos en el hipocahipotalamo, corteza y amigdala
(Meyerhof, 1998); también puede encontrarse dicRdf, aunque mucho més disperso,
en el cerebelo y en la médula espinal. En el elfig&aARNmM de sstl puede detectarse
en las capas V-VI (Perez y col., 1994) de la cartegrebral, en la corteza olfativa
primaria, en laaenia tecta el subiculo, la corteza entorrinal, la capa gi@andel giro
dentado, la amigdala y los nucleos cerebelareseNwan detectado transcritos de dicho
receptor en la hipdfisis (Tabla 4).

El ARNm del sst2 de rata, raton y humano fue daticpor Patel y col. (1993),
mediante extension del extremo 3’, en la hipofisisteza cerebral e hipotalamo. Al igual
que en ratdén, se han detectado en rata dos trimssde 2,3 kilobases (kb) y 2,8 kb,
respectivamente. El transcrito mas pequefio se ptraugrincipalmente en hipotalamo,
mientras que el segundo transcrito se expresa lt@yamente en drganos periféricos. El
sst2 es el subtipo mas abundante en el SNC, cpatubn de distribucion muy similar al
del sstl. Dicho receptor se encuentra en las capp&$ de la corteza cerebral, en la
taenia tectael claustro, el nacleo endopiriforme,letus coeruleusla habénula media,
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el subiculo, la capa de células granulares deldgrdado del hipocampo, el estriado y la
amigdala (Perez y col., 1994) (Tabla 4).

Aunqgue los niveles mas altos de ARNm del sst3 seehaontrado en el cerebelo
de la rata (Bruno y col., 1993), se puede encotdrabién dicho ARNm en la hipdfisis,
el bulbo olfatorio, la corteza olfatoria primarias islotes de Calleja, la habénula media,
la amigdala, la capa granular del giro dentaddyibcampo, la corteza cerebral y en
varios nucleos talamicos y pontinos. Su expresg®may débil en el estriado y en las
células de Purkinje del cerebelo (Perez y col.419Babla 4).

El subtipo sst4 se expresa en la mayoria de lasnegydel SNC, excepto en el
cerebelo (Bruno y col., 1992). Estas regiones caleb incluyen la corteza cerebral,
especialmente las capas IV y V, el hipocampo, lobcampos CAl y CA2, el
hipotalamo, el estriado y la amigdala (Tabla 4).

El sst5 es el receptor menos extendido de los @nbtipos. Su transcrito ha sido
identificado en la hipdfisis, en el hipotalamo y, menor medida, en la amigdala y el
bulbo olfatorio. Hay estudios que demuestran queRNIm del sst5 puede encontrarse en

el area preoptica y en el hipotalamo.

b. Tejidos periféricos

Los ARNm de sstl-sst5 se distribuyen de diferentara dependiendo del
tejido. En los islotes de Langerhans del pancrea®a@ino estan presentes todos los
subtipos de sst, siendo el sst2 el mas abundanigua que ocurre en las glandulas
adrenales. En el musculo esquelético y corazéstéles el mas abundante, mientras que
en prostata, el subtipo sst3 es el que se encuerfm@sado en mayor cantidad. En
ovario, el sstl es el mas ampliamente distribuRtarfo y col., 1993; Patel y col., 1993;
Reisine y Bell, 1995; Patel y col., 1999). Los asiaiveles detectables del transcrito de
sst5 se localizan en intestino, pancreas, coraziazg (Bruno y col., 1993).

Se ha demostrado la presencia de sst2 en casi lslaglulas especificas del
sistema inmune. Asi, se han encontrado sitios @mwspecificos para la SRIF en los
linfocitos T, tanto activados como sin activar (Kiie, 2000), en células B extraidas de
humanos sanos (Scichitano y col., 1987) y en lideaselulas B leucémicas (Scichitano
y col., 1988). En extractos de timo que contierma timocitos como células epiteliales
timicas, se han encontrado ARNm de los subtipak, sstt2 y sst3 (Krantic, 2000).
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También se ha demostrado la presencia de ARNmtAess$3 y sst5 en monocitos de

raton (Albini y col., 1999).

Tabla 4. Distribucidn de los receptores de somatostatina.

sstl Sst2 Sst3 sst4 SstS
ENCEFALO
|Corteza ++++ ++++ ++ ++ -
Hipocampo +++ ++++ ++ + -
Estriado +++ +++ ++ + -
Amigdala +4+++ ++ +++ + +
Bulbo olfatorio ++ +++ ++ ++ +
Talamo ++ ++ ++ + -
Hipotalamo + ++ + + ++++
|Cerebelo + - - - +
Hipofisis ++ ++ + + 4
TEJIDOS
PERIFERICOS
Pancreas - + - - -
Islotes de Langerhans ++ ++++ + ++ +
|Glandulas adrenales + ++++ + - -
Intestino + - + ++ ++
[Corazodn + +++ + +H++ ++
Rifion - ++ + ++ -
Estomago + + + + )
Bazo ++ + ++++ + +
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C. SISTEMAS DE TRANSDUCCION DE SENALES ACOPLADOS A LOS
RECEPTORES DE SOMATOSTATINA

1. Proteinas G

Las proteinas G tienen un papel primordial en fealssacion de la SRIF ya que
son las responsables del acoplamiento de loslsstdistintos efectores regulados por la
SRIF. Las proteinas G son heterotrimeros que ssaadola cara interna de la membrana
citoplasmatica (Gilman, 1987) y que estan formgmasuna subunidad con actividad
GTPasa, una subunidddl y una subunidad, codificadas por distintos genes (Ross,
1989). La subunidadi proporciona la identidad a la proteina G y esuda gntra en
contacto con el receptor a través de su dominier@ihal (Birnbaumer y col., 1990).
Existen distintos tipos de subunidadescuya homologia permite clasificar las proteinas
G en cuatro subfamilias: {GG/G,, Gy Yy Gio. Las subunidade$ y y forman un
heterodimero al que se unira la subunidadiempre y cuando lleve unido GDP. La
asociacion entre los tres monomeros es esencialgbacoplamiento funcional entre el
receptor de membrana y la proteina G. Ademas,itmude la subunidad al dimeroBy
disminuye la liberacién espontanea del GDP (Brgnidbss, 1985). Cuando se activa el
receptor, mediante la unién de un agonista, seupmdn intercambio de GDP por GTP
en la subunidad. Dicha union provoca cambios conformacionalesaesubunidacdx
que favorecen su disociacion del dimByo Ambas partes de la proteina G son capaces
de activar distintos efectores celulares. La atdigtiGTPasa intrinseca de la subunidad
hidrolizara el GTP a GDP, devolviendo la subunidaasu estado inactivo, favoreciendo
de nuevo la union By. La reasociacion del heterotrimero devuelve adéefna G a su
estado inicial (Ford y col., 1998; Wall y col., B)9

Se ha demostrado que el pretratamiento de disttigos de células con toxina
pertusis (PTX) bloquea la mayoria de las accioreedadSRIF (Cronin y col., 1983;
Reisine y col., 1985a; Reisine y col., 1985b; Lewisol., 1986; Yajima y col., 1986).
Puesto que las proteinag GGz, Gas, Goa1 Y Gowz SON las que presentan sensibilidad a
la PTX, se postulé que éstas serian las respomssdblenediar las acciones de la SRIF.
Mediante técnicas de inmunohistoquimica, Law y €&P91) demostraron que en
cerebro, los receptores de SRIF se unen especéitana las proteinasid@y Gigsz. Un

estudio posterior demostré que la unién de agmiatalichos receptores en cerebro
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promueve la asociacion del receptor cafy & con Gy, posiblemente aumentando la
afinidad del receptor por estas subunidaglgsaw y col., 1992). Por consiguiente, en
cerebro, tras la unién de la SRIF a sus receptéstss son capaces de acoplarse a todos

los subtipos de proteinas§ Gog.

2. Efectores

a. Adenilato ciclasa

La adenilato ciclasa (AC) es una proteina de la lbnena plasmatica que
convierte el nucleétido adenosin-5'-trifosfato (ATéh AMPc, un segundo mensajero
que regula un gran numero de funciones celularsclividad de la AC esta controlada
por receptores estimuladores e inhibidores medignaeoplamiento de éstos a proteinas
Gs o Gi, respectivamente. Hasta la fecha, se hsaritbediez isoformas de AC distintas.
Nueve de ellas se asocian a membrana, denomindths\&9, y una isoforma soluble.
Las isoformas AC1-AC9 estan reguladas por protefdasnientras que la isoforma
soluble se activa por bicarbonato. Las isoformad A3 y AC8 son sensibles aTa
calmodulina, los subtipos AC2, AC4 y AC7 son estados por By, mientras que AC5
y AC6 se distinguen por su sensibilidad a la irdidsi por C&" y por Ga, Ga1, Gaz,
Gias Y Guz. Todas las isoformas, salvo la AC9, son estimdauta forskolina (FK), un
diterpeno procedente de la pla@@aleusforskhohli(Premont y col., 1996).

Las isoformas AC1-AC9 poseen dos dominios duplisade seis segmentos
hidrofébicos cada uno unidos por un largo bucleagglular, que posee dos dominios de
homologia denominados C1 y C2. Estos dos domirmnstituyen el ndcleo catalitico de
la enzima. A estos dominios de homologia puederseitanto las proteinas G como otras
moléculas, por ejemplo, la HSunahara y Taussig, 2002).

La distribucion de las isoformas de AC se resumka drabla 5. En general, todas
las isoformas de AC unidas a la membrana se enmaneen tejidos excitables tales como
neuronas y musculo (Sunahara y col., 1996; Hangubefer, 2001). En el cerebro, las
isoformas de AC se localizan en distintas regiatedanismo (Xia y col., 1992; Mons y
col., 1993; Matsuoka y col., 1997). Aunque la méyate las isoformas se expresan
ampliamente, las isoformas AC1 y AC3 solo se exgir&n el cerebro (Xia y col., 1992).

La AC soluble se expresa principalmente en lodcidss, aunque se han identificado
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variantes que muestran un patrén de distribuciés andplio (Jaiswal y Counti, 2001). La
amplia distribucion de las isoformas de AC sugique cualquier célula contiene
multiples isoformas (Sunahara y Taussig, 2002).

La activacion hormonal de la AC ocurre principalteea través de receptores
acoplados a la proteinas,Gnientras que los miembros de la familiaihiben dichas
enzimas, mostrando una selectividad para determsniadformas de AC. Asi,i§z, Gz,
Gius, Goa Y Gaz pueden inhibir la AC5 y AC6 (Tabla 5) mientras @ig puede inhibir la
AC1 (y posiblemente ACS8), aunque no es tan poteot@o otras subunidades. Se
requiere la miristoilacion de las subunidadeg fiara la inhibicion de AC (Sunahara y
Taussig, 2002). También se ha demostrado una @@ulde la actividad AC mediada
por By, que puede estimular la enzima, como es el caso @2 AC4 y AC7, o
inhibirla, como ocurre con AC1 y AC8 (Sunahara ygsg, 2002).

El C&* también es capaz de regular la actividad AC. Seldraostrado que
concentraciones milimolares (no fisiolégicas) dé*Gaieden inhibir todos los subtipos
de AC existentes. En el rango micromolar, soloeseimhibidos AC5 y AC6.

Para determinar qué receptores de SRIF se acopdalaaimhibicion de la AC, se
utilizaron, en experimentos iniciales, dos analogesSRIF marcados radioactivamente,
el MK678 (que se une especificamente a los subsptds sst3 y sstb) y el CGP-23,996
(que se une a los subtipos sstl y sst4), y céliths EI| MK678 marcado condujo a una
inhibicion de la acumulacion de AMPc similar a llyocada por la SRIF (Raynor y
Reisine, 1992). Dicha inhibicidn se veia reducidanclo las células se trataban con GTP-
gamma-S, un analogo no hidrolizable del GTP, losugeria que la inhibicién de la AC
por parte de los sst debia llevarse a cabo a tde/gsoteinas Gi.

Empleando células HEK-293, se demostré que la A@gbida por el subtipo
sstl (Moller y col., 2003). Las células transfeatadon sstl de origen humano mostraban
un descenso en la capacidad de inhibir la activittada AC cuando se cultivaban en
presencia de MK678 o CGP-23,996. Por otro ladocdunlas transfectadas cong(
Gia2, Y Gz (Strnad y col., 1993), la SRIF inhibié la acumufecde AMPc estimulada
por FK. En musculo liso, cerebro y pancreas, asioccen distintas lineas celulares
transfectadas, se ha demostrado el acoplamiensst8ey sst5 a la inhibicion de la AC
(Meyerhof, 1998).
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Tabla 5. Localizacion de las distintas isoformas de adenilEitlasa de membrana.

Isoforma de AC

Localizacion tisular

Regulacién por

subunidades de proteinas (

AC1

AC2

AC3

AC4

AC5

AC6

AC7

ACS8

AC9

Cerebro
Médula adrenal
Cerebro
Corazon
Musculo esquelético
Pulmén
Cerebro
Epitelio olfatorio
Cerebro
Corazon
Higado
Pulmén
Rifi6n
Utero
Cerebro
Corazon
Glandula adrenal
Higado
Pulmén
Rifi6n
Utero
Ubicua

Ubicua, altamente
expresada en cerebro
Cerebro
Pulmon
Cerebro
Musculo esquelético

Estimulada por: G

Inhibida por: G,, Gou
Estimulada por: G, G,

Estimulada por: G

Estimulada por: G, Gg,

Estimulada por: G
Inhibida por: G, Gq

Estimulada por: G
Inhibida por: G,, Gq«
Estimulada por: G
Inhibida por: G,
Estimulada por: G

Estimulada por: G

La demostracion del acoplamiento de sst4 a la ACnfids compleja. Mientras

gue algunos grupos confirmaban su acoplamient®&lé@Meyerhof, 1998), otros grupos

lo contradecian (Raynor y col., 1993b). Estudi@izados en células transfectadas con

el gen del sst4 de humano y de rata mostrabantdistiespuestas a los analogos de GTP.

Finalmente, fueron Kaupmann y col. (1993) quienesaktraron que el subtipo sst4

inhibe la actividad AC, acoplandose a proteinasc@iroborando asi los resultados de

Demchyshyn y col. (1993).

En conclusién, hoy en dia esta bien establecidotgdes los sst clonados se

acoplan a la AC de forma negativa a través de imateGi (Figura 8) (Hoyer y col.,
1994; Patel y col., 1994; Patel, 1999).
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b. Canales de potasio

Los canales de Kse acoplan a los sst a través de una proteinanGrieada
inicialmente G, cuya caracterizacion posterior reveld que erapuogeina Gz (Yatani y
col., 1990). En 1996, el grupo de Kozasa (Kozasaly 1996) demostrd que en la linea
celular de hipofisis AtT-20, la SRIF estimula leedtpra de los canales dé K través de
la proteina G». Esta apertura conduce a una salida de iorieptévocando asi una
hiperpolarizacion la membrana plasmética. Dichaeipplarizacion conduce a una
reduccién secundaria de los niveles intraceluldee€&", por inhibicion de canales de
Cd* dependientes de voltaje, lo que provoca la inacttn de la PKC, y por
consiguiente, la inhibicion de la secrecion celuan neuronas de la region CALl del
hipocampo y del ndcleo del tracto solitario, estei@ hiperpolarizante de la SRIF se
debe a la activacion de una corriente ded&pendiente de voltaje, denominada corriente
M (Im), que puede bloquearse mediante agonistas muscar{daquin y col., 1988). Por
ello, hasta la fecha, se cree que tanigs Gomo Gy pueden estar implicadas en la
activacion de estos canales inducida por la SREmMAmMo, se ha sugerido que existe
una via alternativa a través de la cual la SRIfvadbs canales de 'Kde manera
indirecta. Esta activacion indirecta esta mediaatdaPLAy, que es una enzima activada
por la SRIF a través de una proteina Gi, lo quevqma la produccién de &acido
araquidonico y leucotrienos. Se ha observado qukboanmetabolitos estimulan los
canales de Ken neuronas hipocampales y en células de hipdfisista (Schweitzer y
col., 1990; Alderton y col., 2001).

Se han realizado diversos estudios para deternosasubtipos de sst que se
acoplan a los canales dé.KEn un principio, se sugirié que la activacionla® canales
de K" estaba mediada pordg y que los subtipos sst2 y sst3 se acoplan a gidtaina;
estos dos receptores mediarian los efectos estiteglae la SRIF sobre la apertura de
los canales de K(Yatani y col., 1990). Sin embargo, recientemesetéra observado que
en oocitos d&Xenopudransfectados con los subtipos sst2-sst5, tans@@ctivan canales
de K'. Por el contrario, se ha demostrado que el skithérdichos canales (Kreienkamp y
col., 1997).

En conclusion, se sugiere que todos los sst, exaspl, podrian acoplarse a los

canales de K activandolos.
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c. Canales de calcio

Ademas del efecto indirecto de la SRIF sobre laadatde C& (por activacion
de los canales de*) la SRIF es capaz de inhibir los canales d& @a tipo L y N,
reduciendo el flujo del cation hacia el interior ldecélula (Reisine, 1995c). Los sst se
acoplan a los canales L a través de una proteiital& subfamilia @(Reisine, 1995c).

El subtipo sst2 interviene en la regulacién dedasales de G4 En un estudio
con células hipofisarias GRC, y F4C; transfectadas con el sst2 humano y con canales
de C&* de tipo L y N, se observé que la adicién de SRifebanalogo SMS 201-995
inhibfa ambas corrientes de ZaSin embargo, cuando dichas células se transtectar
con el sstl, la entrada de*Cao fue inhibida ni por SRIF ni por su anélogo (Elecol.,
1990). No obstante, se ha demostrado que en cdlQ#6-38 de insulinoma de rata, el
sstl puede inhibir las corrientes d&Ceomo respuesta al analogo CH-275 (Roosterman
y col., 1998). Asimismo, Chen y col. (1997) han dstrado que en células tumorales de
hipdfisis, tanto el sst1 como el sst2 son capaedshdbir las corrientes de &ade forma
sensible a la PTX. Las subunidadesle las proteinas G implicadas en la regulacion de
las corrientes de Giincluyen las subunidadesa, dos Y 0> (Jeong e Ikeda, 2000),
aungue se ha demostrado que las subunidadéel heterotrimero son las principales
responsables de la regulacién por SRIF de los esridly L de C& (Delmas y col.,
1998). También existen trabajos que relacionaruleligo sst5 con la inhibicién de los
canales de G4 de forma sensible a PTX en células AtT-20 hipoigsa(Tallent y col.,
1996).

Como se ha descrito anteriormente, la inhibiciénodecanales de &amediada
por la union de la SRIF a sus receptores se pro@dumckién de manera indirecta, como
consecuencia de la apertura de los canales’ deld& consiguiente hiperpolarizacion. Sin
embargo, la SRIF también puede inhibir los candée€&" a través de la via del AMPc
(Tsien y col., 1986). Asi, se ha demostrado queKA es capaz de fosforilar los canales
de C&", provocando la apertura de los mismos. La SRIfHabir la AC, provoca una
disminucién en los niveles intracelulares del AMPpor ende, una menor activacién de
la PKA. El resultado final es la inhibicién de leenales de Ga(Figura 8).
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d. Vesiculas de secrecion

La capacidad de la SRIF de disminuir los nivele€efg intracelulares asi como
los niveles de AMPc explican, en parte, los efecaotisecretores de la SRIF. Sin
embargo, ademas de estos efectos, denominadossefgokimales, la SRIF también es
capaz de inhibir la secrecién de hormonas estinuliiectamente por AMPc, ionéforos
de C&", agonistas de los canales de*Ca por el inositol 1,4,5-trifosfato (4
diacilglicerol (DAG) y C&" extracelular (Patel, 1999). Todos estos hallamgisan que
la SRIF es capaz de inhibir la secrecion hormonadiiante un efecto distal sobre el
proceso de exocitosis, independientemente de &tosf que produce sobre el AMPc o
sobre el C&. El mecanismo por el cual la SRIF inhibe la exasiit es dependiente de
GTP y sensible a PTX, lo que sugiere la existetieiana proteina G junto al lugar donde
se produce la exocitosis, acoplada a los sst (e Matteis, 1990). Recientemente, se
ha observado que esta inhibicion de la exocitasipreduce por la activacion de una
proteina fosfatasa dependiente dé*@enominada calcineurina (Gromada y col., 2001).
En célulasa pancreaticas de rata, se ha demostrado que lessupide la exocitosis por
SRIF esta mediada por &, dado que anticuerpos contra dicha proteina bhkngua
accion inhibitoria de la SRIF (Gromada y col., 20(studios recientes sugieren que

sst2 podria ser el subtipo que media dicha infdhi¢Kramer y col., 2005).

e. Fosfotirosina fosfatasas

Las fosfotirosina fosfatasas (PTPs) son, desde &idag, el punto principal de
la investigacion de los efectos antiproliferativies la SRIF. Las PTPs son enzimas que
desfosforilan las proteinas tirosina quinasas yutardlas cascadas de las MAPK. En
1985 se describio, por primera vez, la sensibilidadas PTPs a la SRIF (Hierowski y
col., 1985). Las PTPs que se asocian a los efextoproliferativos de la SRIF son
aquellas que poseen un domisi@2, es decir, las PTPs citosolicas: SHP1 (SHPTP-1,
syp, PTP1D) y SHP2 (SHPTP-2, PTP-1C).

En células COS-7 transfectadas con sstl y sst2Zigern, se ha demostrado un
incremento muy rapido de la actividad PTP cuandafisglen los analogos SMS 201-995
0 RC-160, mientras que el RC-160 es capaz de datinge forma significativa la

actividad PTP en células que expresan unicamess(Buscail y col., 1994). Ademas,
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en células CHO-K1 transfectadas con sstl, se debngse esta estimulacion de las PTPs
es sensible a la PTX, lo que sugiere que esta aeegiar proteinas G (Pan y col., 1992).
En las células CHO-K1 transfectadas con sst2 eet@idel RC-160 sobre la proliferacion
celular fue inhibido por ortovanadato (Buscail y.c4995), lo que demuestra que el
receptor sst2 también media la accion de la SRhfestas PTPs. En células CHO-K1
transfectadas con el subtipo sst5 de rata, tang@dma demostrado un acoplamiento de
dicho subtipo a la activacion de las PTPs, inhitbiela proliferacion celular inducida por
suero fetal bovino (SFB).

Se considera que, entre los tres subtipos de ssingdulan la accion de la SRIF
sobre las PTPs, el sst2 es el receptor mas impertRauly y col. (1996) demostraron
que el sst2 activa constitutivamente la expresiénStHPTP-1 en células NIH-3T3.
Cuando se tratan dichas células con ortovanadatonooligonucleétidos antisentido
especificos de SHPTP-1, se observa un descensa iemibicion de la proliferacion
celular mediada por sst2. Cuando se coprecipitzpter y efector, la activacion del sst2
da lugar a un rapido desacoplamiento de SHPTPemp&fiado de un incremento en la
actividad catalitica. En células control, el SHPITfsforila residuos de tirosina mientras
que la SRIF induce una desfosforilacién de estsglues de forma rapida y transitoria
(Lépez y col., 1997). La PTX bloguea la estimulacitt SHPTP-1 mediada por SRIF, lo
que implica la participacion de alguna protein&&udios de coinmunoprecipitacion en
células CHO-K1 que coexpresan sst2 y SPH-1 indopaa la proteina G implicada
probablemente sea la &, ya que ésta coinmunoprecipita en presencia tissi y
anti-SHP1 (Lopez y col., 1997). Por otro lado, aedbscrito que SHP-2 se acopla a los
subtipos sst2, sst3 y sst4 en membranas de cuks83T3 (Reardon y col., 1997)
mientras que Florio y col. (1999) afirman que laneslacion de sstl también activa a la
SHP-2 en células CHO-K1.

Ademas de los efectos citostaticos de la SRIF, a&e bbservado efectos
apoptoticos (Srikant, 1995; Sharma y Srikant, 199&)i, el analogo SMS 201-995
induce apoptosis en células MCF7 de cancer de nfam@no, que se bloquea por
ortovanadato, lo que indica que dicha apoptosi restdiada por una PTP que se activa
con la llegada de la sefial proapoptética (SharBakant, 1998). En células CHO-K1,
en las que los receptores pueden expresarse indiménte, se ha demostrado que el
sst3 esta implicado en esta sefializacion (Sharcoé,y1996).
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El bloqueo de los efectos apoptéticos mediadodaponion de la SRIF a sst5 en
células CHO-K1, utilizando ortovanadato o PTX, essecuencia de la activacion de
p53, cuyos niveles estan aumentados en los prodesmaierte celular programada y no
requiere la detencion del ciclo celular en la f&de Sin embargo, en células CHO-K1,
gue expresan el resto de subtipos de sst, la adivale p53 que media la apoptosis
activada por SRIF si requiere la detencién debacl G1 (Sharma y col., 1999).

f. Proteinas quinasas activadas por mitdgenos

Todos los sst se acoplan a las MAPK (Patel, 19§8heralmente via PTPs.
Aunque la SRIF induce una inhibicion de la prohf@dn celular, ain se desconoce si sus
receptores activan o inhiben la cascada de las MA®RY{, en células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano, que expresan el sst2, la RNoca una inhibicion en la
actividad MAPK y, por lo tanto, una inhibicién d& proliferacion celular (Cattaneo y
col., 1996). El ortovanadato bloquea este efectajue indica que la inhibicion de la
MAPK mediada por SRIF se produce a través de PFigsr@ 8). En células NIH3733,
se ha demostrado que el sst3 también inhibe lsigedti MAPK via PTPs, ya que al
desfosforilar la proteina Raf-1 disminuye la adad MAPK (Reardon y col., 1996)
(Figura 8). Sin embargo, se ha demostrado quet®ldssminuye la actividad MAPK
mediante inhibicion de la guanilato ciclasa (GC)ord@elier y col.,, 1997) e
independientemente de PTPs. Por otro lado, lasifim de MAPK via sst también es
capaz de inhibir la proliferacion celular, como weuen células CHO-K1 tras la
estimulacion de sstl (Florio y col., 1999). Se pastulado también acciones duales. La
activacion de sst3 en células de insulinoma denyaaor ejemplo, conlleva la activacion
transitoria de la actividad MAPK, que decae inmidiieente después (Yoshitomi y col.,
1997).

En conclusion, dependiendo del tipo de sst questsae y del tipo celular en el
que se exprese dicho receptor, puede producirgedaa activacion como una inhibicion
de la actividad MAPK, con el resultado de una iidin de la proliferacion celular
dependiente de PTPs.
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g. Bomba de N§H"

La activacion de los sst puede desembocar en uilfiGacion del medio
intracelular. En 1999, Thangaraju y col. demostrajoe dicha acidificacion desempefa
un papel importante en las rutas de muerte celkktos cambios en el pH celular son
dependientes de la concentracion dé &dracelular e independientes de la estimulacion
de la actividad AC mediada por FK (Barber y cof92). La inhibicién de proteinas G
mediante el uso de PTX es incapaz de bloqueatescambio de NaH", lo que indica
qgue dicho efecto no esta mediado por proteindg&,GSin embargo, los resultados
obtenidos mediante microfisiometria muestran queetplacion de la actividad de la
bomba N3-H" es mas compleja de lo que parece. Mediante etlesm®lulas CHO-K1
transfectadas con el sst4 humano, Smalley y c@98) demostraron que la SRIF
acidifica el pH intracelular de forma dependienéeddsis, y que la PTX bloquea dicha
respuesta a la SRIF. Por lo tanto, sst4 debe nmelzukctivacion de la bomba NH" a
través de alguna proteinag/&p. En células CHO-K1 transfectadas con el sst2A dBsst2
la estimulaciéon de dichos receptores con SRIF tmbéduce el efecto de la misma
sobre la velocidad de reduccion del pH intracel¢@&hindler y col., 1998). Utilizando
un microfisiometro, Chen y Tashjian (1999) idewdfion distintas rutas de transduccion
moduladas tanto por sstl como sst2 en céluf@s En las células transfectadas con sstl,
la estimulacion con SRIF indujo una reduccién erndicidad de reduccion del pH de
forma dependiente de la dosis. Cuando las céldasamsfectaron con sst2, la SRIF
provoco una respuesta bidireccional en la velocdkadeduccion del pH extracelular, es
decir, un rapido aumento de este parametro segudan descenso por debajo del nivel
basal. Cuando las células se trataron con PTX, séld®loqued la reduccion en la
velocidad de reduccion del pH extracelular medjaatasst2 (Chen y Tashjian, 1999).

En definitiva, los sst estan acoplados funcionabmea la bomba de N&",
aungue la transduccion de la sefial tiene lugaraneglrutas distintas. La activacion de la
bomba resistente a PTX soOlo se ha observado emptoees sstl, mientras que los
subtipos sst2 y sst4 parecen acoplarse de fornsgbsz PTX a la activacion de dicha
bomba a través de proteinagGg.

h. Fosfolipasa C
La hidrdlisis del fosfolipido de membrana fosfdirdisitol 4,5-bisfosfato (P
por una fosfolipasa C (PLC) especifica es uno deptameros pasos en la regulacion de
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diversas funciones celulares. Dicha hidrdlisis uigat a la formacién de dos segundos
mensajeros intracelulares, el DAG y ek.IEl IP; se une a receptores intracelulares
especificos, situados en depésitos d& @aracelulares no mitocondriales, provocando la
liberacién de C& de dichos depésitos. El DAG, junto con efQiberado, activa la PKC
(Berridge, 1993). Hasta el momento, se han ideatiio 10 subtipos de PLC que se
agrupan en 3 familias: PLB-PLCyy PLC-0 (Rhee y Choi, 1992).

En cerebro, nuestro grupo de investigacion (Mufiogdd y col., 1995) asi como
otros autores (Lachowicz y col., 1994) han demdstigue la SRIF induce un aumento
de los niveles de B> mientras que en los islotes pancreaticos se barwddo el efecto
contrario (Malm y col., 1991). Lachowicz y col. @8 y Mufoz-Acedo (1995) han
demostrado que la SRIF aumenta la concentracid®P-den homogenados de hipdfisis,
hipocampo y corteza cerebral. También se ha oldereme la SRIF provoca la
movilizacién de C& en células que expresan sst nativos, como sarazitie astrocitos
procedentes de estriado (Delumeau y col., 1992).

Todos los sst humanos transfectados en célulasT@&dian la activacion de la
PLC a través de mecanismos sensibles a la PTX ousod estimulados con bajas
concentraciones de SRIF (Tomura y col., 1994).tAsallosis de SRIF, los subtipos sst2,
sst3 y sstb son capaces de estimular la PLC, péravés de vias insensibles a PTX.
Estos datos indican que los cinco sst se acopkferpntemente a proteinag@ a bajas
concentraciones de SRIF pero que sst2, sst3 ypssitien acoplarse a la proteina Gq a
altas dosis del péptido para activar la PLC. EmnlaglCHO transfectadas con sstl, la
SRIF también estimula la formacion des,IRBiendo este efecto bloqueado por PTX
(Kubota y col., 1994).
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Tabla 6. Acoplamiento de los receptores de somatostatinatantbs efectores.

Receptor Proteina G Efector
sst! Gai () AC
(-) Canales de *
Go0/Gai2/GBRy (-) Canales de ¢**
Sensible a PT (+) PTP:
(-) MAPK
(+) PLC
Resistente a PT (+) Bomba N'/H*
sst: Gai (-)AC
Gio3 (+) Canales I'
(+) PTP:
Go0/Gai2/GBy (-) Canales de ¢¢*
Sensible a PT (-) MAPK
(+) PLC
Gi/GQ (+) Bomba N'/H*
Gq (+) PLC
Sstt Gai (-)AC
(-) Canales de ¢**
Gio3 (+) Canales I'
Sensible a PT (+) PTP:
(-) MAPK
Gq (+) PLC
Sst¢ Gai (-)AC
(+) Canales de *
(-) Canales de ¢**
Sensible a PT (+) PTP:
(-) MAPK
(+) PLC
Gi/GQ (+) Bomba N'/H"
sstt Gai (-)AC
(+) Canales de *
(-) Canales de ¢**
Sensible a PT (+) PTP:
(-) MAPK (via (-)GC)
(+) PLC
Gq (+) PLC

PTX: toxina pertusis; PLC: fosfolipasa C; PTP: @&igbsina fosfatasa; AC: adenilato ciclasa;

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos; @&nilato ciclasa.
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D. SISTEMA SOMATOSTATINERGICO Y SISTEMA INMUNE

1. Células inmunes productoras de SRIF

Se ha demostrado que en ratones las células innpuessntes en las zonas de
inflamacion secretan SRIF-14 (Eaton y col., 200gdiante andlisis por RT-PCR, se ha
demostrado que las lineas celulares derivadas defagos p388D1, J774 y RAW 264.7
poseen grandes cantidades del ARNm de la prepro@RIBtt y col., 1999), mientras
que dicho mensajero no se encuentra en difereiness| de células T o células B (Fox y
col.,, 2000). Asimismo, se ha encontrado ARNm deFSBh el bazo de ratones
deficientes en células B y T. Todos estos datoscearindicar, por tanto, que son los
macrofagos los responsables de esta secrecion ldel8RLa expresion del mensajero
de la preproSRIF en los macréfagos de las zondamaforias estd mediada por la
produccion de interleuquinas proinflamatorias. G&&uwe bazo activadas por N IL-

10 contienen ARNm del precursor de la SRIF-14 YSRIF-28 (Weinstock y Elliot,
1998).

Se ha detectado la presencia tanto de la SRIF-ib ate la SRIF-28 en los
organos linfoides (bazo y timo) de ratas machdizatido anticuerpos que reconocen
ambos péptidos (Aguilar y col., 1991). Concretamgesé ha encontrado SRIF-IR en las
proximidades de las terminaciones nerviosas leamddig en estos Organos linfoides
(Felten y col., 1985). Se ha demostrado tambiérnapinfocitos procedentes de bazo de
rata secretan SRIF-14 vitro (Aguilar y col., 1996). Por otro lado, se ha coalyado que
los macrofagos activados por infeccion Sehistosoma mansordiislados a partir de
granulomas de raton producen SRIF-14 (Weinstoai.y £990).

En el timo, aunque se ha encontrado SRIF, aunsestéeterminar el tipo celular
responsable de su produccion (Krantic, 2000). Essukbcientes realizados en cultivos
de células epiteliales de timo humano han reveladediante analisis por RT-PCR,
ARNmM de SRIF, lo que sugiere que estas célulasigmodser las responsables de la
secrecion de SRIF en el timo (Ferone y col., 190®0s estudios (Weinstock y Elliott,
2000) muestran una sobreproduccion de ARNm de @B&dF en células dendriticas y
epiteliales de timo de ratén, donde es impresciadiara la correcta maduraciéon de las
células T. Los mismos autores (Elliott y col., 1p3hcontraron el ARNm de la

preproSRIF en células aisladas de granulomas.
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2. Receptores de somatostatina en células inmunes

Hace mas de 30 afios, Bhathena y col. (1981) deanostta presencia de sitios
de union de SRIF en células mononucleares de samgiférica en humanos. Usando
SRIF marcada radiactivamente y analisis de Scatchaostraron que poblaciones
celulares enriquecidas en linfocitos y poblaciooekilares enriquecidas en monocitos
contienen varios cientos de sitios de union panlaéDesde entonces, se ha identificado
la presencia de sitios de unién para SRIF en vaéfidos y células inmunes y
hematopoyéticos, por medio de distintas técnicasntedio de autorradiografia de SRIF
(union de SRIF u octredtido marcados radiactivamargecciones de tejido), se revela la
presencia de sst en diferentes areas de tejidogdias. De este modo, se ha demostrado
la expresion de sst en tejido linfoide normal, uyeindo el tejido linfoide asociado al
estdbmago, timo, bazo y nédulos linfaticos (Reubol, 1993a; Reubi y col., 1993b). Los
sst se localizan principalmente en los centros geties de los foliculos linfoides y, mas
difusamente, en la pulpa roja del bazo y la médaldimo.

Los estudios de union de radioligando demostratanlgs sst estan presentes en
lineas celulares linfoides y de mieloma (Nakamucaly, 1987; Sreedharan y col., 1989).
Usando tanto unidon por radioligando como SRIF ndaceon fluorescencia, se han
detectado sitios de union a SRIF en linfocitos fpedos activados por mitégenos
(Hiruma'y col., 1990). M&s del 95% de las célulasaglas las subpoblaciones estudiadas
(tanto linfocitos T como linfocitos B) se marcaroan el derivado fluorescente de la
SRIF. En células mononucleares de sangre perif&igaactivar, globulos rojos y
granulocitos no se han detectados sitios de unama PRIF mediante ensayos por
radioligando (Hiruma y col., 1990). En este misrstudio, células leucémicas humanas
mostraron contener sitios de union para SRIF.

La expresion de sst puede ser detectaddvo. Tras inyectar octre6tido marcado
radiactivamente, el ligando se une a sus receptpueendo visualizarse de esta manera
los tejidos con mas alta densidad de sst (ss®ysgtrobablemente, sst3). Esta técnica se
ha utilizado para visualizar tumores neuroendosri@enning y col., 1993). Ademas, se
ha demostrado que en varios trastornos del sistemmaine, incluyendo linfomas
malignos (enfermedad de Hodgkin y Ilinfomas no-Hadgk enfermedades
granulomatosas (tuberculosis, sarcoidosis y sindrdenWegener) y otras enfermedades

autoinmunes como la artritis reumatoide (Van Hagesol., 1993; Van Hagen y col.,
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1994a; Van Hagen y col., 1994b; Van den Anker-Luolgteg y col., 1996), se expresa
una alta densidad de sst, permitiendo su visuaizamediante esta técnica. Por otro
lado, entre los tejidos linfoides normales, séld&to muestra un marcaje intenso con
octreotido radiactivo. El timo y los nddulos lintts no se visualizan (Reubi y col.,

1993a).

Puesto que la SRIF se une a todos los subtipostatosados hasta la fecha con
alta afinidad y que no existen analogos especifi@a cada subtipo de receptor, los
estudios de unién de radioligandos no dan sufieienformacion sobre qué sst se
expresan en las distintas células inmunes. Lodiestide RT-PCR tampoco muestran
resultados uniformes. Sin embargo, se ha demosttadcel subtipo sst2 es el subtipo
mas expresado entre las lineas celulares de leaceen distintas lineas linfoides y de
mieloma (Tsutsumi y col., 1997). Todas las linezlslares analizadas también expresan
sst3 y solo algunas mostraron presencia de s$54o 8nbos. En la linea celular linfoide
Jurkat se detectd el ARNm de sst2, sst3, sstdbypssd no del sstl. En el mismo estudio,
se demostro la presencia apenas detectable de AdRINsBt2 en células mononucleares
de sangre periférica sin activar, mientras quea®RNmM se expresaba ampliamente en
dicha linea celular tras activacion con fitohemtgina, asi como en linfocitos
transformados por el virus de Epstein-Barr. En otestudios, realizados sobre lineas
linfoides derivadas de linfocitos B y linfocitos 30lo se detecta el ARNm de sst2 (Van
Hagen y col., 1999). En células de timo de ratawtivo, se ha demostrado la presencia
de los ARNm de sstl y sst2 (Sedqi y col., 1996)efe estudio, la expresion de sstl se
vio aumentada tras estimular los timocitos conh@tmaglutinina e IL-1. Las células
microgliales de rata muestran los ARNm de sst3,ssst4 (Feindt y col., 1998).

La expresion de ARNm de estos receptores por piartestas células no indica
necesariamente que la proteina de los sst estnpeesn su superficie. Asi pues, aun no
se conoce que subtipos de sst son responsables wlddn de la SRIF a las células
inmunes. Se ha investigado recientemente la l@afn del subtipo sst2 en tejido
procedente de biopsias de pacientes con enfermedaue alteraciones del sistema
inmune utilizando un anticuerpo dirigido contra eitopo conservado del extremo C-
terminal del receptor sst2. Asi, se ha encontradeXpresion de sst2 en células
endoteliales y capilares de las proximidades deénfiitrados de células mononucleares

presentes en la mucosa gastrointestinal de pasietda enfermedad inflamatoria
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intestinal, asi como en una poblacién de célulaestepe monocito/macréfago (ten
Bokum y col., 2000). En pacientes con enfermedgdmsulomatosas como la sarcoidosis
o el sindrome de Wegener, la expresion de sst8maaaa células fagociticas presentes
en los granulomas (ten Bokum y col., 1999). Poo ¢ado, se ha demostrado que las
células T aisladas de zonas inflamatorias y deujparas expresan el ARNm del sst2
(Kimata y col., 1993; Blaser y Parsonet, 1994). iCioase extrae el granuloma entero y
se elimina la poblacion de linfocitos T de dichargrloma, el nivel del ARNm del sst2
cae en un 50%. Esto sugiere que otras células tale® macréfagos y células B

activadas, expresan también el subtipo 2 de recdpt8RIF.

3. Efectos de la somatostatina sobre el sistema inne

Se han descrito numerosos efectos de la SRIF sadb2lulas inmunes, tanio
vivo como in vitro. Es dificil comparar estos estudios, ya que logeBmentos se
realizaron en células procedentes de distintosalasry bajo condiciones experimentales
muy diferentes. Muchas veces se ha observado ldbigidn de una respuesta a
concentraciones bajas de SRIF (rango nM) (Payawl.y 1984) y la estimulacion de la
misma a concentraciones altas de SRIF (rango pBiy (fF col., 1991). Esta respuesta
bifasica parece ser caracteristica de la interacd® distintos neuropéptidos con las
células inmunes (Agro y Stanisz, 1995), y puedertema explicacion fisioldgica. Asi,
las concentraciones mas bajas @00%° M) son caracteristicas de neuropéptidos
circulantes en sangre, mientras que las conceom@gimas altas (T10° M) se
encuentran en las terminaciones nerviosas (Stapiszol., 1986). Los efectos
diferenciales pueden deberse a la activacion @eetiifes clases de receptores con alta o
baja afinidad por el ligando o a la modulacion deaktividad o densidad de los
receptores. Los estudios mas recientes muestratadBRIF puede tanto inhibir como
estimular la proliferacion de linfocitos tanto amianos (Nordlind y col., 1985) como en
roedores (Krco y col., 1986a). En los linfocitoslaBrespuesta a la SRIF es siempre
inhibidora, o no existe respuesta alguna (Krcoly ¢986a; Isihara y col., 1999).

En conjunto, las acciones de la SRIF sobre la sérale interleuquinas en el
sistema inmunitario son generalmente inhibidorasifitock y Elliot, 2000). Aunque los
linfocitos no son células endocrinas y el papelcexael AMPc en la secrecion de las
interleuquinas aun no se entiende por completopassble que los mecanismos de

inhibicion mediados por la SRIF dependan al menogarte de la inhibicion de la
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actividad AC de forma similar a la de las célul@mendocrinas. Aun asi, debemos
pensar en la actividad de otros segundos mensagEno® podria ser el €a Este puede

ser de interés debido a su implicacion en la iciobi de la secrecion neuroendocrina
provocada por la SRIF (Patel, 1999) y a su pap&taren la modulacion de la respuesta

de los linfocitos T y B a la estimulacion antigénic

a. Inhibicion de la proliferacion de linfocitos

La inhibicion de la proliferaciéon de células lindes es el efecto mejor
documentado de la SRIF sobre la funcién del sisiemane. La importancia de la SRIF
endogena en la regulacion de la proliferacion de délulas inmunes fue puesta de
manifiesto por Aguilar y col (1996). Estos autorasstraron que un oligonucleétido
antisentido disefiado para bloquear la traduccidnrABNmM de la SRIF estimulaba la
proliferacion espontdnea de esplenocitos de irataitro. Los efectos mas claros se
producen cuando se utilizan lineas celulares d#aivade linfocitos T o linfocitos T
purificados (Payan y col.,, 1984) o cuando se esdmeon concanavalina A o
lipopolisacéridos (Krco y col., 1986b; Casnici .cd997). Estos estudios, realizados
utilizando SRIF nativa, muestran una respuestaitania. Cuando se utiliza el analogo
BIM23014c (lanredtido) sobre linfocitos de raténjrhibicion de la proliferacion tiene la
misma eficiencia que cuando se utiliza el péptidtivo (Agro y col., 1991). Estos
resultados sugieren que el efecto antiproliferatjue ejerce la SRIF sobre los linfocitos
T podria estar mediado por sst2, sst5 o sst3.

La inhibicion mediada por SRIF de la proliferacide otros tipos celulares
distintos a los linfocitos T, como los monocitosd@da tener un papel modulador sobre la
respuesta inflamatoria (Takeba y col.,, 1997). Utudis reciente muestra que la
proliferacion de células mononucleares de sangrdépea humana estimulada por
fitohemaglutinina es inhibida tras la administracidel octreétido y también por un
analogo con alta selectividad para el sst5 (Atigaly, 1997).

El receptor sst2 es el subtipo de sst mas implieada inhibicion de los procesos
proliferativos de las células inmunes mediada RIFSaunque se ha demostrado que la
inhibicién de la proliferacion de la linea Jurkatlohfocitos T humanos esta mediada por
sst3 (Cardoso y col., 1998). En células tumoraéepahcreas humano y en la linea NIH
3T3, derivada de fibroblastos de raton, se ha cobgalo que la activacion del sst2

incrementa la tasa de transcripcion del gen deRH- Sinduciéndose asi un bucle de
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retroalimentacion autocrina con efectos antipradifieos (Rauly y col., 1996; Delesque y
col., 1997), aunque este mecanismo no se ha coagwoén ningun tipo celular del

sistema inmune.

b. Efectos de la somatostatina sobre la funcionlae linfocitos T

Ademas de los efectos antiproliferativos, la SR# demostrado ser capaz de
ejercer diferentes funciones sobre los linfocitosadtivados. Una de ellas es la
modulacién de la secrecion de citoquinas. En cglolanonucleares de sangre periférica
humana y en granulomas de raton, se ha demostuedia GRIF disminuye la secrecion
de IFNy (Muscettola y Grasso, 1990; Blum y col., 1998).atuo se bloquea esta
inhibicion mediante la adicion de sustancia P dlsguea especificamente el subtipo
sst2, la concentracion de IFNuelve a aumentar (Blum y col.,, 1992). Estos datos
sugieren que la regulacion de la secrecion de Iffdiada por SRIF se realiza via sst2.
Este hecho tiene una gran importancia en la respuesiune que se produce en la
EM/EAE, ya que el IFM media la activacion de los macrofagos/microgbaseécrecion
de anticuerpos por parte de células B activadgwelsentacion de antigenos a las células
Th y el desarrollo de éstas (Weinstock y Elliot0@0 Dicha inhibicion se realiza
selectivamente, puesto que el tratamiento con $RIdisminuye la secrecion de otras
citoquinas tales como la IL-4, TN&co el TGFg, que en su mayoria dependen de otros
subtipos celulares (Arimura y col., 1975).

La sobreproducciéon de IRNque ocurre en los granulomas estimula la expresion
del ARNm de la preproSRIF en los macréfagos prese(illiott y col., 1999). Se ha
demostrado que la SRIF estimula la adhesion dedlitois T humanos a la fibronectina
(Levite y col., 1998). Esto sugiere que la SRIFrfdstar modulando, de algin modo, el
trafico de linfocitos T a través de las paredetderasos sanguineos. Asi, es posible que
la sobreexpresion de IRNen los vasos sanguineos de la BHE aumente laiadhislas
células T a las células endoteliales que compoitda dbarrera, lo que podria conducir a

una mayor extravasacion de los linfocitos T hattajelo nervioso.

c. Efectos de la somatostatina sobre la funciénlo linfocitos B

La SRIF también actia sobre la secrecion de autoenpos anti-PBM. En las
células B activadas, la SRIF tiene capacidad pdnidir la produccién de IgG (Martinez
y col., 1998), IgA e IgM (Isihara y col., 1999).tegeduccion es dependiente de la

63



de Alca

Introduccién Universida

o

concentracién de SRIF (Scicchitano y col., 1988) h8 demostrado recientemente, que
en células de granuloma de ratén que hiperprodigge®a, el tratamiento con SMS-201-
995, se suprime por completo la produccion de Ig@2milar y col., 1996), pero no asi
la de IgG1 o IgM. En las células B autorreactilagproduccion de IgG2a esta mediada
por la estimulacién por IFN(Aguilar y col. 1996; Atiya y col., 1997), por lgue el
efecto inhibidor de la SRIF sobre la secrecionadlyG2a podria deberse al efecto de la
SRIF sobre el IFN cuyo papel en la activacion de las células Blagec(Blum vy col.,
1993). Esta respuesta estd mediada por linfocitbaclivados, ya que en ausencia de
estos, la SRIF no puede ejercer esta supresiéa skectecion de anticuerpos (Weinstock
y Elliot, 2000).

En ratas tratadas vivo con SRIF, el nUmero de células plasmaticas espasifi
de antigeno durante una respuesta inmune primasiairdiyé significativamente
(Eglezos y col., 1993), apuntando de nuevo a q&RI& tiene un papel primordial en la
activacion, proliferacion y diferenciacion de laélutas B. Experimentosn vitro
demuestran que el tratamiento con el octreétidoéduias B de sangre periférica humana
reduce el nimero de células plasmaticas derivagldssdinfocitos B, o que sugiere que
los subtipos de receptores sst2, sst3 o sstb podsi@r implicados en este proceso de
diferenciacion (Scolnik y col., 1996).

d. Efectos de la somatostatina sobre la funcionndenocitos y macrofagos

La SRIF influye en la actividad de células de l&rgs monocito-macréfago,
aungue existen algunas contradicciones en la femgue influyen sobre ella. La SRIF
es capaz de inhibir los procesos de quimiotaximenocitos de sangre periférica humana
y en macrofagos de raton, en un proceso indepdrddm la concentracion de SRIF
(Wiedermann y col., 1993; Ahmed y col., 1998). 8mbargo, existen estudios que no
detectan una inhibicién significativa de la quirakis (Sacerdote y col., 1990; ten
Bokum y col., 2000) ni con SRIF ni con octredtido.

También existen contradicciones sobre la modulao@rSRIF de la secrecion de
citoquinas en monocitos y macrofagos. En monoditiivados de sangre periférica, se
ha comprobado que la SRIF es capaz de inhibir ¢ees®n de otras interleuquinas
proinflamatorias, tales como la IL-4, la IL.-6 0 ENF-a (Peluso y col., 1996). Sin
embargo, hace relativamente poco tiempo que seohmurdcado que en monocitos

activados, la SRIF también podria activar la ségnede la IL-6 (Komorowski y Stepien,
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1995) o del TNFx (Hernanz y col., 1996) en estas células. La rgdnla que existen
estas diferencias entre ambos grupos se debeoadartracion de SRIF administrada. La
estimulacion de la secrecion de TMse produjo a una concentracion muy baja de SRIF
(10* M), mientras que la reduccién de la producciénTdéfF-o se observé en presencia

de concentraciones mayores de SRIF%10°).

e. Efectos de la somatostatina en enfermedadesimétorias créonicas

El papel de la SRIF como agente antinflamatoripaologias autoinmunes como
la artritis reumatoide ha sido extensamente esdodiza inflamacion neurogénica, que es
inducida por la liberacion de neuropéptidos talesa@ la sustancia P, sugiere que estos
neuropéptidos juegan un papel importante en lacicido y mantenimiento de la
inflamacién. La SRIF es capaz de inhibir la libéacde dichos neuropéptidos
(Szolcsanyi y col., 1998a; Szolcsanyi y col., 1998r otro lado, se ha demostrado que
la inyeccion de SRIF en las articulaciones de péegecon artritis reumatoide reduce el
dolor articular y el exudado sinovial (Coari y ¢dl995; Matucci-Cerinic y col., 1998). El
efecto analgésico de la SRIF podria estar mediadtageduccion de la extravasacion de
leucocitos (Karalis y col., 1994). La reduccion eéelidado sinovial por medio de la SRIF
ha sido comprobada en un modelo de artritis enjosn&e ha demostrado que la
administracion de BIM23014 a ratas con artritisuitida por adyuvante reduce la
gravedad de la misma (Rees y col., 1989), miempuasla administracién del octreotido
no reduce los sintomas (ten Bokum y col., 1999yue sugiere que es el receptor sstl o
sst4 el implicado en la inhibicion de estos proseso

En cuanto a la EAEa en si, se ha comprobado gaénfenistracion sistémica de
SRIF u octreétido retrasa la aparicion de los siatode la EAE, aunque no queda claro
si estos efectos se deben a una acciéon inmunontudaldel octre6tido (Muhvic y col.,
1992).
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En pacientes con EM asi como en su modelo expetandém EAE aguda, se han
demostrado los siguientes datos:
1.- Los pacientes con EM presentan un bajo conteshéd tetradecapéptido SRIF
en el liquido cefalorraquideo (LCR) en las recidivde la enfermedad,
recuperando sus niveles durante las remisionesév/gaol., 1990; Maeda y col.,
1994; Roca y col., 1999). Estos resultados sugigtenla liberacion de SRIF al
LCR depende de la actividad de la enfermedad.
2.- Tanto la EM como su modelo animal, la EAE, stmrastornos
neuroinflamatorios y estd bien establecido que [RIFS tiene efectos
antinflamatorios, inmunomoduladores y neurotréfidsihvic y col., 1992; Atiya
y col., 1997; Takeba y col., 1997; Martinez y cbB98; Sccichitano y col., 1998;
Isihara y col., 1999).
3.- Existen receptores especificos de SRIF en aldel SNC implicadas en
ambos trastornos (Bhathena y col., 1981; Reubily ¢993a; Reubi y col.,
1993b; Tsutsumi y col., 1997; Feindt y col., 1998n Hagen y col., 1999).
4.- La SRIF inhibe la liberacion de interleuquinélle6) y del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) por macrofagos (Peluso y col., 1996), factored@sm
elevados en la EM y en la EAE.
5 — Recientemente, se han descrito lesiones naggndrativas en el hipocampo
de pacientes con EM y en animales con EAE (BrowgelHugues, 1962;
Lumsden, 1970; Kidd y col., 1999; D’Intino y cdQ05; Vercellino y col., 2005).
6 — Las terapias actuales frente a la EM son eBtsolo parcialmente y se
asocian con efectos secundarios significativos i aoa potencial toxicidad
(Waubant, 2003; Fontoura y col., 2006). Sin embalagexperiencias del doctor
Nieper, en los afios 60, con enfermos de EM muestnangran mejoria en los
pacientes tratados con la sal de calcio, magnesjotgsio del fosfato de
etanolamina.
Por todo ello, nos planteamos los siguientes olgsti
1.- Estudio del sistema somatostatinérgico en coda frontal, hipocampo y estriado
de la rata Lewis con encefalomielitis autoinmune gerimental aguda.
Para abordar dicho objetivo, se midieron los sigf@i® parametros en ratas control
y ratas con EAE aguda:
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1.1. Contenido de SRIF mediante:

La determinacién de los niveles de SRIF inmunotiea®n extractos de

corteza frontal, hipocampo y estriado de rata fmlioinmunoanalisis.

1.2. Expresion de los receptores de SRIF medianteedicion de:

Los parametros de equilibrio de la uni6én $8-Tyr':-SRIF a sus

receptores en membranas procedentes de cortezalfrbipocampo y

estriado de rata.

Expresion de los subtipos sstl-sst4 a nivel projerediante western blot,
en membranas de dichas areas cerebrales.

Niveles del ARNm del subtipo de receptor sst2 madi®CR a tiempo
real.

Niveles proteicos del factor de transcripcion CR&&orilado.

Niveles proteicos del factor de transcripcion CR&&orilado.

1.3. Funcionalidad de los receptores de SRIF masllarmedicion de:

La actividad AC basal y estimulada por FK, asi cdmanhibicién por

SRIF de dichas actividades en membranas de cdrte#al, hipocampo y
estriado de rata.

Niveles proteicos de las subunidades o, y oz de las proteinas Gi

mediante western blot en membranas de cortezaafromipocampo y

estriado de rata.

2.- Evaluar los efectos de la sal de calcio, magiesy potasio del fosfato de

etanolamina sobre la via de sefializacién de la SREh hipocampo y estriado de la

rata con encefalomielitis autoinmune experimental guda.

Para ello, se determinaron los parametros desenitiesiormente.

3.- Evaluar los efectos de la sal de calcio, magiesy potasio del fosfato de
etanolamina sobre los sintomas clinicos de la EAEjada mediante:
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Deteccion de infiltrados linfocitarios en estriatirata

Medicion de los niveles de anticuerpos autorreastifrente a PBM en
suero de rata.

Determinacion de los niveles de THF{FN-y e IL-18 en extractos de

hipocampo y estriado de rata.
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La enfermedad hace buena y agradable la saludaldne a la saciedad, el trabajo al
reposo. )
Heréclito de Efeso.
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Materiales y Métodos

. REACTIVOS

Acido 2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-

sulfonico (ABTS)

Acido citrico

Acido etilendinitrilotetraacético (EDTA)
Acido tricloroacético (TCA)

Acrilamida

Adenosin 5'-trifosfato (ATP)

Adenosin 3', 5'-monofosfato ciclico (AMPc)
[3H]-Adenosin 3'-5'-monofosfato ciclico
([BH]JAMPc)

ADNasa

Adyuvante completo de Freund

Agua oxigenada (bD)

Albumina sérica bovina (BSA)

Alimina

Anticuerpos monoclonales antizly anti-Gia,
Anticuerpo policlonal anti-Gt;

Anticuerpos policlonales anti-sst1-4

(Sigma, St. Louis, Mo, USA)

(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Merck, Darmstadt, Alemania)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Serva, Heidelberg, Alemania)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Du Pont, Boston Ma, USA)

(Roche, Barcelona, Esparia)
(Difco Laboratories, Detroit, Mi,
USA)

(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Merck, Darmstadt, Alemania)
(Chemicon Int., California, USA)
(Sta. Cruz Biotechnology,
California, USA)

(Sta. Cruz Biotechnology,
California, USA)

Anticuerpos monoclonales anti-GRK2, anti-GRK&ya. Cruz Biotechnology,

anti-GRK6

Anticuerpo monoclonal anti-CREB-P

California, USA)
(Sta. Cruz Biotechnology,
California, USA)

Anticuerpo 2™ (IgG de conejo anti-cabra conjuga@a. Cruz Biotechnology,

con peroxidasa)

California, USA)

Anticuerpo 3™ (IgG de conejo anti-ratén conjuga(ta. Cruz Biotechnology,

con peroxidasa)

California, USA)
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Anticuerpo 2™ (IgG de ratén anti-conejo conjugadsta. Cruz Biotechnology,

con peroxidasa)

California, USA)

Anticuerpo 3" (IgG de cabra anti-rata conjugadgSta. Cruz Biotechnology,

con peroxidasa)
Azida sodica

Azul de bromofenol
[3-mercaptoetanol
Bacitracina

Carbon Norit A
Cloramina T

Creatin fosfato (CP)
Creatin quinasa (CK)

Dextrano

Dietilpirocarbonato (DEPC)
Dimetilsulfoxido (DMSO)
Dodecil sulfato sédico (SDS)

Desoxinucleosidos trifosfato (ANTP)

California, USA)

(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Sigma, St Louis, Mo, USA)
(Sigma, St Louis, Mo, USA)
(Sigma, St Louis, Mo, USA)
(Serva, Heidelberg, Alemania)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Sigma, St Louis, Mo, USA)
(Sigma, St Louis, Mo, USA)
(Amersham-Pharmacia,
Buckinghamshire, Reino Unido)
(Sigma, St Louis, Mo, USA)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Roche, Barcelona, Espafia)

Ensayo de PCR a tiempo real por encargo para §spplied Biosystems, Foster City,

Fluoruro de fenilmetisulfonilo (PMSF)
Formamida desionizada

Forskolina (FK)

Fosfato de etanolamina (PEA)
Glicina

Glicerol

Guanosin 5'-trifosfato (GTP)
Heparina
3-Isobutil-1-metilxantina (IBMX)

MO)

(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Sigma, St Louis, Mo, USA)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Natur-import, Barcelona, Espafia)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)
(Panreac Quimica, Barcelona,
Espafa)

(Sigma, St. Louis, Mo, USA)

(Leo Pharma, Plantation, FI, USA)
(Sigma, St. Louis, Mo, USA)

Kit de ELISA para la deteccion de interleukirfa 1 (e-biosciences, San Diego, Ca,

(IL-1B)
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Kit de ELISA para la deteccion de interfergn-  (e-biosciences, San Diego, Ca,

(IFNy) USA)

Kit de ELISA para la deteccién de factor de neai$spiosciences, San Diego, Ca,

tumorala (TNF-a) USA)

Liquido de centelleo OptiPhase HiSafell (Wallac, Turku, Finlandia)

Master Mix para PCR a tiempo real (Applied Biosystems, Foster City,
MO)

Membranas de nitrocelulosa y nylon (Pall Corporation, Florida, USA)

Metabisulfito sédico (Merck, Darmstadt, Alemania)

Mycobacterium tuberculosis (Difco Laboratories, Detroit, Mi,
USA)

N-2-Hidroxietilpiperazina-N'-etanosulfénico (Sigma, St. Louis, Mo, USA)

(HEPES) (Perkin-Elmer, Boston, Ma, USA)

Na125|

N’, N'-metilen-bisacrilamida (Sigma, St. Louis, Mo, USA)

N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED)  (Sigma, St. Louis, Mo, USA)

Persulfato amonico (Sigma, St. Louis, Mo, USA)

Placas p-96 para ELISA (Ilwaki, Gyouda, Japdn)

Proteina Basica de Mielina (PBM) (Sigma, St. Louis, Mo, USA)

Inhibidor recombinante de ribonucleasas RNase(/nvitrogen, Carlsbad, Ca, USA)

ouT

Sacarosa (Merck, Darmstadt, Alemania)
Sephadex G-25 fino (Amersham-Pharmacia,
Buckinghamshire, Reino Unido)
Somatostatina-14 (SRIF-14) (Calbiochem, La Jolla, Ca, USA)
Talco (Panreac Quimica, Barcelona,
Espaiia)
Teofilina (Sigma, St. Louis, Mo, USA)
Transcriptasa inversa (Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA)
Trietanolamina (TEA) (Sigma, St. Louis, Mo, USA)
TriReagent (Sigma, St Louis, Mo, USA)
Tris-hidroximetil-amino-metano (Tris) (Merck, Darmstadt, Alemania)
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Tween-20

Tyr'-SRIF-14

80
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Il. ANIMALES Y MODELOS DE EXPERIMENTACION

A. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el presente trabajo se han utilizado ratas Léwibra, con una edad de 8
semanas, procedentes de Charles River Laboratbhdssnimales se sometieron a ciclos
constantes de 12 h de luz y de oscuridad, mantdosénrel estabulario a una temperatura
de 22°-24°C, con ventilacion continua. La alimeidtacjue recibieron las ratas constaba
de pienso granulado (dieta completa de mantenimipata ratas UAR A04, Panlab);

como bebida, se les suministré agua corriadtébitum
B. MODELOS EXPERIMENTALES

1. Modelo de encefalomielitis autoinmune experimeat aguda

El modelo de EAE se induce siguiendo el método destvinoto y col. (1990). La
proteina basica de mielina (PBM) se disuelve enamalsion de tampon fosfato salino
(PBS) con adyuvante completo de Freund (1:1) sugmado conMycobacterium
tuberculosis(Img/ml). Se inyectan 100 de esta emulsién en las almohadillas de cada
una de las patas posteriores del animal. A los2L@ihs de la induccion, las ratas
desarrollan los sintomas de la enfermedad, quevakiam de acuerdo al siguiente
esquema:

Grado 0: sin sintomas
Grado 1: flacidez de la cola
Grado 2: debilidad de las patas posteriores
Grado 3: paralisis de los miembros posteriores
Grado 4: muerte provocada por EAE
Con frecuencia, los grados 3 y 4 de la enfermedatemparian de incontinencia fecal y

urinaria.

2. Tratamiento con fosfato de etanolamina

La sal de calcio, magnesio y potasio de fosfatetdeolamina (PEA) se disuelve
en agua bidestilada con un pH ligeramente acidta Eslucion se administra por la

mafana (11:00-12:00) a un grupo de ratas Lewis re@bsemanas de edad) a una dosis
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de 150, 300 6 600 mg/kg peso/dia en un volumend&dl ml por via intraperitoneal
(i.p.). Los animales control reciben el mismo voaimue vehiculo.

Se han elegido dos tiempos de administracion cggtabde valorar si existe una
prevencion o una remision de los sintomas provacado la EAE. A un grupo de ratas
se les administra el farmaco PEA desde los dosatti@siores a la induccion de la EAE
aguda hasta el sacrificio del animal. En un segugrdpo, se administra a las ratas el
PEA desde la aparicion de los primeros sintomasaHhastotal desaparicion de los
mismos, siempre y cuando no se haya producidan&si@n de los sintomas en el grupo

de ratas enfermas con EAE.

lIl. EXTRACCION Y DISECCION DEL CEREBRO

A. EXTRACCION DEL ENCEFALO

Los animales se sacrifican por decapitacion comuglotina, a nivel de la
primera y segunda vértebra cervical. Inmediatameéespués del sacrificio, se procede a
la extraccion del encéfalo. Se efectlia una incikiagitudinal de la piel de la cabeza, de
nuca a hocico, y una vez retirada la piel, se diséos musculos dorsales de la nuca. Se
introduce la punta de unas tijeras finas en logyerés laterales del agujero occipital, de
forma laterodorsal al bulbo raquideo, y en diretablicua hacia el conducto auditivo
externo. Con unas pinzas, se separa el huesotatdigiciendo presion hacia fuera y, del
mismo modo, se levantan los huesos parietales,erdi traccion hacia arriba.
Normalmente, al separar los huesos parietales spratwle la duramadre, dejando
accesible el cerebro; de no ser asi, se cortatimhgalmente en direccion al espacio
interhemisférico y se separa posteriormente hamsalddos con unas pinzas finas. A
veces, es necesario ampliar la craneoctomia mediaatcion y eliminacion de
fragmentos de los huesos frontales para obteregrcéfalo en su totalidad.

Una vez aislada la porcion dorsal del cerebrogeseignan los nervios olfatorios
con una espatula roma, que se pasa por debajo gefrorte de la sutura frontoparietal.
Posteriormente, se seccionan los fasciculos Optitass arterias carétidas, el tallo
hipofisario y los nervios craneales que salen a yimmtro lado del tronco cerebral,
qguedando libre el encéfalo, el cual se extrae ylegmosita sobre una placa de metal

enfriada en hielo.
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B. DISECCION DEL CEREBRO

Una vez extraido el cerebro, se procede a la disedes la corteza frontal, el
hipocampo y el estriado por el método de Glowieskiersen (1966).

El cerebro se deja reposar sobre su parte conveeagpara el rombencéfalo (A)

Materiales y Métodos

HIPOTALAMO

SECCION 2

COMISURA ANTERIOR

Figura 9: Representacién esquematica de la diseccion dabicer

del resto del cerebro mediante una seccion trasaiveffigura 9, seccion 1),

descartandolo. A continuacién, se realiza una éectransversal a nivel del quiasma
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Optico que pasa a través de la comisura antergmci@® 2), el cual delimita la parte
anterior del hipotdlamo. Esta seccidn separa ebceren dos partes: By C.

La corteza se obtiene del l6bulo frontal de la & eliminando la sustancia
blanca adherida. Para aislar el hipocampo, seaepaerebro medio, quedando asi dicha
estructura al descubierto. En el caso del estriselantroduce un sacabocados en ambos
hemisferios de las partes correspondientes dedgaentos By C.

V. ESTUDIO HISTOLOGICO DE LA INFLAMACION PRESENTE
EN TEJIDO CEREBRAL DE RATA

A. EXTRACCION DE LAS MUESTRAS

Se extrae el encéfalo tal y como se ha descrit@ apartado Ill. A continuacion,
se divide el cerebro en cerebro anterior y cer@odierior y se fija en formaldehido al
5% durante una noche. Tras la fijacidn, el tejidadeshidratado e incluido en parafina

para su posterior tratamiento.

B. METODO

El examen histologico se lleva a cabo en los ceeelute los animales de
experimentacion mediante tincion con hematoxiliogiga, para evaluar la presencia de
infiltrados inflamatorios. Para ello, se cortan hagestras con un microtomo a un grosor
de 5um, se tifien con hematoxilina de Harris durante i yrse lavan posteriormente con
agua corriente. Tras la primera tincidn, se realizgaso de diferenciacion con alcohol-
acido y un nuevo lavado con agua corriente. A ooliion, se someten las muestras a
una inmersién en agua amoniacal y después, se lavanuestras durante 10-20 min en

agua y se tifien con eosina durante 5 min. El exdesmwsina se lava con alcohol al 95%.

V. PREPARACION DE MEMBRANAS CELULARES

El aislamiento de las membranas cerebrales se Hevabo segun el método
descrito por Reubi y col. (1981). La corteza frgnt hipocampo y el estriado se
suspenden en 6, 3 y 3 ml, respectivamente, de taiHRFPES 10 mM, pH 7,6. El tejido
se homogeniza en un polytron Brinkmann en posibidinrante 15 s. EIl homogenado se
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centrifuga a 600 x g, 10 min a 4° C. Se decantsoktenadante a tubos limpios y se
desecha el sedimento. El sobrenadante se centafdga000 x g durante 30 min a 4° C.
El nuevo sedimento se resuspende en 10 ml de HEPEBESV, pH 7,6 y se centrifuga en
las mismas condiciones que las descritas anterraendinalmente, el sedimento se
resuspende en 530 de tampodn Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 y se distribwigrealicuotas que
se conservan a -80°C. Se utiliza una alicuota patarminar la concentracion de

proteinas por el método de Lowry y col. (1951).

VI. MARCAJE DE TYR1-SOMATOSTATINA-14 CON_'*INa

El marcaje de la Ty-SRIF-14 se realiza segin el método descrito por
Greenwood y col. (1963). Posterior a la reaccidnnurcaje, se purifica la mezcla de
reaccion por cromatografia de exclusibn molecuéaa separar el trazador del resto de
las impurezas que le acompafan. Dicha purificagénrealiza en una columna de
Sephadex G-25 fino equilibrado con acido acétictaMYBSA 0,1%.

A. PREPARACION DE REACTIVOS

1. Tyri-SRIF-14

Se disuelven 0,5 mg de F#SRIF-14 en 0,5 ml de &cido acético 0,1 M. A 100
de la solucion del péptido, se le afladen @0@e un tampdn acetato sodico 0,1 M a pH
7,4. Se utilizaran 10l de dicha solucién para el marcaje.

2. Cloramina T (C7H;CINNaO,.S.H,0)

La Cloramina T (10 mg) se disuelve en 5 ml de tamfo&fato potasico 0,3 M,
pH 7,5. Se prepara dicha solucion 10 min antesndetaje y se deja en oscuridad hasta
su uso. Se emplea la cloramina T como un oxidaété.d
3. Metabisulfito sédico (NaS,0s)

El metabisulfito sédico se prepara disolviendo 20da dicho compuesto en 5 ml
de tampdn fosfato potasico 0,3 M, pH 7,5. El metalfito se emplea como reductor para
detener la reaccion de oxidacion desencadenada plmramina T.

4. Tampon fosfato sédico 0,1 M, pH 7,4 con 0,25% dBSA

Se disuelven 1,15 g de MO, y 0,296 g de NapPO, en 100 ml de agua
bidestilada y se ajusta el pH a 7,4. Después,m@ae 50 ml a los que se afiaden 0,125 g
de BSA.
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5. Tampon fosfato sodico 0,1 M, pH 7,4 con 5% talco
Se toman los 50 ml del tampén fosfato sédico 0. dokfrante y se le afladen 2,5 g

de talco.

B. PREPARACION DE LA COLUMNA DE CROMATOGRAFIA

Se afiaden 10 g de Sephadex G-25 (fino) a 50 njjuie destilada y desionizada,
hirviendo la mezcla al bafio maria durante 1 h. Déspse deja reposar la mezcla para
eliminar, posteriormente, el agua. A este Sephasiexe afiaden 50 ml de &cido acético
0,1 M que contiene BSA al 0,1% y se deposita lacdlaezn una columna de vidrio de
1x45 cm, hasta conseguir una altura aproximadaOdend Una vez empaquetada la

columna, se equilibra con 50 ml de acido acétiéavdcon BSA al 0,1%.

C. MARCAJE

La reaccion de marcaje tiene lugar a temperaturbiesmte, en un tubo de
microfuga en el que se habran afiadido previamehte de Tyr-SRIF-14 (2,5ug). A
este tubo se le afiaden dde tampodn fosfato potasico 0,3 M, pH 7,5. A coumdcion, se
retiran 10ul para que la cantidad de H#SRIF-14 que quede para el marcaje sea de 2,5
ug. Posteriormente, se adiciona 1 mCi'tfNa y 5l de la disolucién de cloramina T,
agitando la mezcla durante 30 s. Finalmente, segagr 5ul de la disolucion de
metabisulfito sodico y 20@l de acido acético 0,1 M con BSA 0,1%. Se toma una
alicuota de 1l de la mezcla de marcaje y se pasa a un tuboanteene 1 ml de tampon
fosfato sédico 0,1 M, pH 7,4 con BSA 0,25% paraedsinar el porcentaje de
incorporacion dé?? al péptido mediante el test de adsorcion al talco

D. PURIFICACION

Se deja que el volumen de liquido que se encupntrencima del Sephadex G-
25 penetre en el lecho cromatografico y se afadeelala de reaccion, esperando a que
penetre en el gel. La elucion se realiza con aaiktico 0,1 M que contiene BSA al
0,1%, recogiendo alicuotas de 1 ml en el coleadratciones. Se toman alicuotas de 10
ul de cada tubo para contar la radioactividad (Agl®). Finalmente, se mezclan todos
los tubos que dieron mayor incorporacién'te y se reparte el volumen resultante en

alicuotas de 0,2 ml, que se conservan a -20°C.
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Figura 10: Purificacion de la SRIF-14 marcada ¢éth en una columna de Sephadex G-25.

E. TEST DE ADSORCION A TALCO

A 1 ul de la mezcla de reaccion, cuya radioactividadasmedido previamente, se
le aflade 1 ml de tampon fosfato sodico 0,1 M, pH que contiene BSA al 0,25%, y 1
ml de suspension de talco 5% en tampon fosfatacsd@liL M, pH 7,4. Se centrifuga el
tubo 10 min a 750 x g, se aspira el sobrenadase mide la radiacion emitida por los
sedimentos que quedan tras la centrifugacion.

Conociendo la radioactividad total en cuentas poruto (c.p.m. total) de la
muestra anterior al test y la radioactividad detlimento (c.p.m. sedimento), el

porcentaje de incorporacion (% |) se calcula meaditmsiguiente férmula:

cpm sedimento
cpm total x100

% 1=
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VI. ENSAYO DE UNION DE LA SOMATOSTATINA A SUS
RECEPTORES EN MEMBRANAS DE CORTEZA FRONTAL,
HIPOCAMPO Y ESTRIADO

La unién especifica de la SRIF se determina megliantmétodo modificado de
Czernik y Petrack (1983).

A. REACTIVOS

1. Acido acético 0,1 M con BSA 0,1%
2. Tampon de incubacién (pH 7,5):

Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, MgGI6HO 5mM, BSA 0,2% y bacitracina 0,1 mg/ml.
3. Somatostatina fria

A partir de una alicuota de SRIF-14 (6,1 X*M) disuelta en acido acético 0,1 M
con BSA 0,1%, se prepara una curva de SRIF en tamipdncubacion a concentraciones
finales de 18* M hasta 10 M. Esta Ultima concentracién se utiliza para dsiud unién
inespecifica.
4. 129.Tyr *-SRIF-14

Se diluye una alicuota d&2-Tyr'-SRIF en tampén de incubacién hasta una
concentracion final de 250 pM.
5. Membranas cerebrales

Las membranas obtenidas por el método descritsiamiente (apartado IV) se
resuspenden en tampon de incubacién a una conciéntréinal de proteinas de 0,15

mg/ml.

B. METODO

Se realizan las incubaciones en tubos Beckman erolumen final de 25Qul.
Los reactivos se afiaden en el siguiente ordenumrh:

* 175 pl de tampon de incubacion

* 25 ul de SRIF fria (13 M-107 M). Los tubos con concentracién “cero” llevan
25 ul de tampodn de incubacién

* 25 ul de®3-Tyr'-SRIF-14 (250 pM) en tampén de incubacion.

La reaccion se inicia afladiendo 2b de la correspondiente preparacion de
membranas. Los tubos se incuban 60 min en un b&@8G sin agitacion. Al cabo de
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este periodo, las muestras se centrifugan en urr@foga a 13 000 rpm durante 2 min.
Se aspira el sobrenadante y se lava el pellet aersdcarosa (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 y
sacarosa 9%), determinandose las c.p.m. en undwmnga(Wallac Pharmacia 1282
Compugamma CS) con una eficacia de contaje pafa del 86%.

Se preparan en paralelo tubos que contienen Gnitar@ul de *23-Tyr'-SRIF-
14, que representan la actividad total. Los redalia@e expresan como porcentajé-de
Tyr'-SRIF-14 unido especificamente respecto a la dativitotal. La unién especifica
(%B especifico) se calcula restandole a la uniél ta union inespecifica:

% B especifico = % B total - % B inespecifico.

VIII. INMUNODETECCION DE LOS SUBTIPOS DE RECEPTORES
DE SOMATOSTATINA

A. REACTIVOS

1. TTBS (pH 7,5):
Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
Tween-20 0,05%

2. Acrilamida/Bisacrilamida 30%

Se afladen 29,2 g de acrilamida y 0,8 g de N'N’Jeretbisacrilamida a 25 ml de
agua bidestilada y se calienta la mezcla a 50°&ggacion. Una vez disueltos, se enrasa
a un volumen total de 100 ml y se almacena la raezdPC.

3. Tampon de muestras (pH 6,8):
Tris-HCI 60 mM
SDS 3%
Glicerol 10%
Azul de bromofenol 0,003%
[B-mercaptoetanol 1%.

4. Tampon de electroforesis (pH 8,5):
Tris-HCI 50 mM
Glicina 384 mM
SDS 0,1%

89



-1 == T

Materiales y Métodos Universidad de Alcal

5. Tampon de transferencia (pH 8,3):
Tris-HCI 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20%
SDS 0,05%
6. Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
7. Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8

B. METODO

1. Preparacion de los geles

*Gel separador (12%):
Tris-HCI 1,5 mM, pH 8,8
SDS 10%
Acrilamida/bisacrilamida 30%
Persulfato amoénico 0,1 g/ml
TEMED
Agua

*Gel concentrador (5%)
Tris-HCI 0,5 mM, pH 6,8
SDS 10%
Acrilamida/bisacrilamida 30%
Persulfato amonico 0,1 g/ml
TEMED
Agua

2. Preparacioén de las muestras

Se toma un volumen determinado de las muestrasgrdgfuga durante 5 min a
velocidad maxima en una minifuga. A continuacioe, aspira el sobrenadante y el
sedimento se resuspende en tampon de muestrasdbegue la cantidad de proteinas a
cargar en el gel sea de 1Q00. Previo a la carga de las muestras en el gels &

calientan a 100° C durante 5 min, con el fin dendsalizar las proteinas.
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3. Electroforesis

La electroforesis se lleva a cabo a 100 V en eptande electroforesis.

4. Transferencia

Las proteinas se transfieren a una membrana decdliifosa mediante la
aplicacion de un campo eléctrico de 15 V durantdatéa noche en tampéon de

transferencia.

5. Inmunoblot

Las membranas de nitrocelulosa se bloquean con Td@® 5% durante 90 min
en agitacion a 4° C. Una vez blogqueada la membésta,se incuba con los anticuerpos
policlonales anti-sstl-diluidos 1:1000, durante toda la noche a 4°C. Algiguiente, se
retira el anticuerpo primario y se lavan las memasauna vez con TTBS/leche 5% y dos
veces mas con TTBS durante 5 min. Posteriormeatejiade el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa, diluido 1:2000, y las mamas se incuban a 4°C durante 1 h.
Finalmente, se retira el anticuerpo secundario seakzan seis lavados con TTBS para
eliminar completamente los restos de anticuerpo unao. El revelado de los
inmunoblots se lleva a cabo por quimioluminiscenatdizando un sistema de deteccién

de quimioluminiscencia de Santa Cruz Biotechnokagie

IX. CUANTIFICACION DEL ARNm_DEL RECEPTOR DE
SOMATOSTATINA sst2

A. REACTIVOS

1. Agua dietilpirocarbonato (DEPC) 0,005%

Tri-Reagent

Cloroformo

Etanol 75%

Tampon de enzima 10X (pH 7,6)
Trizma-base 500mM........ 0,303 g
MgCl, 500mM........ 0,508 g

6. ADNasa |

a M DN
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7. Tampon de parada (pH 8,0)
EDTA 500 mM....... 1,86 ¢
SDS 2%...ccevveeeannnn. 0449
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 1:1:0,02
9. Etanol absoluto
10.  Acetato sodico 3M
11.  Oligo(dT)12-18primer 0,5 mg/mi
12. dNTPs 10mM
13. DTTO0,1 M
14.  Inhibidor recombinante de ribonucleasas RNAse Out
15. M-MLV RT 2000 uds/pl
16. TagMan Universal PCR MasterMix sin amperasa

17.  Assay on demand

B. METODO

1. Extraccion de ARN

El ARN total se extrae de 50 mg de hipocampo adaskirmediante el método de
la guanidina isotiocianato, utilizando un kit comal (Tri-Reagent). Las muestras se
homogenizan en un homogenizador Potter en 0,5 fmtielReagent y se centrifugan a 12
000 x g durante 10 min a 4°C. Los sobrenadantdsassfieren a tubos nuevos y se
incuban durante 5 min a temperatura ambiente, pgra los complejos de
nucleoproteinas puedan deshacerse. Posteriornsendééaden 200l de cloroformo por
cada ml de Tri-Reagent utilizado en la extraccem,agitan fuertemente las muestras
durante 15 s, se mantienen 5 min a temperaturaeateby se centrifugan de nuevo a 12
000 x g durante 15 min a 4°C. Se recoge la fasesacy se transfiere a tubos limpios y
estériles. Se afiaden 0,25 ml de isopropanol paepiiar el ARN presente en la fase
acuosa y se deja reposar la mezcla 5 min a ternp&ratnbiente. Las muestras se
centrifugan a 12 000 x g durante 5 min a 4°C. laisenadantes se desechan y se lavan
los precipitados con 1 ml de etanol 75%. Despaésmuestras se centrifugan de nuevo a
7 500 x g durante 5 min a 4°C. Finalmente, losipitaclos se secan a temperatura

ambiente y se resuspenden en [0 de HO-DEPC. Después, se determina la
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concentracién y el grado de pureza de la mezclaadi#os nucleicos obtenida. Para
determinar el grado de pureza del ARN, se tomat @e los 50ul y se realiza una
dilucion 1:200 en KD-DEPC. Se mide la absorbancia de la muestra a@6pa 280 nm
usando HO-DEPC como blanco y se calcula la pureza utilipaadsiguiente formula:

Aoeo
Pureza=——

280

Si la relacion se encuentra entre 1,8 y 2, se dersique la muestra tiene un
grado de pureza aceptable. Para calcular la caac#én de ARN, se considera que una
unidad de absorbancia (D. O.) a 260 nm correspardifepg/ul de ARN.

2. Digestion con ADNasa y precipitacion del ARN

Se toman 2Qug de &cidos nucleicos de cada una de las mueditasidas en el
paso anterior y se mezclan conpl@e tampén 10x, 10l de ADNasa | y se enrasa hasta
100pl con HO-DEPC. Se incuban 30 min a 37°C, tras lo cuafisden 1Qul de tampon
de parada, y se incuban durante 10 min adicioreal@g°C. La reaccion se detiene en
hielo. A cada muestra se le afadird un volumen de umezcla de
fenol:cloroformo:isoamilico y, tras agitar las minas durante 30 s, se centrifugan
durante 15 min a velocidad maxima a 4°C. Se relzot@se acuosa en tubos nuevos y se
aflade 1/10 de volumen de acetato sodico y 2,5 wwigmde etanol absoluto frio. Se
llevan a -20°C durante toda la noche y se cenarfuag12 000 x g durante 15 min a 4°C.
Se retira el sobrenadante, se aflade 1 ml de ef&36ly se centrifuga a 12 000 x g
durante 15 min a 4°C. Este paso se repite una asz/rdespués, se retira el sobrenadante
y se deja secar a temperatura ambiente. Una Vea secado por completo, se afiaden 45
ul de HO-DEPC. Se toman Bl y se mide la pureza y la concentracion del ARN de

mismo modo descrito en el apartado B.1.

3. Transcripcién inversa y PCR a tiempo real

La reaccion de transcripcion inversa se lleva aoaan 50 ng de ARN total,
utilizando para ello el archivo de ADNc (Applied oBystems), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

La PCR a tiempo real se realiza en un termocicl&iaor Gene 3000 de Corbett
Research, utilizando el MasterMix Tagman (Applieddgstems) con los parametros
recomendados por el fabricante. Las PCRs se reghaaduplicado en un volumen total
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de 20pl con 0,5-1pl de los productos resultantes de la reaccion dealascripcion
inversa. Se emplea un ensayo de expresion géngraaraespecifico para el subtipo sst2.
Dicho ensayo lleva como marcador la 6-carboxiflacetna (FAM) en el extremo 5’ del
elemento de union al surco menor (MGB) de la sgnda “quencher” en el extremo 3’
de la sonda. Se utiliza un gen de expresion catigtt (3-actina) como control
endogeno, con el objeto de normalizar los resutado

Para la cuantificacion relativa de la expresiénutiéza el método de IAAC,
como recomienda el fabricante. Los datos se expres@o valores de<Jel nimero de
ciclo en el que las curvas de amplificacion cruzarumbral calculado) y se utilizan para
calcular los valores d&Ct (ACr = Cr del gen de interés —Glel gen empleado como
control endégeno). Este valor se calcula para oagsstra. La muestra control se utiliza
como referencia para cada comparacion. El ultimeo pgs la transformacion de estos
valores en valores absolutos. La férmula para casnéi la expresion génica e$2".

Los analisis estadisticos se realizan con los galdeACy

X. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA

El estudio de la actividad AC se lleva a cabo deesto con el método de
Houslay y col. (1976), con pequeiias modificaciones.

La medida de la actividad AC se realiza cuantificarel AMPc producido
mediante el método de la proteina enlazante. Distodo consiste en establecer una
competicion entre el AMPc producido y el AMPc aftladal medio, que compiten por

unirse a las subunidades reguladoras de la PKA.

A. REACTIVOS

1. Trietanolamina (TEA) 25 mM, pH 7,4

2. TEA 25 mM, pH 7,4/BSA 0,1%

3. Reactivo 1

Contiene EDTA 6 mM y MgS©30 mM disueltos en TEA 25M, pH 7,4
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4. Reactivo 2

Se prepara disolviendo 3-isobutil-1-metilxantin8MIX) 6 mM, bacitracina 6
mg/ml y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) Of6M en TEA 25mM, pH 7,4
5. Creatin fosfato (CP)
La CP se utiliza a una concentracién de 90 mg/nilEeA 25mM, pH 7,4
6. Creatin quinasa (CK)
La CK se prepara a una concentracion de 12 mg/mE&n25mM, pH 7,4
7. Guanosin 5'-trifosfato (GTP)
Se prepara el GTP a una concentracion deM.@n TEA 25mM, pH 7,4
8. Adenosin 5'-trifosfato (ATP)
Se prepara el ATP a una concentracion de 15 mMEnZbmM, pH 7,4
9. Coctel
El coctel contiene los siguientes reactivos:

*1 volumen de reactivo 1

*1 volumen de reactivo 2

*0,5 volumenes de CP

*0,5 volumenes de CK

*0,006 volumenes de GTP
10. Medio de la curva
El medio de la curva contiene:

*1 volumen de reactivo 1

*1 volumen de reactivo 2

*1,6 volumenes de TEA 25 mM, pH 7,4

*0,4 volumenes de ATP 1,5 mM
11. Medio de dilucion
El medio de dilucion contiene:

*1 volumen de reactivo 1

*1 volumen de reactivo 2

*2 volumenes de TEA 25 mM, pH 7,4
12.  Aldmina
Se prepara la suspensiéon de alimina a una conciéntide 0,75 mg/ml en TEA
25 mM, pH 7,4
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13. Solucién PK
La solucion PK contiene:

*100 ml de tampodn fosfato 0,2 M, pH 6,5

*2 g de BSA

*0,186 g de EDTA

*0,0144 g de teofilina

*41 ul de 3-mercaptoetanol
14.  Adenosin 3’-5-monofosfato ciclico (AMPc)
Se parte de una preparacion monohidratada de AM$&& disuelve en tampon
fosfato 0,2 M, pH 6,5 a una concentracion de 1 fmmiol
15. Somatostatina-14 (SRIF-14)
Se utiliza la SRIF-14 como inhibidor de la activddaC a una concentracion final
de 10* M, diluida en TEA 25 mM, pH 7,4 que contiene 0,&BSA.
16. Forskolina (FK)
A partir de una alicuota de FK 1M disuelta en dimetilsulféxido (DMSO), se
preparan diluciones progresivas con TEA 25 mM piH @on objeto de alcanzar
una concentracion final de 20/.
17.  [*H]-AMPc
Se diluye una preparacion comercial de [*H]-AMPal @médnica en solucion de
etanol 50:50) en tamp6n fosfato 0,05 M, pH 6,5 pdotener una concentracion
final de 0,1 M. Se diluye esta solucion de [3H]-AMB16 en tampon fosfato 0,05
M, pH 6,5.
18.  Suspension de carbon activo
Con objeto de separar el [BHJAMPc que no se haainith PKA de lo unido, se
prepara una suspension de carbdn activo 2,6% YBHA 2% en tampon fosfato
0,05 M pH 6,5.

B. CURVA ESTANDAR DE AMPc

Para construir la curva patron, el AMPc frio seigkl con el medio de la curva
(Figura 11). El rango de concentraciones de AMRizadlo oscila entre 5 y 300 pmol/ml
(eje de abscisas). En ordenadas se representecehtae de [H]-AMPc unido a la PKA

con respecto a la radioactividad total.
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C. OBTENCION DE LA PROTEINA QUINASA A

La obtencion de la PKA se realizé segun el promdascrito por Gilman (1970).

La PKA se extrae de musculo de conejo. Los musaldoks extremidades y del dorso
del conejo se trocean con tijeras y se homogenitagido en 2,5 volimenes de EDTA 4
mM, pH 7, en un homogeneizador de aspas (Omni-MdeeDupont Instruments) a
velocidad maxima durante 2 min en hielo. El homegeado se filtra a través de una
gasa doble y el filtrado se centrifuga a 8 000 dugante 15 min a 4° C. Se desecha el
sedimento y el sobrenadante se centrifuga 30 niif BA00 x g a 4° C. Se desecha el
sedimento resultante y el sobrenadante se ajysta@l con acido acético 1 N. Se deja
reposar la solucion 1 h en hielo para que se puadle precipitacion; el precipitado
corresponde a la fosforilasa quinasa y a la gluosdgsintetasa. Posteriormente, se
centrifuga la mezcla a 10 000 x g durante 30 mid°&C; se vuelve a desechar el
precipitado y el sobrenadante se ajusta a pH :%cmo acético 1 N y se deja reposar
en hielo 1 h. Se vuelve a centrifugar la mezcl® @00 x g durante 30 min a 4° C y tras
desechar el precipitado, el sobrenadante se austh6,8 con tampdn fosfato potasico 1
M, pH 7,2. A continuacion, se afiade lentamente jp80, sélido (32,5 g por cada 100
ml de sobrenadante) para precipitar proteinas. @#ieme la mezcla en agitacion 2 h, se
centrifuga a 10 000 x g durante 1 h a 4° C y etipitado se resuspende en 50 ml de
Tris-HCI 5 mM, pH 7,5. La solucion se coloca en amembrana de celulosa cerrada por
los extremos superior e inferior y se dializa dtea#8 h a 4°C en 20 volumenes del
mismo tampon, cambiando el tampdn cada 12 h. A&als, el dializado se centrifuga a
10 000 x g durante 30 min a 4°C y se recoge elesaliante, que contiene la PKA; se
preparan alicuotas de 2(i0de PKA y se conservan a -20 °C.
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Figura 11. Curva estandar para la valoracién de la produccim AMPc, por el método de la proteina

enlazante.

D. TITULACION DE LA PROTEINA QUINASA A

Previo a su uso, es necesario realizar una titilage la PKA obtenida. Para ello,
se preparan varias diluciones (1/10, 1/15, 1/230,14/40 y 1/50) y se valora su
capacidad de union al [BHJAMPc en presencia deidaaés crecientes de AMPc frio (5,
10, 20, 30, 50, 100, 150 y 300 pmol). En el castodeesultados mostrados en la Figura
12, se eligié la dilucién 1/40 por presentar unasi®lidad adecuada para la valoracion
del AMPc.

98



&
1

Universida

o

de Alca Materiales y Métodos

1/50
1/40
1/30

1/20
1/10

% B
O D> e m «

log [AMPc]

Figura 12 Curvas de desplazamiento de la union de [3H]-AMPa PKA a diferentes diluciones de la

misma.

E. METODO

Todas las pruebas se realizan por duplicado. Lasbrmanas de hipocampo,
estriado o corteza frontal se incuban en un volufimahde 100ul que contiene:

TUBO 10 pl 10ul 50 pl

1,2 Actividad basal TEA25mM TEA 25 mM + 0,1% BSACOCTEL
3,4 Inhibicién de la actividad basaTlEA 25 mM  SRIF 10M COCTEL
5,6 Actividad estimulada FK oM TEA 25 mM + 0,1% BSA COCTEL

7,8 Inhibicion de la actividad

_ FK 10° M SRIF 10°'M COCTEL
estimulada

Se afiaden a cada tubo gD de las membranas procedentes de hipocampo,
estriado o corteza frontal a una concentracion fiea0,03 mg/ml suspendidas en TEA
25 mM, pH 7,4. La reaccion se inicia afadiendoul@e ATP 1,5 mM a los tubos

previamente atemperados (4-5 min) y se incubanif@%rB0°C en un bafio con agitacion.
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La reaccion se detiene por desnaturalizacion derateinas a 90°C durante 3 min. Se
dejan enfriar los tubos y se afiaden gD@e la suspension de alimina. Posteriormente, se
centrifugan los tubos a 2060 x g durante 10 mifGa &s necesario hacer diluciones de
los sobrenadantes de las muestras (con el mediblud®on) para poder interpolar los
valores con fiabilidad en la curva estandar. Lascitines recomendadas, para nuestro
lote de PKA, fueron las siguientes:

*Actividad basal e inhibicion de la actividad basdilucion 1/3.

*Actividad estimulada e inhibicion de la actividastimulada: dilucion 1/15.

Se toman 5@l de los sobrenadantes de la curva estandarny &@ las diluciones
anteriores. Se afiaden pDde la PKA diluida y se incuban los tubos dura®lemin a
4°C para conseguir la union del AMPc a la PKA. Eastmente, se adicionan a los tubos
50 ul de [?H]-AMPc 0,00625 M y se incuban a 4°C duragté. A continuacion, se
afaden 15Qi de la suspensiéon de carbdén activo (excepto adsstubos de actividad
total) y se mantienen los tubos a 4°C durante 164b5 Se centrifugan los tubos a 2060
X g durante 10 min a 4°C. Se recogen gD@el sobrenadante resultante y se afiaden a
tubos que contienen 2 ml de liquido de centelleaotandose la radioactividad presente

en cada tubo en un contadbfWallac Pharmacia 1410).

Xl INMUNODETECCION DE LA SUBUNIDAD ai DE LAS
PROTEINAS G

A. REACTIVOS

Se preparan segun lo descrito en el apartado VIII.A

B. METODO

Se siguen los mismos pasos descritos en el apartdd® hasta el inmunoblot.

1. Inmunoblot

Las membranas se bloguean con TTBS/leche 5% du@@ntein con agitacion a
4°C. Una vez bloqueados los sitios de union inéBpaae la membrana, ésta se incuba
con el anticuerpo monoclonal antiegi diluido 1:2000, o anti-Gbp, diluido 1:1000, o
con el anticuerpo policlonal anti-&i diluido 1:1000, durante toda la noche a 4°C. Al dia
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siguiente, se retira el anticuerpo primario y lasmranas se lavan una vez con
TTBS/leche 5% y dos veces mas con TTBS duranterb Rusteriormente, se afiade el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasaiddil1:2000, y las membranas se
incuban a 4°C durante 1 h. Finalmente, se reti@ngtuerpo secundario y se realizan
seis lavados con TTBS para eliminar completamastedstos de anticuerpo no unido. El
revelado de los inmunoblots se lleva a cabo pomupiminiscencia, utilizando un

sistema de deteccion de quimioluminiscencia deaSaniz Biotechnologies.

Xll. INMUNODETECCION DE LAS QUINASAS DE RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINAS G (GRK)

A. REACTIVOS

Se preparan segun lo descrito en el apartado VIII.A

B. METODO

Se siguen los mismos pasos descritos en el apartdd® hasta el inmunoblot.

1. Inmunoblot

Las membranas se bloquean con TTBS/leche 5% dug@ntein con agitacion a
4°C. Una vez blogueada la membrana, ésta se immubdos anticuerpos policlonales
anti-GRK5 o anti-GRK6 o con el anticuerpo monocloaati-GRK2, diluidos 1:1000,
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,etiearel anticuerpo primario y las
membranas se lavan una vez con TTBS/leche 5% yel®s mas con TTBS durante 5
min. Posteriormente, se afade el anticuerpo sedondanjugado con peroxidasa,
diluido 1:2000, y las membranas se incuban a 49@nde 1 h. Finalmente, se retira el
anticuerpo secundario y se realizan seis lavadosTé®S para eliminar completamente
los restos de anticuerpo no unido. El reveladoodeinmunoblots se lleva a cabo por
quimioluminiscencia, utilizando un sistema de deétat de quimioluminiscencia de

Santa Cruz Biotechnologies.
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XlI. INMUNODETECCION DE p-CREB

A. REACTIVOS

1. Para la obtencion de muestras
*PBS (pH 7,4)
- NaHPO; 100 mM
- NaHPO; 100 mM
- NaCl 150 mM
- EDTA1mM
- PMSF1mM
- Triton X-100 1%

2. Para el inmunoblot

Se preparan los reactivos segun lo descrito epastado VII.A

B. OBTENCION DE MUESTRAS

Se extrae el encéfalo y se disecan las areas akrglieseadas siguiendo los
pasos ya descritos en el apartado Ill. A contimimdias areas seleccionadas se colocan
en 1 ml de PBS pH 7,4 y se homogenizan mediantasohicacion. Después, las
muestras se incuban durante 1 h a 4°C. Tras lébaccan, los extractos tisulares
obtenidos se centrifugan durante 15 min a 12 09@x°C. Se recoge el sobrenadante, se
alicuota y se guarda a una temperatura de -202 @Qtifiza una alicuota para determinar

la concentracion de proteinas mediante el métodmdey y col. (1951).

C. METODO

Se siguen los mismos pasos descritos en el apartdd® hasta el inmunoblot.

1. Inmunoblot

Las membranas se bloquean con TTBS/leche 5% du@é&ntain con agitacion a 4°C.
Una vez bloqueada la membrana, ésta se incuba Icantieuerpo policlonal anti-p-
CREB, diluido 1:1000, durante toda la noche a 4AC.dia siguiente, se retira el
anticuerpo primario y las membranas se lavan uaacea TTBS/leche 5% y dos veces

mas con TTBS durante 5 min. Posteriormente, se eaf@danticuerpo secundario
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conjugado con peroxidasa, diluido 1:2000, y las bramas se incuban a 4°C durante 1 h.
Finalmente, se retira el anticuerpo secundario seakzan seis lavados con TTBS para
eliminar completamente los restos de anticuerpo unao. El revelado de los
inmunoblots se lleva a cabo por quimioluminiscenatdizando un kit de Santa Cruz

Biotechnologies.

XIV. DETERMINACION DE LA SOMATOSTATINA TISULAR

A. EXTRACCION DE LA SOMATOSTATINA TISULAR

La extraccion de la SRIF tisular se realiza mediaglt método modificado de
Patel y Reichlin (1978). Una vez aislada la corfeaatal, el hipocampo y el estriado, se
deposita el tejido en tubos de vidrio que contiedeml| de &cido acético 2N. Se
homogenizan las muestras durante 30 s en un polytse calientan a 100° C durante 5
min. Tras dejar enfriar las muestras 5 min en hiséovuelven a homogeneizar en el
polytron durante 30 s. El homogenado se centritugd 000 x g durante 5 min, a 4° C.
Se recolecta el sobrenadante y se alicuota, gudsdas muestras a -20 °C. Se utiliza una
alicuota para determinar la concentracion de prasepor el método de Lowry y col.
(1951).

B. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE SOMATOSTATI NA
TISULAR

1. Reactivos

Tampon RIA

Tampon fosfato sodico 50 mM, pH 7,2
EDTA 10 mM

BSA 0,3%

SRIF-14

129-Tyr *-SRIF-14

-~ ® 2 0 T

103



-1 == T

Materiales y Métodos Universidad de Alcal

2. Método

La concentracion de SRIF en los extractos tisulases determina por
radioinmunoandlisis (RIA) siguiendo un método miodiflo de Patel y Reichlin (1978).
Dicha determinacion se realiza en tubos de vidibaosilicato que contienen:

- 100 ul de extracto tisular (convenientemente diluido)G® ul de SRIF a una

concentracion de 0 a 1000 fmol/tubo (curva patrtoge ello diluido en tampon

RIA

- 400pul de tampdn RIA

- 100 pl de **3-Tyr*-SRIF-14 diluida en tampén RIA (aproximadamente 00

cpm/tubo)

- 200ul de anticuerpo anti-SRIF
Ademés, se preparan cuatro tubos de actividad qolsélo contienen 10@ de *23-
Tyr'-SRIF-14, dos tubos para calcular la unién inedisecique llevan 70l de tampén
RIA y 100 ul del péptido marcado, y dos tubos para el inefipedale las muestras, que
contienen 60@l de tampdn RIA, 10Ql del extracto tisular de SRIF y 1@0del péptido
marcado. Todos los tubos se incuban a 4°C durahte Zranscurrido este tiempo, se
aflade a todos los tubos, excepto a los de activided, 1 ml de carbon activo
(2%)/dextrano (0,2%). Se dejan reposar los tubosigo durante 15 min y después, se
centrifugan a 2 000 x g durante 10 min para separéraccion de SRIF unida de la
fraccidn no unida al anticuerpo. Finalmente, seraspl sobrenadante y se mide la
radioactividad en el sedimento en un contador deaatividady (Wallac Pharmacia

1282 Compugamma CS).

XV. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
ANTICUERPOS CONTRA LA PROTEINA BASICA DE MIELINA
EN SUERO DE RATA

A. EXTRACCION DE LA MUESTRA

Tras el sacrificio de la rata mediante decapitas®mecoge la sangre del animal,
en un tubo previamente impregnado con heparinaabgre se almacena en hielo hasta

el momento de ser procesada. A continuacion, lastraide sangre se centrifuga a 4 300
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X g durante 10 min a 4° C; se recoge el sobrenadas¢ almacena a -20° C hasta el dia

del ensayo.

B. REACTIVOS

1. Tampon carbonato 0,05 M (pH 9,6)
2. PBM

Se prepara a una concentracion deidfnl en tampon carbonato 0,05M pH 9,6.

3. Tampon de lavado
PBS 0,15 M pH 7,2-7,4
4. Solucion de revelado

Se prepara acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiamli6-sulfonico (ABTS) al 0,05
% en tampon citrato-fosfato 0,1M pH 5.
4. H.O, 0,001%

C. METODO

Se emplea una placa de cultivo de 96 pocillos.itaelen primero a cada pocillo
100yl de una disolucion de PBM a una concentracion@ggdlm| en tampon carbonato
0,05 M pH 9,6 y se incuba la placa durante todadehe a 4°C. Al dia siguiente, se
retiran los 100ul de PBM y se bloquea cada pocillo con 3f10de PBS/leche al 5%
durante 2 h a 37°C. A continuacion se afiaderul@@ suero de rata diluido 1/256 a cada
pocillo y se incuba la placa durante 1h a 37°Cs Bsta incubacion, se lavan los pocillos
tres veces con tampon PBS y se afaden [{068e anticuerpo secundario anti-rata
conjugado con peroxidasa a una dilucion 1/100@hkando la placa durante 1 h a 37°C.
Después, se retira el anticuerpo secundario namung® lavan los pocillos seis veces con
tampén PBS. Tras los lavados, se afiadenplGfe ABTS y 100ul de HO, a cada
pocillo y se incuba la placa en oscuridad durabtenin para que tenga lugar la reaccion
cromogeénica. Pasados los 15 min, se mide la absmeb@n cada pocillo a 450 nm

empleando un espectrofotometro de placas.
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XVI. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE IEN- vy, TNF-g e |L-
18 EN EXTRACTOS CEREBRALES DE RATA

A. EXTRACCION DE LAS MUESTRAS

Se extrae el encéfalo y se disecan las &reas alrehlieseadas siguiendo los
pasos que se explican en el apartado Ill. A coatiitin, las areas seleccionadas se
colocan en 1 ml de PBS pH 7,4 y se homogenizan antlisonicacion. Despues, las
muestras se incuban durante 1 h a 4°C. Tras labacain, los extractos tisulares
obtenidos se centrifugan durante 15 min a 12 09@x°C. Se recoge el sobrenadante, se
alicuota y se guarda a una temperatura de -20®Qitiza una alicuota para medir la

concentracion de proteinas mediante el método deylLy col. (1951).

B. METODO

Los niveles de IFNs IL-1B y TNF-a en los extractos tisulares de rata se
determinan mediante ELISA, siguiendo el protocotopprcionado por el kit de e-
Biosciences. Se emplea una placa de 96 pocillas gubren los pocillos con 1Q0 de
anticuerpo de captura diluido en tampoén de tapidad.a placa se incuba a 4°C durante
toda la noche. A la mafiana siguiente, se retir@ngtuerpo de captura no unido y se
lavan los pocillos tres veces con tampén de laviatidDespués, se bloguea cada pocillo
con 200ul de tampdn de dilucién 1X durante 1 h a tempesatumbiente. Se retira dicho
tampén y se lavan de nuevo los pocillos tres veoagampon de lavado. Posteriormente,
se afiaden a los pocillos de las filas A y B delé&g 100ul de la curva patrén en
diluciones seriadas de 1:2 y 1Q0 de las muestras diluidas convenientemente y por
duplicado en el resto de los pocillos. Se incubgpléca durante 2 h a temperatura
ambiente, pasadas las cuales se realizan cincddaveon tampon de lavado 1X. Se
afaden 10Qu de anticuerpo de deteccién diluido 1/250 en tamg® dilucion 1X a cada
pocillo y se incuba la placa a temperatura ambielu@nte 1 h. Posteriormente, se
realizan cinco lavados con tampodn de lavado 1Xs Toa lavados, se incuba la placa
durante 30 min con 100l de avidina-peroxidasa, diluida 1/250 en tampordifiecion
1X, a temperatura ambiente. Se lavan los pociliete sreces y se afiaden 1(aADde

solucion de revelado a cada pocillo, incubandoldagp15 min a temperatura ambiente.
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Pasado ese tiempo, se detiene la reaccion cphdgsolucion de parada 1X y se mide la
absorbancia en un lector de placas a 450 nm.
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La ciencia se compone de errores que, a su vezpasws hacia la verdad.
Julio Verne.
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. EFECTO DE |A ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE
EXPERIMENTAL AGUDA SOBRE EL SISTEMA
SOMATOSTATINERGICO EN LA CORTEZA _FRONTAL, _
HIPOCAMPO Y ESTRIADO DE LA RATA

A. SIGNOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD

Se observaron signos clinicos de la EAE en todagdtas inmunizadas con
PBM, como han descrito varios autores (Gold y d®97; Puerta y col., 2000). Las ratas
inmunizadas con PBM mostraron flacidez de coladgra) en los dias 9-10 post-
inmunizacion, y ataxia de los miembros posteriqggado 3) en los dias 12-15 post-
inmunizacion (figura 13, panel derecho). La apéndie las alteraciones neuroldgicas se
acompafo de una pérdida progresiva de peso cof(figaia 13, panel izquierdo) que no

se observo en los animales control, en los ques®stro un aumento gradual de peso.
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Figura 13. Curso clinico de la EAE en ratas LewisPanel izquierdoevolucion temporal del peso
corporal en ratas Lewis controb( n=5) y ratas Lewis con encefalomielitis autoinmune eixpental
(EAE) de grado 3€, n=5). Panel derechevolucién temporal de los signos clinicos de AEEen ratas

Lewis control ©, n=5)y ratas Lewis con EAE de grado 8,(n=5). Se inmunizaron las ratas como se
indica en la seccién de Materiales y Métodos. §&stieron diariamente el grado clinico y el pesgpomal

en todas las ratas antes de la induccion de la ¥£ARsta el dia 14 post-inmunizacion. Los valores se
expresan como la mediak: S. M. de cinco ratas. Comparacion estadisteagd al control: < 0,05; **

p < 0,01.

B. RESPUESTA HUMORAL Y NIVELES DE CITOQUINAS EN LA EAE
AGUDA

Dada la relacion existente entre la produccion ddic@erpos contra
glucoproteinas de mielina/oligodendrocitos y leefalnica tanto de la EM, como de la

EAE aguda, se midieron los niveles de anticuerpogra la PBM mediante ELISA de
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suero de ratas control y ratas con EAE de gra&e3ncontré un aumento de los niveles
de anticuerpos anti-PBM en suero de todas las matagnizadas (figura 14). Por otro
lado se midieron los niveles de las citoquinas nfl@matorias IFNy y TNF-a en
extractos cerebrales de ratas control y ratas édh(grado 3), también mediante ELISA,
observandose un aumento de ambas citoquinas eriaell@ (figuras 15 y 16),

coincidiendo con el inicio de los signos clinicesla enfermedad.

o
o
=
2
@
=
]
<
R )
E
fal

CONTROL EAE

Figura 14. Niveles de anticuerpos contra la proteina basicaigéna (PBM) en suero sanguineo de ratas
Lewis control y ratas Lewis con encefalomielitiscamune experimental (EAE) de grado 3. Los suseos
incubaron en una microplaca de 96 pocillos revastoh PBM y los anticuerpos anti-PBM se detectaron
usando una IgG policlonal de cabra anti-rata cagagcon peroxidasa de rabano. Los datos repredantan
media +E. S. M. de 5 ratas. Comparacion estadisticagrantontrol: **p < 0,01.
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Figura 15. Niveles del interferdry (IFN-y) en extractos de hipocampo (panel A) y de estr{pdoel B) de
ratas Lewis control y ratas Lewis con EAE en gr&dd&l ensayo se realiz6 mediante ELISA, segun lo
indicado en materiales y métodos. Los datos reptasda media . S. M. de cinco ratas. Comparacion
estadistica frente al control: ** p < 0,01.
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Figura 16. Niveles del factor de necrosis tumoral( TNF-0) en extractos de hipocampo (panel A) y de
estriado (panel B) de ratas Lewis control y ratawik con EAE en grado 3. El ensayo se realizdé méglia
ELISA, segun lo indicado en materiales y métodas Hatos representan la medi&+S. M. de cinco
ratas. Comparacion estadistica frente al contrqgh < 0,01.

C. NIVELES DE SOMATOSTATINA EN LA EAE

El primer componente de sistema somatostatinérgioe analizamos fue el
contenido de somatostatina inmunorreactiva (SRIE4ediante radioinmunoensayo, en
extractos cerebrales de las ratas Lewis contrabry EAE. No se observaron cambios
significativos en los niveles de SRIF-IR en la ep# frontal, hipocampo o estriado de
ratas Lewis con EAE en grado 1 o en grado 3 en ateon con las ratas control (Tabla
7).

Tabla 7. Niveles de somatostatina inmunorreactiva (SRIF-HR) corteza frontal,
hipocampo y estriado de ratas Lewis con encefaldimi@autoinmune experimental en
grado 1 (n=5), grado 3 (n=5) o animales contraled.Q).

Area Cerebral  Control EAE (Grado 1)| Control EAE (Grado 3)

|Corteza frontal 8,93 +4,53 8,08 13,12 | 12,43 0,68 12,96 +0,39

Hipocampo 9,94 +0,69 8,1040,81 9,73 40,58 11,43 2,65

Estriado 584 +1,45 5,89 +1,98 5,44 40,98 6,10 40,19
No se encontraron cambios significativos al compasados grupos experimentales.
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D. ALTERACIONES DE LOS RECEPTORES DE SOMATOSTATINA EN LA
EAE

Estudios preliminares con membranas procedentdasdges areas cerebrales
analizadas, corteza frontal, hipocampo y estriamostraron que la union del trazador
129.Tyr'-SRIF-14 es dependiente del tiempo, con un eqigléparente observado entre
los 50 y 180 min a 30 °C. Por consiguiente, todis dxperimentos posteriores se
realizaron a 30 °C durante 60 min. Las membranasedentes de corteza frontal,
hipocampo y estriado de ratas con EAE aguda ero@achostraron una capacidad para
degradar el trazador similar al de las membranagalpcon valores que no variaron en
mas de un 10% en todos los grupos experimentales.

La EAE aguda en grado 3 indujo un descenso sigtiific en la union def-
Tyr'-SRIF a sus receptores especificos en membranaipagampo y estriado, pero no
de corteza frontal de ratas Lewis con EAE agudgrado 3 en comparacion con las ratas
control (figuras 17-19, Tabla 7). El grado 1 deetdermedad, sin embargo, no alterd

dicho pardmetro en ninguna de las areas cerelanaddizgadas (Tabla 8).
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Figura 17. Efecto de la EAE sobre la unién de la SR a sus receptores en membranas de corteza
frontal de rata. Panel izquierdoinhibicién competitiva de la unién de fal-Tyr*-somatostatina-14Q1-
Tyr':-SRIF-14, 250 pM) a membranas de corteza frontalatie por SRIF fria. Las membranas (0,15 mg
proteina/ml) se incubaron durante 60 min a 30°Cpessencia de 250 pM dEJ-Tyr'-SRIF y de
concentraciones crecientes de péptido frio. Losgsucorresponden a ratas contmlrf = 5) o ratas Lewis
con grado 3¢, n = 5) de encefalomielitis autoinmune experime(EAE) aguda. Los valores se expresan
como la media €. S. M. de cinco ratas. Panel derecmmlisis de Scatchard de los datos de unién.
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Figura 18. Efecto de la EAE sobre la union de la SR a sus receptores en membranas de hipocampo
de rata. Panel izquierdoinhibicién competitiva de la unién de 1&1-Tyr'-somatostatina-14"{1-Tyr*-
SRIF-14, 250 pM) a membranas de hipocampo de rataSRIF fria. Las membranas (0,15 mg
proteina/ml) se incubaron durante 60 min a 30°Cpessencia de 250 pM dB3-Tyr'-SRIF y de
concentraciones crecientes de péptido frio. Losgsucorresponden a ratas contmlrf = 5) o ratas Lewis

con grado 3¢, n = 5) de encefalomielitis autoinmune experime(EAE) aguda. Los valores se expresan
como la media €. S. M. de cinco ratas. Panel derecmlisis de Scatchard de los datos de unién.

Tabla 8. Parametros de equilibrio de la union de la somatiost a membranas aisladas
de corteza frontal, hipocampo o estriado de ragasd.con grado 1 (n =5) 0 3 (n =5) de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) agodle ratas control (n = 10).

Corteza frontal Hipocampo Estriado
Bmax Kd Bmax Kd Bmax Kd
Control 976 + 370,67 + 0,12 452 +13 0,59 +0,03| 223 +880,93+0,1
EAE grado1 941+1D,63+0,49 484 +21 0,58 +0,01| 211 +550,92 +0,01
Control 514 +10 0,57 +0,12| 515+30 0,77 +0,12|177 +10 0,43 +0,0
EAE grado 3 520 44 0,58 +0,09|389 +24** 0,77 +0,09| 84 +4** 0,44 +0,0

Los parametros de union se calculan a partir dedpsesentaciones de Scatchard por
regresion lineal. Las unidades de Kd son nM y laglades para la B max. son
femtomoles de SRIF unida por mg de proteina. Leslt@dos representan la medid& +

S. M. de cinco ratas. Cada experimento se reabr@pplicado. Comparacion estadistica
frente al control: ** p<0,01
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Figura 19. Efecto de la EAE sobre la union de la 9R a sus receptores en membranas de estriado de
rata. Panel izquierdoinhibicién competitiva de la unién de'f@l-Tyr!-somatostatina-14{1-Tyr**-SRIF-

14, 250 pM) a membranas de estriado de rata poF $Rl. Las membranas (0,15 mg proteina/ml) se
incuban durante 60 min a 30°C en presencia de BB0g3?3-Tyr'>-SRIF y de concentraciones crecientes
de péptido frio. Los puntos corresponden a rataf@o(o, n = 5) o ratas Lewis con grado<3 i = 5) de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) agudbs valores se expresan como la media $. M.

de cinco ratas. Panel derechodlisis de Scatchard de los datos de unién.

Dado que la SRIF ejerce su actividad a través deil@n a cinco subtipos de
receptores, sstl-sst5, y que el trazador empleadoseensayos de unién, &1-Tyr*-
SRIF-14, se une con similar afinidad a los mismmms planteamos profundizar en la
disminucién observada en la densidad total de temepanalizando la expresion de cada
subtipo. Para ello, se midieron por western blstiiveles proteicos de sstl, sst2, sst3 y
sst4, al ser éstos mas abundantes en cortezal fioiptzacampo y estriado. No se detecta
apenas expresion de sst5 en estas areas cerepoalés,que este subtipo no se analizé.
Los resultados obtenidos mostraron un descensgisagivo en los niveles proteicos del
receptor sst2 en hipocampo (figura 21A) y estrididira 22A) de ratas con EAE aguda
en grado 3, sin cambios significativos en la cartieantal (figura 20A), en concordancia
con los resultados obtenidos en los ensayos den.uh& EAE aguda no modificd la
expresion de los subtipos sstl, sst3 o sst4 emminde las areas cerebrales analizadas.
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Figura 20. Efecto de la encefalomielitis autoinmunexperimental (EAE) aguda sobre los niveles
proteicos de los subtipos sstl-sst4 en corteza ftahde rata. Panel superiorautorradiografias derivadas

de la inmunodeteccién del subtipo sst2 (panel Aptl, sst3 y sst4 (panel B) en membranas de corteza

frontal de ratas control (C, n = 5) y ratas con E&Egrado 3 (EAE, n= 5). Las proteinas se sepai@won
SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de nitnbagd. La inmunodeteccién se llevé a cabo mediante
anticuerpos policlonales de cabra anti-sst1, at#i;sinti-sst3 o anti-sst4, como se ha descritdaeriales

y Métodos. Las figuras mostradas son represensatigantros cinco ensayos. Rdubulina se utiliz6 como
control de carga. Panel inferiomndlisis densitométrico de las autorradiografiEsivadas de la
inmunodeteccién del receptor sst2 (panel A) y ss#f3 o sst4 (panel B) en membranas de corteztafron
de ratas control (barra negra) y de ratas con EAgrado 3 (barra blanca). Se les asigné un valsirario

de 100 a las densidades Opticas de las bandaspondientes al grupo control. La densidad Opticiasle
bandas correspondientes al grupo de ratas con EAg&psesenta como un porcentaje del control. Lassda

representan la mediaE: S. M. de cinco ratas.
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Figura 21. Efecto de la encefalomielitis autoinmunexperimental (EAE) aguda sobre los niveles
proteicos de los subtipos sstl-sst4 en hipocampo ide¢a. Panel superiorautorradiografias derivadas de
la inmunodeteccion del subtipo sst2 (panel A) §,ss$t3 y sst4 (panel B) en membranas de hipoca®po
ratas control (C, n = 5) y ratas con EAE en gradBAE, n=5). Las proteinas se separaron por SDGFPA
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosanbinodeteccion se llevd a cabo mediante antiaserp
policlonales de cabra anti-sstl, anti-sst2, an8-ssanti-sst4, como se ha descrito en Materialgtpdos.

Las figuras mostradas son representativas de citios ensayos. LB-tubulina se utiliz6 como control de
carga._Panel inferiomnalisis densitométrico de las autorradiografisvadas de la inmunodeteccion del

receptor sst2 (panel A) y sstl, sst3 o sst4 (pBha&n membranas de hipocampo de ratas controlabarr
negra) y de ratas con EAE en grado 3 (barra blara)les asign6é un valor arbitrario de 100 a las
densidades o6pticas de las bandas correspondienggsipm control. La densidad optica de las bandas
correspondientes al grupo de ratas con EAE se gept@ como un porcentaje del control. Los datos

representan la mediaE: S. M. de cinco ratas. Comparacion estadistead al control: ** p < 0,01.
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Figura 22. Efecto de la encefalomielitis autoinmunexperimental (EAE) aguda sobre los niveles
proteicos de los subtipos sstl-sst4 en estriado dga. Panel superiorautorradiografias derivadas de la
inmunodeteccién del subtipo sst2 (panel A) y ss$13 y sst4 (panel B) en membranas de estriadatds r
control (C, n = 5) y ratas con EAE en grado 3 (EAES). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y s
transfirieron a membranas de nitrocelulosa. La imooleteccion se llevé a cabo mediante anticuerpos
policlonales de cabra anti-sst1, anti-sst2, an8-ssanti-sst4, como se ha descrito en Materialdgtpdos.
Las figuras mostradas son representativas de citios ensayos. LB-tubulina se utiliz6 como control de
carga._Panel inferiomnalisis densitométrico de las autorradiografisvadas de la inmunodeteccion del
receptor sst2 (panel A) y sstl, sst3 o sst4 (fBneh membranas de estriado de ratas control (bages)

y de ratas con EAE en grado 3 (barra blanca). Sedegnd un valor arbitrario de 100 a las densislade
Opticas de las bandas correspondientes al grugootdra densidad 6ptica de las bandas correspotetie

al grupo de ratas con EAE se representa como wep@ije del control. Los datos representan la media
E. S. M. de cinco ratas. Comparacion estadistaatdral control: ** p < 0,01.

En vista de los resultados obtenidos, se midiessmiveles de ARNm del sst2
por RT-PCR a tiempo real en hipocampo y estriado ebfin de esclarecer si la
reduccion del sst2 observada, podria ser consdeudaauna menor expresion del gen.
Los resultados obtenidos por RT-PCR a tiempo madlaron una profunda reduccion en
los niveles de ARNm del sst2 en ambas areas cégshila ratas con EAE en grado 3, en
comparacion con los valores control (figura 24).aBélisis de la integridad del ARN,
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%strauque no hubo degradacion en

ninguna de las muestras de ARN (figura 23).
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Figura 23. Pelicula representativa de la integridad del ARbhdd se observan las dos bandas intactas
correspondientes al ARN ribosémico 28S y 18S.
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Figura 24. Contenido relativo del ARNm del receptor de sontatos sst2 en el hipocampo (panel A) y el
estriado (panel B) de ratas control (barra negraptgs con grado 3 de encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) aguda (barra blanca) determir@aaranscripcion inversa seguida por PCR a tiempo
real. Los valores se presentan como la media $. M. de cinco ratas. Comparacion estadistamtd al
control: **p < 0,01

Esta bien establecido que el promotor del gen st@l sontiene un elemento de
respuesta a AMPc (CRE), al que se le une la pmat€REB fosforilada (p-CREB). La
union de dicho factor de transcripcion regula lgpregion del gen. Por ello, nos
planteamos analizar el grado de expresion proteigaCREB con objeto de evaluar si la
EAE aguda podria alterar sus niveles y asi, madifi@ tasa de transcripcion del gen de
sst2. Los ensayos de western blot permiten conglugr la cantidad de p-CREB en el
hipocampo y estriado de las ratas con EAE agudgrado 3 es similar a la de los

animales control (figura 25).
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Figura 25. Efecto de la encefalomielitis autoinmunexperimental (EAE) aguda sobre los niveles
proteicos de la proteina de unién al elemento de spuesta a AMPc (CREB) fosforilada (p-CREB).
Panel superiorautorradiografias derivadas de la inmunodetead@®p-CREB en muestras de hipocampo y
estriado de ratas control (C, n = 5) y ratas coleA grado 3 (EAE, n=5). Las proteinas se sepafoD
SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitroesdulLa inmunodeteccion se llevoé a cabo mediante
anticuerpos policlonales de cabra anti-p-CREB, cemba descrito en Materiales y Métodos. Las figura
mostradas son representativas de otros tres endayfgubulina se utiliz6 como control de carga. Panel
inferior: andlisis densitométrico de las autorradiografiesvadas de la inmunodeteccion de p-CREB en
muestras de hipocampo (panel A) y estriado (paheleBratas control (barra negra) y de ratas con EAE
grado 3 (barra blanca). Se les asigné un valotrarlm de 100 a las densidades Opticas de las banda
correspondientes al grupo control. La densidaccépte las bandas correspondientes al grupo decatas
EAE se representa como un porcentaje del contas. datos representan la medi&+S. M. de cinco
ratas.

E. IMPLICACION DE LAS GRKS EN LA REDUCCION DEL RECE PTOR sst2

Diversos trabajos han descrito un papel primordial las GRKs en la
desensibilizacion y posterior internacién de loseptores acoplados a proteinas G
(GPCR). De las 7 isoformas identificadas hast&dad, se expresan niveles elevados de
los subtipos GRK2, GRK5 y GRK6 en la formacién ltigmpal asi como en el estriado
(Erdtman-Vourliotis y col., 2001; Garcia-Sevilla opl., 2004). Mediante diferentes
enfoques experimentales se ha establecido unaiOrlaantre alteraciones en la
sefalizacion por GPCRs y cambios tanto en la detivicomo en la expresion de
determinadas GRKs. Tulipano y col. (2004) han derads que la GRK2 en particular,
fosforila al receptor sst2A en células HEK293 tfactdas con GRK2 y dicho receptor.
Asimismo, estos autores demostraron que la sobres¥p de GRK2 en estas células

promueve un aumento en la fosforilacion del reaepdst2, facilitando asi el
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reclutamiento de I@-arrestina 2 a la membrana plasmatica. Por coresitgiien vista de

estos hallazgos y de la disminucién en la expred@rsst2 inducida por la EAE aguda,
nos planteamos la posibilidad de que una reduceidtos niveles de alguna de estas
GRKs (GRK2, GRK5 y/o GRKG6) podria ser responsablemenos en parte, de una
menor fosforilacion, y por ende, internacion deRsd$’ara evaluar esta hipoétesis, se
midieron los niveles proteicos de GRK2, GRK5 y GRKeédiante western blot. Los

resultados obtenidos no muestran cambios signifastentre las ratas controles y las

ratas con EAE aguda (figura 26).

Corteza frontal Hipocampo Estriado

C EAE C EAE C EAE C EAE C EAE C EAE
BriUbuling e e —— o—— — A — — — —

GRKE e s s

Figura 26. Autorradiografias procedentes de la inmoodeteccion de las isoformas 2, 5y 6 de las
kinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRK&RK5 y GRK6) en membranas de corteza
frontal, hipocampo y estriado de rata.C corresponde a ratas control (n = 5) y EAE asraten grado 3 de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) agyudas proteinas de membrana se separaron por SDS-
PAGE vy se transfirieron a membranas de nitrocedulés inmunodeteccion se llevé a cabo mediante
anticuerpos policlonales de conejo anti-GRK5 y-&RK6 y el anticuerpo monoclonal de ratén anti-
GRK2. Cada experimento es representativo de oing®.cComo control de carga se empled el anticuerpo
monoclonal antpB-tubulina.

F. EFECTO DE LA EAE SOBRE EL EFECTOR ADENILATO CICL ASA

Una de las vias de sefializacién de los recept@e3RIF es la inhibicién de la
enzima AC. Por lo tanto, el siguiente paso fue stigar el efecto de la EAE aguda sobre
la funcionalidad del sistema somatostatinérgicoa o, se investigo la actividad de la
AC en condiciones basales y estimuladas por farsk@dFK) asi como la capacidad de la
SRIF para inhibir dicha actividad en membranasateeza frontal, hipocampo y estriado
de ratas control y ratas con EAE aguda y contréashipocampo y estriado de las ratas
con grado 3 de EAE aguda, se encontré una disndnuen la inhibicion mediada por
SRIF de la actividad AC basal y estimulada por Rkcemparacion con las ratas control
(tablas 9, 10 y 11). No se observaron cambios enpsgametro en la corteza frontal de

las ratas. Para averiguar si dichos cambios estadtactionados con alteraciones en la
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expresion de la AC, se midi6 la respuesta de larenal diterpeno FK (10 M), que
actla directamente sobre la subunidad catalitiosséNdetectaron cambios significativos
en las veces de estimulacion por FK de la activil@dbasal entre las ratas con EAE

aguda y las ratas control en ninguna de las aerabrales analizadas.

Tabla 9. Actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC) (prAdliPc/min/mg proteina)
en presencia o ausencia de forskolina (FK)*(M) o somatostatina (SRIF) (faM) en
membranas de corteza frontal de ratas Lewis cofrtr@) y de ratas con encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) aguda en grado 1)(ggfado 3 (n=5).

CONTROL EAE (g. 1) CONTROL EAE (g. 3)

Actividad
Basal 392,3+17,1 384,7 +16,4 389,5 56,1 391,0 +45,3
+10* M SRIF 282,0 £89,0 280,8 +47,7 278,0 45,6 285,4 +31,0
+10° M FK 687,8 £+ 113,2683,2 + 153,7677,2 +34,5 680,2 +33,3
+10°M FK + 10“ M
SRIF 4544 + 77,2 452,5 + 84,6 448,9 43,2 450,3 +55,3
Veces de estimulacion co
FK 1,8+0,5 1,8 40,4 1,7 40,6 1,7 40,4
% Inhibicién
Basal 27,9+49 27024 286+#43 27,0423
+10° M FK 339+86 338+139 33,732 33,8+33

Los valores representan la mediaE+ S. M. de cinco ratas. Cada experimento fue
realizado por duplicado.
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Tabla 10. Actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC) (prAMPc/min/mg proteina)
en presencia 0 ausencia de forskolina (FK)*(M) o somatostatina (SRIF) (fav) en
membranas de hipocampo de ratas Lewis control (g=dg ratas con encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) aguda en grado 1)(ggfado 3 (n=5).

CONTROL EAE (g.1) CONTROL EAE (g.3)

Actividad

Basal 171,7 +6,8 178,4+4,2 161,5+6,3 156,7+£8,1

+10% M SRIF 113,5+7,3 111,1+9,9 113,4+6,9 1279+3,9*

+10° M FK 352,5 +5,1 351,5 +16,5 352,1+6,3 357,6+7,9

+10° M FK + 10* M

SRIF 232,4 +12,0228,2 415,4 232+4,8 279,2+9,1*
Veces de estimulaciéon cc
FK 1,2+0,3 1,3 40,2 2,2 40,7 2,340,9
% Inhibicién

Basal 30,7+2,3 37648 30,2+12 185+1,0*

+10° M FK 33,8+3,8 345#44 338%+0,7 219+06*

Los valores representan la mediaE+ S. M. de cinco ratas. Cada experimento fue
realizado por duplicado. Comparacion estadistieatér al control: * p < 0,05; ** p <
0,01.

Tabla 11. Actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC) (prAMPc/min/mg proteina)
en presencia 0 ausencia de forskolina (FK)*(M) o somatostatina (SRIF) (fav) en
membranas de estriado de ratas Lewis control (iy=8g ratas con encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) aguda en grado 1)(oxFado 3 (n =5).

CONTROL EAE (g.1) CONTROL EAE (g. 3)

Actividad

Basal 349,2 +36,2 338,8 +12,3 350,0 + 27,1 358,9 + 49,3

+10* M SRIF 234,9 +13,3 231,7 +10,1 265,6 + 32,298,5 + 27,7*

+10° M FK 545,8 +25,0 541,5+26,5 552,1 + 6,3 551,7 + 14,5

+10° M FK + 10* M

SRIF 301,1 +30,4 316,7 +15,4 336,4 + 65,8426,0 + 39,1
\Veces de estimulacion cc
FK 1,5+0,5 1,6 40,6 1,6 +0,4 1,5 40,9
1% Inhibicién

Basal 32,7 +3,2 31,6433 241+1,1 188+1,0

+10° M FK 44,8 +7,5 41542,3 39,1+2,7 228+55

Los valores representan la mediaE+ S. M. de cinco ratas. Cada experimento fue
realizado por duplicado. Comparacion estadistieatéral control: ** p < 0,01.
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G. EXPRESION DE LAS PROTEINAS Gi EN LA EAE

En vista de los resultados anteriores y dado ggieckceptores de SRIF se acoplan
negativamente a la AC via proteinas Gi, se evatudos niveles proteicos de las
subunidadestiy, aiz Y aiz de las proteinas Gi mediante western blot en meamalsrde
corteza frontal, hipocampo y estriado de ratas EAE (grado 3) y ratas control. Los
resultados obtenidos demuestran que la EAE (grado &odifica la cantidad de dichas

subunidadesi en ninguna de las tres areas cerebrales estadfiglara 27).

Corteza frontal Hipocampo Estriado
C EAE C EAE C EAE C EAE C EAE C EAE

Giul —— — — — — — — a— A — —

Giuz —— TE— — — -—-- T E— T—— —

GiuS — — ——  — | — —— e E——

Figura 27. Autorradiografias procedentes de la inmunodetecd®mas subunidades,, ai, y aiz de las
proteinas G inhibidoras en membranas de cortezdaffchipocampo y estriado de rata con grado 3 de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) aed grado 3 y de ratas control (C). Las membranas
se separaron por SDS-PAGE vy se transfirieron a meamab de nitrocelulosa. La inmunodeteccion se llevé
a cabo mediante anticuerpos monoclonales de rattwGax;, y anti-Gio, y el anticuerpo policlonal de
raton anti-Gitz. Cada experimento es representativo de otros 5.

. EFECTO DE LA SAL DE CALCIO, MAGNESIO Y POTASIO DEL
FOSFATO DE ETANOLAMINA SOBRE LAS ALTERACIONES DEL
SISTEMA SOMATOSTATINERGICO OBSERVADAS DURANTE
LA ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL

Como se ha demostrado, la encefalomielitis autonarexperimental (EAE) en
grado 3 causa una serie de alteraciones en ahsistematostatinérgico de la rata Lewis.
Dado que distintos derivados de la etanolamina demostrado tener un efecto
neuroprotector, nos planteamos evaluar si las siesalcio, magnesio y potasio del
fosfato de etanolamina (PEA) son capaces de preleaparicion de los signos clinicos
de la EAE asi como las alteraciones del sistemaatumtatinérgico previamente

descritas.
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A. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE PEA SOBRE LA
MANIFESTACION DE LA EAE

Como se ha descrito anteriormente, las ratas irmadas con PBM presentan
signos clinicos que siguen un curso reproduciblel élempo (Gold y col., 1997; Puerta y
col., 2000). Los signos clinicos de la EAE comeozaen el dia 10 post-induccion,
aproximadamente, alcanzandose el grado 3 de lafadmméelitis autoinmune
experimental en el dia 13 post-inmunizacion. Aderdéslos signos neuroldgicos
observados en las ratas que desarrollaron la eaflaain se observo una pérdida de peso
corporal en las ratas con EAE, mientras que losales control mostraron un aumento

gradual del peso corporal (figura 28).
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Figura 28. Curso clinico de la EAE en ratas LewisPanel A representacion de la variacion diaria del
peso corporal ratas contra)(frente a ratas control tratadas con fosfato deaaamina (PEA)M), ratas
con encefalomielitis autoinmune experimental (EABYUda i) en grado 3 y ratas con EAE aguda en grado
3 tratadas previamente a la induccién de la enféacheon fosfato de etanolamina (PE#).(Cada punto
representa la media E. S. M. de los pesos observados para cada gxgmsimental en un mismo dia
(n=5). Panel B evolucion de los signos clinicos de la EAE ersatontrol i) frente a ratas control
tratadas con fosfato de etanolamina (PEs) (atas con encefalomielitis autoinmune experiglefit AE)
aguda @) en grado 3 y ratas con EAE aguda en grado 3daat@reviamente a la induccion de la
enfermedad con fosfato de etanolamina (PE#)) Cada punto representa la medi&.+S. M. de los pesos
observados para cada grupo experimental en un nd&r@=5). Comparacion estadistica frente al odintr
*p <0,05; *p<0,01.

Cuando las ratas con EAE se trataron con la sedld®, magnesio y potasio del
fosfato de etanolamina (PEA) dos dias antes dediaction, no se observé reduccion en

el peso corporal de las ratas con respecto a lusobes de la enfermedad (figura 28).
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B. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE PEA SOBRE LA RESP UESTA
INMUNOLOGICA A PBM

Dado que la produccion de anticuerpos que reaatiooa las glucoproteinas de
mielina de oligodendrocitos se ha asociado a ka ¢isica de la EM y la EAE aguda, se
midieron los niveles séricos de anticuerpos antiiR&h ratas control, ratas con EAE
aguda (grado 3), ratas tratadas con PEA y ratéedas con PEA e inmunizadas con
PBM mediante ELISA. Como se observa en la figuraeR8uero procedente de ratas con
EAE aguda presentaba un aumento significativo dieusrpos anti-PBM en el dia 10
post-inmunizacién, mientras que la administraci@ REA dos dias previos a la

induccién de la enfermedad y durante 15 dias poedicho incremento.
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Figura 29. Niveles de anticuerpos anti-PBM en suero sanguilee@tas control, ratas control tratadas con
PEA, ratas con encefalomielitis autoinmune expentale(EAE) aguda en grado 3 y ratas con EAE en
grado 3 tratadas con PEA. Los sueros se incubarama& microplaca de 96 pocillos revestida con PBM y
los anticuerpos anti-PBM se detectaron usando g policlonal de cabra anti-rata conjugada con
peroxidasa. Los datos representan la media €. M. de cinco ratas. Comparacién estadisteatd al
control: ** p < 0,01.

A continuacion, se procedié a evaluar si la PEA omadja las alteraciones
observadas en las ratas con EAE debido a su adivadti-inflamatoria. Para ello, se
midieron por ELISA los niveles de interfergrilFN-y), interleuquina & (IL-1B) y factor
de necrosis tumorat (TNF-0) en extractos de hipocampo y estriado de ratagapn
ratas tratadas con PEA, ratas con EAE aguda (@0 @hpy ratas con EAE tratadas con
PEA. Los datos obtenidos no muestran alteracidnnalgn los niveles de ILB1(figura
30) en ninguna de las areas cerebrales analizaastiras que se pone de manifiesto un
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incremento notable de los niveles de T&lEE-IFN+y (figura 31 y 32) en ratas con EAE en
grado 3, tanto en hipocampo como en estriado, iémzlo con el inicio de los signos
clinicos de la enfermedad. Este incremento deilades de TNFa e IFNy inducido por

la enfermedad revierte a los valores control cudadaratas con grado 3 de EAE son
tratadas con PEA.
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Figura 30. Niveles de interleuquinaB1(IL-1B) en extractos de hipocampo (panel A) y estriadmép B)

de ratas control, ratas tratadas con PEA, ratagédhen grado 3 y ratas con EAE tratadas con PERA. E
ensayo se realizé segun las instrucciones delckaié del kit de ELISA. Los datos representan ldiang

E. S. M. de cinco ratas.
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Figura 31. Niveles de factor de necrosis tumoral(TNF-a) en extractos de hipocampo (panel A) y
estriado (panel B) de ratas control, ratas tratadasPEA, ratas con EAE en grado 3 y ratas con EAE
tratadas con PEA. El ensayo se realizo segin &isuationes del fabricante del kit de ELISA. Losoda
representan la mediaB: S. M. de cinco ratas. Comparacion estadistarad al control: ** p < 0,01.
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Figura 32. Niveles de interferory (IFN-y) en extractos de hipocampo (panel A) y estriadmép B) de
ratas control, ratas tratadas con PEA, ratas coB B grado 3 y ratas con EAE tratadas con PEA. El
ensayo se realizé segln las instrucciones delctatie del kit de ELISA. Los datos representan ldiane

E. S. M. de cinco ratas. Comparacion estadistaadral control: ** p < 0,01.

131



) Ly g
Resultados Universidad de Alca

C. ESTUDIO HISTOLOGICO

Debido a la naturaleza neuroinflamatoria de la E#d realiz6 un analisis
histoldgico del estriado de ratas control, ratas EAE, ratas tratadas con PEA vy ratas
con EAE vy tratadas con PEA con el fin de determilaapresencia o ausencia de
infiltrados inflamatorios. Mediante tincion con haoxilina/eosina, se observo un
aumento de la infiltracion linfocitaria perivasautn el estriado de ratas con grado 3 de

EAE (figura 33). Dicha infiltracion se redujo a los/eles control en el estriado de las

ratas con EAE a las que se les administro PEA.

Figura 33. Secciones histolégicas de estriado tefiidas con toeaiiiaa/eosina. C: Estriado de rata control;
PEA: Estriado procedente de rata control tratace6@® mg/kg peso/dia de fosfato de etanolamina;:EAE
Inflamacion perivascular linfocitaria con extensfggrenquimatosa en cuerpo estriado de ratas condBAE
grado 3; EAE + PEA: Estriado procedente de ratass&E tratadas con 600 mg/kg peso/dia.

D. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DEL PEA SOBRE LOS NI VELES DE
SOMATOSTATINA

Con el fin de analizar si el PEA alteraba los megelde somatostatina
inmunorreactiva, se llevé a cabo un analisis detatido de SRIF-IR en corteza frontal,
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hipocampo o estriado de ratas control, ratas cof f£fatas con EAE tratadas con PEA.
No se observaron cambios significativos en el c¢odte de somatostatina

inmunorreactiva (SRIF-IR) de la corteza frontahddampo o estriado de rata (Tabla 12).

Tabla 12. Niveles de somatostatina inmunorreactiva (SRIF-#R) corteza frontal,

hipocampo y estriado de ratas Lewis con encefaldmmi@utoinmune experimental
(EAE) aguda en grado 3 (n=5), animales controle$)mm animales con EAE aguda en
grado 3 tratados con PEA (n=5).

Area cerebral Control EAE EAE + PEA
Corteza frontal 12,43 +0,68 12,96 40,19 12,34 2,62
Hipocampo 9,94 +1,86 9,10 +1,91 9,16 40,73
Estriado 6,94 +0,98 6,10 #,01 6,34 +1,62

Los valores representan la medi& +S. M. de cinco ratas.

E. EFECTO DEL PEA SOBRE EL SISTEMA RECEPTOR-EFECTOR DE LA
SOMATOSTATINA

La EAE en grado 3 induce una reduccion en el nardersitios de unién de la
somatostatina en membranas aisladas de hipocamgtoigdo de rata. El tratamiento con
PEA a una dosis de 600 mg/kg peso/dia revierteadietluccion, observandose valores
sin cambios en la constante de disociacion, sieslar los obtenidos con membranas

procedentes de los animales control (figura 34;yrabla 13).
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Tabla 13. Efecto de la administracion de PEA sobre los pand@male equilibrio de la
unién de la somatostatina a sus receptores en rmeamprocedentes del hipocampo de
ratas Lewis control (n = 10), ratas control tratadan PEA (n=5), ratas con grado 3 (n =
5) de encefalomielitis autoinmune experimental (EABuda y ratas con EAE tratadas
con PEA (n =5).

Receptores de SRIF
Grupos Bméx (fmol/mg prot) Kd (nM)
Control 515 +30 0,77 40,12
Hipocampo PEA 577 +35 0,76 40,29
EAE 389 R4** 0,77 +0,09
EAE + PEA 563 +21 0,77 40,29
Control 177 40 0,43 + 0,09
Estriado PEA 169 6 0,43 +0,12
EAE 84 4** 0,44 + 0,06
EAE + PEA 17542 0,41 +0,13

Los parametros de union se calculan a partir dedpsesentaciones de Scatchard por
regresion lineal. Las unidades de Kd son nM y ladades de B max. son femtomoles de
SRIF unida por mg de proteina. Los resultados septan la media E. S. M. de cinco
ratas. Comparacion estadistica frente al conttgh<0,01.
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Figura 34. Efecto del PEA sobre la unién de la SRIR& sus receptores en membranas de hipocampo
de rata. Panel izquierdoinhibicién competitiva de la unién de 1&1-Tyr'-somatostatina-14"{1-Tyr*-
SRIF-14) a membranas de hipocampo de rata por I& BR. Las membranas (0,15 mg proteina/ml) se
incuban durante 60 min a 30°C en presencia de B50@ *I-Tyr'’-SRIF-14 y de concentraciones
crecientes del péptido frio. Los puntos corresporaleatas Lewis controlm(, n = 5), control tratadas con
PEA @, n =5), con grado 3a(n = 5) de encefalomielitis autoinmune experime(fE8E) aguda, y ratas
con grado 3 de EAE aguda tratadas con 600 mg/kg/giasde PEAK, n = 5). Los valores se expresan
como la media . S. M. de cinco experimentos. Panel dereemdlisis de Scatchard de los datos de
union.
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Figura 35. Efecto del PEA sobre la union de la SRIR sus receptores en membranas de estriado de
rata. Panel izquierdoinhibicién competitiva de la unién de'f@l-Tyr!-somatostatina-14{1-Tyr**-SRIF-

14) a membranas de estriado de rata por la SRiF Ifeis membranas (0,15 mg proteina/ml) se incuban
durante 60 min a 30°C en presencia de 250 pMua@yr'’-SRIF-14 y de concentraciones crecientes del
péptido frio. Los puntos corresponden a ratas Leuwsrol @, n = 5), control tratadas con PEs, (n = 5),

con grado 3, n = 5) de encefalomielitis autoinmune experime(EAE) aguda, y ratas con grado 3 de

EAE aguda tratadas con 600 mg/kg peso/dia de REA=£ 5). Los valores se expresan como la media +
S. M. de cinco experimentos. Panel dereeimdlisis de Scatchard de los datos de unién.

Sin embargo, el tratamiento con dosis mas bajaBEk en las ratas enfermas
(300 mg/kg peso/dia y 150 mg/kg peso/dia) no candujuna recuperacion de los
parametros de equilibrio de union de la SRIF a regeptores (figuras 36 y 37) en

ninguna de las areas cerebrales analizadas.
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Figura 36. Efecto del PEA sobre la unidn de la SRIR sus receptores en membranas de hipocampo
de rata. Panel izquierdoinhibicién competitiva de la unién de 1&1-Tyr'-somatostatina-14"{1-Tyr*-
SRIF-14) a membranas de hipocampo de rata por I& BR. Las membranas (0,15 mg proteina/ml) se
incuban durante 60 min a 30°C en presencia de RE0g3?3-Tyr'>-SRIF y de concentraciones crecientes
de péptido frio. Los puntos corresponden a ratagss.eontrol @, n = 5), control tratadas con PER, (n =

5), con grado 3a, n = 5) de encefalomielitis autoinmune experime(E#E) aguda, y ratas con grado 3 de
EAE aguda tratadas con 300 mg/kg peso/dia de REA% 5). Los valores se expresan como la media +
S. M. de cinco ratas. Panel derecimhibicién competitiva de la unién de ¥&-Tyr'-SRIF a membranas
de hipocampo de ratas Lewis contmalr{ = 5), control tratadas con PE#, (h = 5), ratas con grado 3 de
EAE (@mn = 5) o ratas con grado 3 de EAE tratadas conmig/g peso/dia de PEAsf = 5). Los valores
se expresan como la medi&+S. M. de cinco ratas.
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Figura 37. Efecto del PEA sobre la union de la SRIR sus receptores en membranas de estriado de
rata. Panel izquierdpinhibicion competitiva de la unién def&l-Tyr**-somatostatina-14Q-Tyr'-SRIF-

14) a membranas de estriado de rata por la SRAF Ifeis membranas (0,15 mg proteina/ml) se incuban
durante 60 min a 30°C en presencia de 250 pM*#dyr'-SRIF y de concentraciones crecientes de
péptido frio. Los puntos corresponden a ratas Leotgrol @ n = 5), control tratadas con EAR = 5),
ratas con grado 3 = 5) de encefalomielitis autoinmune experime(E#E) y ratas con grado 3 de EAE
tratadas con 300 mg/kg peso/dia de PEA € 5). Los valores se expresan como la media $. M. de
cinco ratas. Panel derechimhibicién competitiva de la unién de f&1-Tyr'-SRIF a membranas de
estriado de ratas Lewis contre (@ = 5), control tratadas con EAR i = 5), ratas con grado 3 de EARN(
=5) o ratas con grado 3 de EAE tratadas con 15Rgmeso/dia de PEAafh = 5). Los valores se expresan
como la media €. S. M. de cinco ratas.

Para averiguar si el PEA ejerce un efecto direchveslos receptores de SRIF, se
incluyé el compuesto en el medio de incubacionaaoncentracion de 100 mg/ml en el
momento del ensayo de unién d&l-Tyr'*:-SRIF-14 con membranas de hipocampo o
estriado de ratas control. La adiciéon de PEA nc#eningun efecto sobre los receptores
de SRIF en ninguna de las areas cerebrales aradizad comparacion con los valores

obtenidos en ausencia de PEA (figura 38).
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Figura 38. Panel izquierdoinhibicion competitiva de la union de¥&l-Tyr''-somatostatina-14Q-Tyr*-
SRIF-14) a membranas de hipocampo de rata por estatiha fria (SRIF) en presencia de 100 mg/ml de
la sal de calcio, magnesio y potasio de fosfatetdaolamina. Las membranas (0,15 mg proteina/ml) se
incuban durante 60 min. a 30 °C en presencia dg®b0e'*3-Tyr'-SRIF y de concentraciones crecientes
de péptido frio. Los puntos corresponden a ratasr@es incubadas en presencia de PEA ( = 5) o
ausencia del mismaa(, n = 5). Los valores se expresan como la med&a $. M. de cinco ratas. Panel
derecho mismo experimento realizado en membranas deadstri

Como se ha descrito previamente, la EAE aguda, radog3, induce una
disminucién notable y selectiva de la expresiénréegptor de SRIF sst2, sin cambios en
los niveles proteicos y de ARNm de los subtipod,ss$t3 y sst4. En vista de estos
resultados, y con el fin de averiguar si el tratrto con PEA era capaz de prevenir dicha
reduccion, se midieron los niveles proteicos ddltipo sst2 mediante western blot en
membranas de hipocampo y estriado de los distigropos experimentales. Los
resultados obtenidos demuestran que la adminiSiragdé PEA dos dias antes de la
inducciéon de la EAE y durante 15 dias, simultanedena@ la inmunizacién con PBM,
retorno los niveles proteicos del sst2 a los valaantrol (figura 39). Dicho tratamiento
no modificd los niveles de los subtipos sstl, sst8st4 (figura 40). Asimismo, la
administracion de PEA a ratas control no ejercidgan efecto significativo sobre los

niveles del sst2.
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Figura 39. Efecto del tratamiento con PEA sobre losiveles proteicos del subtipo sst2 en hipocampo

y estriado de rata.Panel superiorautorradiografias derivadas de la inmunodetecd&rsubtipo sst2 en
membranas de hipocampo (panel A) y estriado (B)ndk ratas control (C, n = 5), ratas tratadasRiBA
(PEA, n =5), ratas con EAE en grado 3 (EAE, n=y5hatas con EAE en grado 3 tratadas con PEA (EAE +
PEA, n = 5). Las proteinas se separaron por SDSEPA&e transfirieron a membranas de nitrocelulbaa.
inmunodeteccion se llevo a cabo mediante anticseppticlonales de cabra anti-sstl, anti-sst2, ssi8-0
anti-sst4, como se ha descrito en Materiales y 8oL as figuras mostradas son representativagrale o
cuatro ensayos. Ltubulina se utilizé6 como control de carga. Panfdrior. analisis densitométrico de las
autorradiografias derivadas de la inmunodeteccameteptor sst2 en membranas de hipocampo (panel A
y estriado (panel B) de ratas control (barra negrajas tratadas con PEA (barra azul), ratas ¢da &n
grado 3 (barra roja), y ratas con EAE en gradaafadias con PEA (barra verde). Se les asigné um valo
arbitrario de 100 a las densidades 6pticas de dadas correspondientes al grupo control. La dedsida
Optica de las bandas correspondientes al grup@tds con EAE se representa como un porcentaje del
control. Los datos representan la media.S. M. de cinco ratas. Comparacion estadista#d al control:

**p < 0,01.
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Figura 40. Efecto del tratamiento con PEA sobre logiveles proteicos de los subtipos sstl, sst3 y4sst
en hipocampo y estriado de rataAutorradiografias derivadas de la inmunodetecdiénsubtipo sst2 en
membranas de hipocampo (panel izquierdo) y estrjpdoel derecho) de ratas control (C, n = 5), ratas
tratadas con PEA (PEA, n = 5), ratas con EAE ed@B(EAE, n=5), y ratas con EAE en grado 3 trasad
con PEA (EAE + PEA, n = 5). Las proteinas se separpor SDS-PAGE y se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa. La inmunodeteccién se llevé aaaediante anticuerpos policlonales de cabra attti-s
anti-sst2, anti-sst3 o anti-sst4, como se ha deseri Materiales y Métodos. Las figuras mostradas s
representativas de otros cuatro ensayof-tubulina se utilizé como control de carga.

Para comprobar si la recuperacion de los niveletejoos del sst2 en ratas con
EAE tratadas con la sal se correlacionan con ungezacion en la expresion del gen, se
midieron los niveles de ARNm del sst2 por RT-PCRempo real. El analisis daCr
demuestra que tanto en el hipocampo como en @dsue las ratas con EAE en grado 3
y tratadas con PEA, la tasa de transcripcion deldgt sst2 se normaliza, alcanzando
valores control (figura 41). Las muestras proceskede ratas control tratadas con PEA,

sin embargo, no mostraron cambios significativokemiveles de ARNm del sst2.
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Figura 41. Contenido relativo del ARNm del receptor de sontatgg subtipo 2 (sst2) en el hipocampo
(panel A) y el estriado (panel B) de ratas contbalrra negra), ratas controles tratadas con PEA&aba
azul), ratas con grado 3 de EAE (barra roja) ysratan EAE tratadas con PEA (barra verde). Los ealse
presentan como la medisEt S. M. de cinco experimentos por separado yzasds por duplicado.
** 1y < 0,001

Dado que el PEA ejerce una regulacion a la alta éranscripcion del gen de sst2
se quiso determinar, a continuacion, si dicho efeca consecuencia de una alteraciéon en
los niveles del factor de transcripcion CREB. Hsign establecido que en el promotor
del gen sst2, existe un elemento de respuesta acAMRE), al que se une la proteina
CREB fosforilada (p-CREB) para regular asi la tcaipeion de dicho gen. Por ello se
planted la hipotesis de que un aumento en losasveé ARNmM del sst2 podria ser el
resultado de un aumento en los niveles de p-CRBB.cénsiguiente, se midieron los
niveles proteicos de dicho factor en ratas contedgs tratada con PEA, ratas con EAE
en grado 3 y ratas con EAE tratadas con PEA (fig@a Los ensayos de western blot
demuestran que el PEA administrado tanto a ratasat@omo a ratas con EAE en grado

3 no modifica los niveles de p-CREB en comparacmmlos valores control.
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Figura 42. Autorradiografias procedentes de la inmoodetecciéon de la forma fosforilada de la
proteina de unioén al elemento de respuesta a AMPp-CREB) en extractos tisulares procedentes de
hipocampo (panel A) y estriado (panel B) de ratas éwis control, ratas control tratadas con PEA,
ratas con grado 3 de encefalomielitis autoinmune prrimental (EAE) aguda, y ratas con EAE
tratadas con PEA. Las proteinas de las muestras se separaron potP8BE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. La inmunodetecciénes® la cabo mediante anticuerpos monoclonales de
raton anti-CREB-P. Cada experimento es represeatdé otros cinco.

F. PAPEL DE LAS GRKS EN LA EAE

Puesto que las GRKs tienen un papel importante aedebkensibilizacion y
posterior internalizacion de los GPCR, se mididosmiveles proteicos de GRK2, GRK5
y GRKG6, los isotipos mas abundantes en cerebro,wsstern blot. Los resultados
obtenidos no mostraron cambios significativos elusedistintos grupos experimentales

analizados (figura 43).
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Figura 43. Autorradiografias procedentes de la inmoodeteccion de las isoformas 2, 5y 6 de las
kinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKARK5 y GRK6) en membranas de hipocampo
(panel A) y estriado (panel B) de ratas Lewis conti (C), ratas tratadas con PEA (PEA), ratas con
grado 3 de encefalomielitis autoinmune experimentdEAE) y ratas con EAE tratadas con PEA (EAE

+ PEA). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE vy sefitrartn a membranas de nitrocelulosa. La
inmunodeteccién se llevd a cabo mediante anticegppticlonales de cabra anti-GRK2, anti-GRK5 yanti
GRK®6. Cada experimento es representativo de oings.c

G. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PEA SOBRE LA ACTIVIDA D AC

Previamente, se comprobd que la EAE induce unaogatuen la capacidad de la
somatostatina de inhibir la actividad AC basal yfineglada por forskolina. Por

consiguiente, analizamos si el tratamiento de #asrenfermas con la PEA podria
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prevenir dicha reduccion. Los resultados demuestra@ el tratamiento con PEA
normaliza la capacidad de la SRIF de inhibir lavadad de la AC, no detectandose
cambios en la actividad enziméatica (tablas 14 y T&inpoco se encontraron cambios en
las veces de estimulacion por FK de la actividade&@e las ratas control, ratas tratadas

con PEA, ratas con EAE en grado 3 y ratas con Eatadas con PEA.

Tabla 14.Actividad de la enzima adenilato ciclasa (pmol AMRia/mg proteina) en presencia o
ausencia de forskolina (FK) (80M) o somatostatina (SRIF) (fOM) en membranas de
hipocampo de ratas Lewis control (n = 5), ratagatlas con PEA (n = 5), ratas con
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) agueh grado 3 (n =5) y ratas con EAE
tratadas con PEA (n =5).

CONTROL PEA EAE EAE + PEA

Actividad

Basal 161,5 +6,3157,0 + 26,2156,7 £+ 8,1 156,7 + 2,

+10* M SRIF 113,4+6,9111,1 +£6,0127,9+3,9*112,5 + 4,

+10° M FK 352,1+6,3351,7 £+ 12,/ 357,6 + 7,89 354,1 + 6,

+10°M FK + 10* M SRIF  232,0 +4,8234,2 + 7,4279,2 +9,1 * 226,9 + 6,
\Veces de estimulacion 22+0,2 2,240,2 2,340,4 2,3 40,3
1% Inhibicién

Basal 302+12 294+12 188+1,0**345+2,4

+10° M FK 33,8+0,7 33,7+0,6 21,9+0,6** 34,1+0,7

Los valores representan la medi&+S. M. de cinco experimentos individuales realas por
duplicado. Comparacién estadistica contra el cbritp< 0,05; ** p < 0,01.

Tabla 15. Actividad de la enzima adenilato ciclasa (pmol ANM®ia/mg proteina) en presencia o
ausencia de forskolina (FK) (2M) o somatostatina (SRIF) (f0M) en membranas de estriado
de ratas Lewis control (n = 5), ratas tratadas B&#® (n = 5), ratas con encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) aguda en grado Bjryxatas con EAE tratadas con PEA
(n=5).

CONTROL PEA EAE EAE + PEA

+10% M SRIF
+10° M FK 552,1 +6,3551,7 +14,5 551,7 + 14,5 544,1 + 10,

+10°M FK + 10* M
SRIF 336,4 + 65,8334,2 + 90,4426,0 + 39,1 ** 326,9 + 76,
% Inhibicion
Basal 241+11 253+20 188+1,0* 250+1
+10° M FK 39,1+2,7 39,4+63 228+55* 399+6,5

Los valores representan la medi&+S. M. de cinco experimentos individuales realas por
duplicado. Comparacién estadistica contra el cbritpp< 0,05; ** p < 0,01.
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Puesto que los cinco receptores de somatostatineopéan a este efector a través
de las proteinas Gi, se analizaron por western hlist niveles proteicos de las
subunidadesiiy, ai, y aiz de las proteinas Gi en membranas de hipocampwigdesde
ratas control, ratas tratadas con PEA, ratas cdh ¥fatas con EAE tratadas con PEA.
Los resultados obtenidos demostraron que el PEA soladministrado a ratas

conjuntamente con la PBM, no modifico la cantidead, ai, o aiz (figura 44).
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Figura 44. Autorradiografias procedentes de la inmoodeteccién de las subunidadesi;, i,y aiz de

las proteinas G inhibidoras procedentes de cortezfontal, hipocampo y estriado de ratas control
(C), ratas control tratadas con PEA (PEA), ratas co grado 3 de encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) aguda y ratas con EAE aguda tratdas con fosfato de etanolamina (EAE +
PEA). Las membranas se separaron por SDS-PAGE vy sditiemos a membranas de nitrocelulosa. La
inmunodeteccién se llevé a cabo mediante anticserponoclonales de raton antieziy anti-Gioi, y
mediante el empleo del anticuerpo policlonal dérrainti-Gos. Cada experimento es representativo de
otros 5. Se empled el anticuerpo monoclonal @sitibulina como control de carga.
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Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignaashocéano.
Sir Isaac Newton






rsidad de Alcala Discusion

Ege

Univi

D

La EAE aguda es una enfermedad autoinmune del Skiflada por células T
gue reproduce muchos de los signos clinicos ddl@fhumanos y, por consiguiente, se
utiliza como modelo animal de la EM para valoragvas estrategias terapéuticas frente a
esta enfermedad (Raine y Field, 1968; Steinman9)19@ inmunizacion de ratas Lewis
adultas con PBM induce una EAE monofasica agudasqueanifiesta con una debilidad
ascendente progresiva, pardlisis de las patasrdsase tetraplejia. Los resultados
obtenidos en el presente estudio demuestran, poerar vez, una alteracion del sistema
de neurotransmision somatostatinérgica en el hippoay estriado de la rata Lewis con
EAE aguda en grado 3, pero no en grado 1, asi eomefecto protector de la sal de
PEA. El efecto preventivo de dicha sal es dosisddi@nte, como revela la evaluacion
de los signos clinicos y los cambios en el pesparat.

El modelo animal escogido para reproducir parciabeda EM se baso en el
modelo de Matsumoto y col. (1990). Todas las ratias que se inyecto el coctel de PBM
desarrollaron una EAE aguda que siguié un cursuocolisimilar al descrito por otros
autores (Gold y col., 1997; Puerta y col., 2000yeBsos estudios han demostrado que la
inmunizacion con PBM conlleva un aumento de la peotn de anticuerpos anti-PBM
gue esta implicado en el proceso de la EAE agudmé€ry col., 1981; Day y col., 1986;
Hashim y col., 1986; Hashim y Day, 1988; Karpuswa8borg, 1991; Miller y Karpus,
1994; Rivero y col., 1997; Archelos y col., 2008& ha propuesto que dichos anticuerpos
potencian la presentacion de antigenos derivadosielaa por células presentadoras de
antigeno (Myers y col., 1992). Por consiguienteapalidar nuestro modelo, medimos la
concentracion de anticuerpos anti-PBM en suerowsaag de ratas a las que se inyecté
PBM. El aumento de la concentracion sérica de antwuerpos en dichas ratas, con
respecto a los animales control, fue coherentelgsmresultados obtenidos por otros
grupos (Stinissen y col., 1998; Rivero y col., 19R6strom y col., 2004).

La pérdida de peso observada en las ratas con gédagodria atribuirse tanto a
una reduccion en la ingesta de alimentos comoirflEamacion. Un estudio reciente de
Sanna y col. (2003) encontré un aumento en la siprale leptina sérica que precede al
inicio clinico de la EAE en ratones y que se cag®ina no solo con la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad sino también con unacmdin de la ingesta de alimento y del
peso corporal. Se sabe que la leptina influye eindasta alimentaria, el metabolismo
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basal, la inflamacién y la inmunidad frente a patdms infecciosos (Friedman y Halaas,
1998).

Para estudiar el efecto de la EAE aguda sobres&lnsa somatostatinérgico y el
posible efecto protector de la sal de PEA, seeslgi tres areas cerebrales: la corteza
frontal, por su implicacion en procesos motoreslifkd984); el hipocampo, por su
implicacién en procesos cognitivos (Meissner, 198jgins y col., 1986; Cotman y
Anderson., 1988); y el estriado por su implicacg@nambos procesos (Di Chiara y col.,
1981; Scheel-Kruger., 1984). Estas tres areas mdesbson, ademas, ricas tanto en
neuronas somatostatinérgicas (Joels y col., 198@e6Gy col., 1994) como en sst (Csaba
y Dournaud, 2001) y estd descrito que la SRIF nmedlithas funciones motoras y
cognitivas alteradas ambas en la EAE y EM. Aung@ehan demostrado multiples
alteraciones en la sustancia blanca del sistemaoseren la EM (Riechert y col., 1975;
Davison y col., 1988; Waxman, 1992; Raine, 1994kBaf y van Walderveen., 1999),
numerosos trabajos recientes han detectado tandbi®os en la materia gris del SNC
(Cercignani y col., 2001; De Stefano y col., 20B8jck, 2005; Cabranes y col., 2005;
Cabranes y col., 2006; Zeis y col., 2008).

. EFECTOS DE LA EAE AGUDA SOBRE EL SISTEMA
SOMATOSTATINERGICO CEREBRAL DE LA RATA

A los 12 dias de la inmunizacion de las ratas cBMPse detect6 un aumento
notable de los niveles de IFNy TNF-a en extractos de hipocampo y estriado. El
analisis histolégico del estriado de ratas con E#dtida en grado 3 mostré una
infiltracion de células inflamatorias. En la EAEen la EM, se ha descrito que los
infiltrados inflamatorios se componen principalngertte linfocitos T y macrofagos,
consideradas como las células efectoras mas inmpestadel proceso (Raine, 1989;
Heber-Katz, 1993; Wekerle, 1993). Por consiguieeleaumento de IFN-y TNF-

a detectado en nuestro estudio podria atribuirses a&itaquinas secretadas por dichas
células. Estos hallazgos estan en consonancia stodi@s previos que muestran una

elevacion de varias citoquinas pro-inflamatoriasluyendo IL-B, IL-6, IFN-yy TNF-q,
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en el LCR de pacientes de EM y animales con EAGkéBY col., 1991; Navikas y Link,
1996).

El contenido de SRIF-IR en la corteza frontal, globampo y el estriado de las
ratas control fue similar al descrito previaments puestro grupo (Puebla y Arilla-
Ferreiro, 2003; Izquierdo-Claros y col., 2004) sostautores (Patel y Reichlin, 1978). En
las ratas con EAE aguda en grado 1 o grado 3, eo@@traron cambios significativos
en el contenido de SRIF-IR en ninguna de las tremasacerebrales analizadas en
comparacion con los animales control, lo que segare los estimulos inflamatorios
presentes en esta enfermedad no afectan a dichm@@o. Estos resultados concuerdan
con los de varios grupos de investigacion que hamodtrado que las citoquinas
anteriormente mencionadas no alteran ni la expresd ARNmM ni la secrecion aguda de
la SRIF (Honneger y col., 1991).

Por otra parte, se ha descrito una sobreactivat@dos receptores de NMDA en la
EAE y Hathway y col. (2001) demostraron que el NMDpdovoca un aumento
concentracion-dependiente en los niveles extraaresilde SRIF en cerebro de rata. Por
consiguiente, esto podria causar una deplecionRIE-FR. No obstante, también se ha
demostrado que la activacion de los receptoresMBAlestimula la expresion de SRIF
en neuronas hipotaldmicas (Rage y col., 1994) t&jasposibilidad, por lo tanto, que una
mayor liberacion de SRIF podria compensarse comayar sintesis del péptido, lo que
podria explicar nuestros resultados.

Uno de los principales hallazgos de este estudgueda EAE aguda en grado 3
provoca una disminuciéon de la unién d&-Tyr'-SRIF-14 a sus receptores en
membranas de estriado e hipocampo de la rata. dloseg estequiométricos obtenidos
tras el analisis de Scatchard revelaron que estamugion se debe a una disminucion en
el nimero de receptores de SRIF. Este efecto escifisp de area ya que no se
detectaron cambios en este parametro en la coftemtal de las ratas con dicha
enfermedad. Los parametros de union de los reeaptde SRIF en las tres é&reas
cerebrales de ratas control fueron similares a@éssritos previamente por nuestro grupo
y otros autores (Srikant y Patel, 1981; Epelbauwoly, 1982, Hervas-Aguilar y col.,
2005). Con el fin de profundizar en el mecanismolecwar implicado en dicha
disminucién, se analizé la expresién de los reaeptestl-sst4. Aunque se ha localizado

sstb en el cerebro de la rata, hay varios trabgyms demuestran que esta presente en
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niveles muy bajos y su expresion parece limitarsegiones mas rostrales del cerebro
(Stroh y col., 1999). Los resultados obtenidoslesea una disminucion selectiva de los
niveles proteicos de sst2, tanto en estriado camioipocampo de ratas con EAE aguda
en grado 3, sin cambios en ninguno de los subépda corteza frontal, lo que concuerda
con los datos de union. El andlisis por RT-PCRm@pio real nos permite afirmar que esta
reduccion selectiva en el contenido proteico d2 est al menos en parte, consecuencia
directa de una reduccion en la expresion del gesst® dado que los niveles de ARNm
del receptor fueron significativamente menores stasedos areas cerebrales de las ratas
con EAE en comparacion con las ratas control. Blisisa de la integridad del ARN por
electroforesis en gel de agarosa permitid desckatposibilidad de que la disminucion
fuese consecuencia de una degradacion del ARNm.

Como se ha descrito anteriormente, la EAE agudgrato 3 indujo un aumento
significativo de los niveles de TNé-e IFNy en el hipocampo y estriado de la rata
Lewis. En células endoteliales coronarias humavias,y col. (2005) observaron que el
tratamiento con TN+ reduce tanto los niveles del ARNm de sst2 como su
inmunorreactividad. Por consiguiente, la disminnai@ sst2 en hipocampo y estriado de
ratas con EAE aguda podria estar inducido al mengsarte por el TNIe- liberado de
las células endoteliales, macrofagos, etc. dutargafermedad.

Dado que el numero de receptores presentes enpkafisie celular estd en
funcidn de los procesos combinados de insercioreceptores recién sintetizados en la
membrana plasmatica y de internacion de los mistaasienor union de la SRIF a sus
receptores podria también deberse, en parte, aall@@cion en la maquinaria de
desensibilizacion o internacion de los mismass GRK desempefian un papel
importante en iniciar este proceso al fosforilar reteptor (Hipkin y col., 1997
Erdtmann-Vourtliotis y col., 2001; Oomen y col. 029 Gainetdinov y col., 2004; Kelly y
col., 2008). Asi, la fosforilacion de un GPCR pdRK; seguido de la unidn de arrestinas,
previene eficazmente el acoplamiento posterioreptor a su proteina G. Finalmente,
el sistema GRK-arrestina promueve la internaciGgiada por clatrina, de los receptores
inactivados hacia endosomas para su posterior dsgdm o resensibilizacion. De las
siete isoformas que conforman la familia de GRK,ha@ descrito altos niveles de
expresion de GRK2 y GRK6 en el sistema inmune glererebro (Erdtmann-Vourliotis

y col., 2001) mientras que GRK5 es especialmentmddnte en la region limbica del
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cerebro. Vroon y col. (2003) demostraron recientémeajue la induccion de la EAE
mediante MOG conduce a un descenso pronunciadoodétnido proteico de GRK2 y
GRK®6 en células de bazo. Asimismo, describieron negiaiccion similar de GRK2 en
leucocitos de pacientes con EM remitente-recurrent®n EM progresiva secundaria
(Vroon y col., 2005). Por otro lado, se ha demastia vitro que las citoquinas pro-
inflamatorias IL-B, TNF-, IL-6 e IFNypueden disminuir los niveles proteicos de
GRK2 (Lombardi y col., 1999; Ramos-Ruiz y col., @0Qombardi y col., 2002). Estas
evidencias, junto con el aumento de TiFe IFNy detectado en nuestro estudio, nos
llevé a pensar en una posible alteracion a nivéaslé&SRK en estriado y/o hipocampo de
ratas con EAE. Sin embargo, en el presente estagliniveles de las isoformas GRK2,
GRK5 o0 GRKG6 en estriado e hipocampo de ratas coB &duda en grado 3 no cambian
significativamente con respecto al grupo contimlglie sugiere a primera vista que estas
guinasas no estan implicadas en la regulaciénbaji de sst2. No obstante, a partir de
nuestros resultados, no se puede descartar lailplzgibde que la EAE en grado 3 haya
provocado un cambio en la actividad de las GRKh&edemostrado que la GRK2 es un
sustrato de la PKC (Penn y col., 2000). Hay evidende un aumento de la actividad
PKC en la EAE (Vladimirova y col., 1999; Defaziocgl., 2000). La PKC activa la
GRK2, potenciando su traslado desde el citosol mdanbrana plasmatica (Winstel y
col., 1996; Fardoun y col., 2007). Por consiguientega mayor actividad PKC en esta
enfermedad contribuiria a una mayor activacion 8Ky, por ende, a una mayor tasa
de internacion de los sst, puesto que la internabéb receptor sst2A es dependiente de la
fosforilacion mediada por GRK2 (Tulipano y col.,02). Diversos autores han observado
un paralelismo entre la densidad de receptores elebmana y la actividad de GRK2.
Ansonoff y col. (2001), por ejemplo, demostraroe glitratamiento de ratas hembra con
estradiol induce una regulacién a la baja de losp®resa-adrenérgicos que se asocia
con una reduccién concomitante en la actividad sta quinasa. En otro estudio, se
observé que la adiccidén a opiaceos en humanoss@a®n una regulaciéon a la baja de
los receptoregi—opiaceos, de GRK2 y GRK6 y dearrestina-2 (Ferrer-Alcén y col.,
2004). Seran necesarios estudios adicionales plveav dicha posibilidad.

Diversos estudios han descrito efectos moduladieda PKC sobre la union de
la SRIF a sus receptores y sobre la sefializacidratestatinérgica. Se ha demostrado
que el tratamiento con activadores de la PKC, &deso ésteres de forbol, disminuye la
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densidad de los sst en diferentes lineas celu{@sisorne y Tashjian, 1982; Zeggari y
col., 1985; Matozaki y col., 1986; Felley y col994). En otros estudios, se ha descrito
que la activacion de la PKC disminuye la unionalSRIF a sus receptores (Schonbrunn
y Tashjian, 1980; Felley y col., 1994) y que la@ipién aguda a 12-miristoil-13-acetato
de forbol atenua la inhibicion de la AC mediada frSRIF (Katada y col., 1985;
Gordeladze y col., 1989). Ademas, Hipkin y col.q@Phan demostrado que la activacion
de la PKC estimula la fosforilacion e internacidh ibceptor sst2A.

El gen de sst2 posee un elemento de respuesta a A®RE) en su region
promotora (Kimura y col., 2001) que es un sitioutén para el factor de transcripcion
CREB. La proteina CREB se activa al fosforilarsaliengte la PKA en respuesta a una
elevacion en los niveles de AMPc. Montminy y cdl990) demostraron que p-CREB
estimula la transcripcion basal de genes que amtii€RE y media la induccidn de la
transcripcion. Por ello, un descenso en los nivelesp-CREB podria, en teoria, ser
responsable de la reduccion de la expresion deirsdt2ida por EAE. Sin embargo, la
ausencia de cambios en los niveles de p-CREB stmatas control y las ratas con EAE
aguda sugiere que la disminucién del nimero s$& mrebablemente mediada por una
ruta independiente de CREB/AMPc. Un estudio enlaglgranulares de cerebelo de rata
demostré una reduccion en los niveles de ARNm thegse era independiente de la via
del AMPc/CREB y dependiente de la calcineurina, predieina fosfatasa dependiente de
Cd"*/calmodulina (Kramer y col., 2005). Aunque no heraaslizado la actividad de la
calcineurina en hipocampo o estriado de ratas &b &juda, se sabe que esta fosfatasa
se expresa de forma abundante en el SNC (PollilLy £891). Recientemente, se ha
descrito un aumenta de la actividad de la calcinauen la médula espinal durante la
EAE aguda (Das y col., 2008). Es tentador especptarlo tanto, que podria existir un
nexo de union entre esta enzima y la disminucidmdmero sst2 que observamos en
hipocampo y estriado de las ratas con EAE agudgr&iio 3, aunque seran necesarios
estudios en esta direccion para esclarecer estziljutas.

Hay evidencias que apuntan a un papel del estrigstwo en el desarrollo y
progresion de la EM y la EAE (Espejo y col., 2005¢. ha demostrado la presencia de
moléculas altamente reactivas, como el peroxiojtéh las zonas de las lesiones (van der
Veen y col., 1997) en fases muy tempranas de la. B&kEnismo, la inyeccion de un

agente neutralizante de peroxinitrito reduce lavgplad de los signos clinicos (Cross y
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col., 2000). Por otro lado, este metabolito inHédb@roliferacion de los oligodendrocitos
mediante la activacion microglial, evitando la relimizacion en las regiones lesionadas
(Bernardo y col., 2003; Li y col., 2005). EI SNC especialmente susceptible a los
radicales libres debido a la elevada cantidad digeow que utiliza, a las bajas
concentraciones de enzimas antioxidantes y a éam@hs concentraciones de metales de
transicion redox-activos capaces de contribuir gdaeracion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (Sayre y col., 2008). Diversos trabdjan implicado al estrés oxidativo
en alteraciones de determinadas moléculas de zaciah celular. En este sentido, Liy
col. (2008) demostraron que la reduccion en lo®las/de las proteinas @Gy en la
actividad AC inducida por altos niveles de glucesacélulas musculares lisas vasculares
podria atribuirse a un aumento de estrés oxidgpinavocado por niveles altos de
peroxinitrito. En otro estudio, con ratas Zuckeesds, se relacion6 el aumento de estrés
oxidativo con un aumento de la actividad PKC ytda$lado a la membrana de GRK2
que resultd en una hiperfosforilacion de los remest dopaminérgicos D1 y su
desacoplamiento de las proteinas G (Lappas yzZa05). No podemos descartar, por lo
tanto, un papel del estrés oxidativo en la reduncdi sst2.

En base a los hallazgos obtenidos a nivel de Ipseksiguiente objetivo fue
analizar la funcionalidad de dichos receptoresaeBAE a través del estudio del efector
AC. La actividad AC basal y estimulada por FK fabibida por la SRIF en todos los
grupos experimentales analizados. La EAE en gradsirB embargo, provocoé una
reduccion en la capacidad de la SRIF de inhibihaliactividad. Se puede descartar la
posibilidad de que este efecto se deba a un deseanis funcionalidad de la subunidad
catalitica de la AC, ya que la actividad de la ASlireulada por FK permanecié
inalterada. La EAE aguda tampoco altero la cantakaéGol, Gia2 o Gin3, que son las
responsables del acoplamiento de los sst a la AfbsEhallazgos implican que la
atenuacion en la capacidad de la SRIF de inhibikQaen ratas con EAE no se debe a
una reduccién en la expresion de Gi sino que dsaptemente una consecuencia directa

de la disminucion del nimero de sst2.
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Figura 45: Resumen de las alteraciones provocadas por la EAR &l sistema somatostatinérgico
cerebral. Los recuadros indican los parametros medidos ee &abajo. En rojo se destacan los valores
que disminuyen respecto al control, en naranjagos no varian y en verde los que aumentan. Lakdtec
sélidas indican los efectos estudiados en esteajoaly las flechas discontinuas indican los efectos
analizados por otros autores. El simb&indica gue esa via no esta implicada en el efdet@imbolo

© significa que dicha via podria estar implicada @nefecto; Ab: anticuerpos; AC: adenilato ciclasa;
CaM: calmodulina; EAE: encefalomielitis autoinmuagperimental; GRK2: quinasa de los receptores
acoplados a proteinas G subtipo 2; IBNinterferon y; NMDAr: receptor de NMDA; PBM: proteina
basica de mielina; p-CREB: proteina de unién alne@to de respuesta a AMPc fosforilada; PKA:
proteina quinasa A; PKC: proteina quinasa C; SRRE-fomatostatina inmunorreactiva; sst: receptor de
somatostatina; TN factor de necrosis tumorat

El significado funcional de las alteraciones deiltesna receptor-efector de la
SRIF encontradas en la EAE aguda de grado 3 aum skbdilucidado. No obstante,
resulta interesante el hecho de que sélo el recestd, y no el sstl, sst3 o sst4, se
encuentra alterado en la EAE aguda. De los 5 sathtile receptores, el sst2 es el mas
abundante en el estriado de la rata (Dournaud.y X@®8), un area cerebral relacionada
con la actividad motora, y numerosos estudios k&actionado el sst2 con la actividad
motora y el aprendizaje espacial (Rezek y col.,71%¥&csei y col., 1989; Salin y col.,
1990; Viollet y col., 2000; Dutar y col., 2002; ey y col., 2004). En hipocampo, un
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area relacionada con procesos cognitivos, el astBién es el subtipo predominante, con
una expresion prominente en las regiones CAl y G&pecialmente en el estrato
piramidal (Dournaud et al. 1996; Mdller y col., 3)@Gchindler et al. 1997; Viollet et al.
2000). Asi, los hallazgos encontrados en este jrabpoyan la idea de que la
disminucién de la actividad del sistema somatastagico en el estriado e hipocampo de
la rata durante la EAE aguda podria estar implicadalas alteraciones motoras y
cognitivas descritas en la EAE por otros autorebklél, 1988; Heyser y col., 1997; Ziehn
y col., 2010). En su conjunto, este estudio prdpoec una nueva vision sobre la base
molecular de la EAE que podria contribuir a unaame&jomprension de la EM en

humanos.

. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON LA SAL DE CALCIO,
MAGNESIO Y POTASIO DE PEA

Varios tratamientos contra la EM representan uentat de reducir el riesgo de las
recaidas y la progresion hacia una incapacida@msidst Sin embargo, muchas de estas
terapias son sOlo parcialmente efectivas y se asodon efectos secundarios
significativos y con una potencial toxicidad (Wanta2003; Fontoura y col., 2006).
Ademas, no existe ningun tratamiento definitivoaplalloquear el declive en la funcion y
la acumulacion de la incapacidad a lo largo dealass en los pacientes con EM. Por
consiguiente, se estan desarrollando terapias pedoras dirigidas hacia la
inmunosupresion, la inmunomodulacion, el tréficdulee a través de la barrera
hematoencefalica, la neuroproteccion y la potermiacle la reparacion del SNC
(Waubant, 2003). En los afios 60, el Dr. Nieper mela un complejo de Ca-Mg-K-PEA
que utilizo en el tratamiento de la EM en Alema(ikeper y Kholer, 1962; Nieper,
1967; Nieper, 1968). En un estudio retrospectivdodepacientes de EM del Dr. Nieper,
el 82% de ellos mostraron una estabilizacion ornagria. Este estudio se publicé en un
libro (Nieper, 1994), sin embargo, los articuloblpados acerca de la eficacia de este
producto son meramente anecdoéticos. Una busqudtzustiva reveld que no existe
ningun estudio animal ni clinico controlado solkae propiedades de la sal de PEA.
Recientemente se ha descrito que derivados delat@na, como la N-acil-etanolamina,

tienen propiedades neuroprotectoras (Hansen y 2@02). La mayoria de estos datos
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derivan de estudios vitro por lo que se requieren estudios adicionatesivo para
obtener evidencias mas definitivas de un papelopeatector de estos derivados. En
ratas Lewis con EAE, se ha demostrado una reducennel porcentaje de
fosfatidiletanolamina en el SNC (Pinto y col.,, 2D0Por otro lado, como se ha
comentado anteriormente, el estrés oxidativo pgtege un papel clave en el desarrollo
y progresiéon de la enfermedad (Koprowski y col939Bo y col., 1994; Van der Goes y
col., 1998). Dado que la etanolamina es un precuisda fosfatidiletanolamina y posee
tanto las acciones anti-inflamatorias como antiantds de los derivados de etanolamina,
nos propusimos evaluar si la sal de calcio, magneptasio de PEA podria prevenir la
manifestacion clinica de la EAE aguda y protedasaatas inmunizadas con PBM de las
alteraciones del sistema somatostatinérgico anteeiote descritas.

Marshall y col. (1996) demostraron que la admiagtn de etanolamina a ratas
provoca un aumento dosis-dependiente de los niwEels misma en plasma, LCR y
cerebro, asi como a un aumento de los nivelesodélfpido fosfatidiletanolamina. Se
sabe gue las neuronas poseen una mayor afinidacc@aiar etanolamina que las células
gliales (Massarelli y col., 1986). EI PEA se utdlizomo componente estructural en la
sintesisde novode fosfatidiletanolamina por la via de Kennedy riKedy y Weiss,
1956). Dado que se ha demostrado que la incorgorade precursores lipidicos en
lipidos totales del SNC es mayor en la fase ageda &AE que en los controles (Smith,
1964) y en vista de los efectos protectores queesja PEA sobre las alteraciones del
sistema somatostatinérgico en ratas con EAE eramogr en este estudio, es muy
probable que la PEA administrada a los animalé@sceepore rapidamente al SNC.

El presente estudio demuestra por primera vez ajagrinistracion de la sal de
calcio, magnesio y potasio de PEA a las ratas pravidesarrollo de la EAE aguda y
durante 12 dias tras la inyeccion previene las festaiciones clinicas de la enfermedad.
En la EAE esta comprometida la permeabilidad d&BHE (Abilleira y col., 20083;
Alvarez-Sabin y col., 2004).

La administracion de PEA previno la elevacion @eld de anticuerpos anti-PBM
que se detectd en el suero de ratas con EAE aBed&éentemente, Vilcaes y col. (2005)
demostraron que la presencia de moléculas de lgdblgguean la reactividad de las IgG
anti-PBM se correlaciona con el desarrollo de lgmas clinicos de la EAE. Estos

autores observaron que la capacidad de bloqueosdsukeros procedentes de animales
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enfermos de EAE durante el estado agudo era memotagde los sueros de animales
sanos y de los animales que no desarrollaron udigis. Lyons y col. (2002) sugieren
un papel importante de las células B en la patagdei la EAE inducida con MOG
recombinante por el papel critico de los anticugrpo

Se ha demostrado recientemente que la dipalmistatfinliletanolamina (DPPE)
bloquea la activacion de células T especificasndigeno (Legler y col., 2001) y que la
etanolamina aumenta la proliferacion de células(Ri€rson y col., 1995). Estas células
NK ejercen un efecto citotoxico directo sobre lakilas T encefalitogénicas especificas
de antigenos de mielina (Xu y col., 2005). Por dado, algunos autores sugieren que
existe una accion sinérgica entre las células B gnTla induccion de la EAE aguda
(Myers y col., 1992; Willenborg y col., 1983). Plortanto, la administracion de PEA
podria provocar un aumento de los niveles de DRREmhibiria la proliferacion de las
células T, conduciendo asi a una pérdida del efactivador de estas células sobre las
células B. Esto causaria un descenso en el tieubnticuerpos anti-PBM y, con ello, una
reduccion en el efecto de dichos anticuerpos eesrrollo de la EAE aguda.

Por otro lado, hay que destacar que la etanolafomza parte de la anandamida,
un cannabinoide enddgeno que ejerce un efecto immegulador sobre la proliferaciéon
de linfocitos T y B humanos inducida por mitéger{8shwarz y col., 1994). Se ha
descrito recientemente una disminucion signifieatie los niveles de anandamida en la
EAE aguda (Cabranes y col., 2005). Por lo tant@dainistracion de la PEA podria
restablecer los niveles de anandamida, recuperdnds$ la capacidad de dicho
cannabinoide para inhibir la proliferacion de ladulas T y B. En este sentido, hay
estudios que han demostrado una mejoria de la BA8aacuando se inhibe la activacion
de los linfocitos T con arvanil, una molécula hdarientre capsaicina y anandamida
(Malfitano y col., 2006).

La administracion de PEA a las ratas antes denamizacion con PBM y durante
la misma bloqued la elevacion de los niveles dé¢-yFy TNF-a en el hipocampo vy el
estriado que se observé durante la EAE aguda.efsstéo preventivo se correlacioné con
una mejoria de los signos clinicos de la enfermeHatbs resultados concuerdan con
varios estudios que muestran que ambas citoqustas asociadas a la fase clinica de la
EAE (Jung y col., 1997; Bourrié y col., 1999). EN-y estimula la produccion de TNk-
por parte de los astrocitos, macréfagos y microgligitro (Frei y col., 1987; Merril y
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col.,, 1993; Stout y Suttles, 1993; Renno y col.98t9Merril y Benveniste, 1996) v,
probablementen vivo, por lo que la reduccion de los niveles del f-bbservada en este
estudio podria estar directamente implicada erethacion de los niveles de TNF-
obtenida en nuestros experimentos. En lo que res@dclFNy, se han encontrado
observaciones contradictorias a partir de estusodse esta citoquina en la EAE. Por
ejemplo, se ha demostrado que los anticuerpos nwrades anti- IFNy empeoraron la
enfermedad en ratones (Billiau y col., 1988; Dugrapl., 1994) y que la administracion
intraventricular de IFNren ratas inhibe la EAE (Voorthuis y col., 1990 8mbargo,
en otro estudio, la administracién directa de taquiina en el SNC de la rata produjo
inflamacion (Simmons y Willenborg, 1990; Sethna gmipson, 1991). Es mas, el
tratamiento con IFNrempeoré la EM (Panitch y col., 1987). Por lo tatdaeduccion de
los niveles de IFNr en las ratas tratadas con PEA podria dar comdtadeuuna
expresion reducida de moléculas MHC-II, inhibiersdd la proliferacion de linfocitos T,
tal como se ha demostrado para la estatina (Kwaloly 2000; Palinski, 2000), el
copolimero 1 (Aharoni y col., 1999) y el IHN¢Arnason y col., 1996).

Se sabe que el IFNinduce la expresion de antigenos MHC clase | emomas
(Wong y col., 1984; Suzumura y Silberberg, 198%)eyMHC clase 1l y moléculas co-
estimuladoras en la microglia, permitiendo que ssfancionen como células
presentadoras de antigenos para células T (Suzynoata 1987; Williams y col., 1994;
Satoh y col., 1995; Menendez-Iglesias y col., 199n) estudio reciente ha mostrado que
el acido hialuronico asociado a PEA puede blogleeaxpresion de MHC de clase 1y |l
inducida por IFNy y la proliferacion de células T inducidas por mée de linfocitos
mixtos y la secrecion de citoquinas (Yard y co002). En base a esto, podemos decir
qgue la PEA podria estar influyendo en el proces@msentacion de antigenos a los
linfocitos T, reduciendo su activacién y, por taritombién la gravedad y la incidencia de
la enfermedad.

Ademas del papel de la PEA sobre los signos cknam la EAE, demostramos
también que el tratamiento de las ratas inmunizedad®BM con la sal de PEA previene
la reduccién tanto en la unién de SRIF a sus receptcomo en la expresion del sst2.
Como se ha comentado anteriormente, la disminue®st2 observada en la EAE aguda
podria atribuirse, al menos en parte, al aumenta dencentracién de TN&-detectado

en el hipocampo y el estriado. Dado que este tiatdm bloquea el aumento en los
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niveles de dicha citoquina, se puede concluir dedeeto preventivo de la PEA sobre las
alteraciones del sistema somatostatinérgico datka ge debe, en parte, a su actividad
inmunosupresora. A su vez, el hecho de que la mawhde SRIF de inhibir la actividad
AC revirtié a los valores control en las ratasadais con la sal puede explicarse por la
normalizacion de los receptores de SRIF.

Alternativamente, Kitajka y col. (2002) han deskritun papel de la
fosfatidiletanolamina en la transduccién de sefalesciada a GPCRs, regulando la
actividad y/o localizacion de determinadas proteiti@ membrana tales como proteinas
G, PKC, receptoresi,-adrenérgicos y AC. Dado que la PEA es un precudsota
fosfatidiletanolamina, estos resultados tambiérripadexplicar el papel protector de la
PEA sobre el sistema somatostatinérgico en el hippo y estriado de las ratas
inmunizadas con PBM.

Por otro lado, se ha demostrado que la fosfatadildamina ejerce un papel
estimulador sobre la sintesis de ARN al aumentactavidad de la ARN polimerasa
(Aizawa y Nishigori, 1967). Se sabe que en la El#dy, una disminucion en el porcentaje
de dicho lipido (Smith, 1964). Por consiguientdaaisminucion podria contribuir a la
reduccion en los niveles de ARNm de sst2 y, poeeead los niveles proteicos del mismo
observado en nuestro estudio, dado que la aterexqulasion de sst2 se previene con el
tratamiento con PEA.

Como se ha comentado previamente, el estrés oxddptidria ser clave en el
desarrollo de la EAE. Hay evidencias que sugiensn lg fosfatidiletanolamina podria
proteger contra el estrés oxidativo en el cerelerdadrata, reduciendo la peroxidacion
lipidica (Kuczynski y Reo, 2006). Ademds, se handgtrado que plasmaldgenos de
etanolamina también reducen la oxidacién de merabrgMaeba y Ueta, 2003a, b;
Maeba y Ueta, 2004) y poseen efectos antiinflanesdSchremmer y col., 1979). Por
consiguiente, el efecto de la sal de PEA en lagmeion de tanto la manifestacion clinica
de la EAE aguda como la reduccién del sst2 podelacionarse con un papel
antioxidante de dicha sal.
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Figura 46: Resumen de los efectos de la PEA sobre las alte@ees provocadas por la EAE en el
sistema somatostatinérgico cerebral.os recuadros indican los parametros medidos ee t&abajo. En
rojo se destacan los valores que disminuyen respactontrol, en naranja los que no varian y endeer
los que aumentan. Las flechas sélidas indican Iestes estudiados en este trabajo y las flechas
discontinuas indican los efectos analizados poo®tiutores. Las cabezas de flecha truncadas inda=san
efectos abolidos por el tratamiento con PEA. Elbsilo @ indica gue esa via no esta implicada en el
efecto; Ab: anticuerpos; AC: adenilato ciclasa; Cabalmodulina; EAE: encefalomielitis autoinmune
experimental; GRK2: quinasa de los receptores amtqd a proteinas G subtipo 2; IF-interferén y,
NMDAr: receptor de NMDA; PBM: proteina basica dectima; p-CREB: proteina de union al elemento de
respuesta a AMPc fosforilada; PEA: fosfato de etamina; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina
quinasa C; SRIF-IR: somatostatina inmunorreactigat: receptor de somatostatina; TNE-factor de
necrosis tumorabr..

El conjunto de estos resultados demuestra queniénadracion de una sal de PEA,
gue actualmente esta presente como aditivo alimentareviene las manifestaciones
clinicas y los signos histopatoldgicos de la EAHd&g con un papel destacable sobre los
anticuerpos anti-MBP y sobre los niveles de NFM-TNF-a. Ademas, previene las
alteraciones de la neurotransmision somatostatogrgn hipocampo y estriado de la
rata, lo que sugiere que la PEA podria ser un agprgventivo prometedor en el

tratamiento de la EM.
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1. La encefalomielitis autoinmune experimental aguddaerata Lewis cursa con
una disminucién del nimero de receptores de somaéitts en membranas de
hipocampo y estriado. Esta disminucion del numeral tde receptores de
somatostatina se debe, al menos en parte, a umand@on en la expresion del

ARNmM del subtipo 2 del receptor de somatostatina.

2. Asimismo, en dicha enfermedad se detectan antiogsdrpnte a la proteina basica
de mielina en suero y aumentan los niveles debfad# necrosis tumoral alfa e
interferbn gamma en ambas areas cerebrales. Daglsaha descrito que el
factor de necrosis tumoral alfa disminuye el numete receptores de
somatostatina, es posible que el aumento de loslesivtisulares de dicha
citoquina pueda, al menos en parte, ser el caudaniee disminucion del nimero

de receptores de somatostatina tipo 2 encontragbpesente estudio.

3. La encefalomielitis autoinmune experimental aguda altera la actividad
adenilato ciclasa basal ni la estimulada por fdmskoni tampoco modifica los
niveles de proteinas Gi. Por lo tanto, la dismiénailel efecto inhibidor de la
somatostatina sobre la actividad adenilato cicEszontrada en membranas de
hipocampo y estriado de rata con encefalomielittsiamune experimental aguda
se puede deber, al menos en parte, a una dismmdeidumero de receptores de

somatostatina tipo 2 hallada en estas membranas.

4. El hecho de que en la encefalomielitis autoinmwpeemental aguda de la rata
no se modifiquen los niveles de las quinasas depteres acoplados a proteinas
G (subtipos GRK2, GRK5 y GRK®6), nos sugiere quéhascquinasas no estan
implicadas en la disminucion del nimero de recegstale somatostatina tipo 2
encontrado en el presente estudio.
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5. Dada la implicacion del sistema receptor-efector l@esomatostatina y del

170

hipocampo y del estriado en los procesos cognitvaomtores, la disminucion de
la actividad de dicho sistema podria estar implcaal menos en parte, en el
deéficit de ambas funciones en los animales con feloeeielitis autoinmune

experimental aguda.

La administracion de la sal de calcio, magnesio ogjagio de fosfato de
etanolamina dos dias antes de inducir la encefaltgimiautoinmune experimental
aguda previno la aparicion de los signos clinicobistopatologicos de esta
enfermedad asi como las alteraciones del sistemaptm-efector de la
somatostatina en hipocampo y estriado de la ragemi8mo, dicha sal previno la
aparicion de anticuerpos frente a la proteina bad&cmielina y la elevacion de
los niveles del factor de necrosis tumoral alfaterferon gamma en los animales
gue habian sido inyectados con proteina basicaielinan Estos resultados nos
sugieren que la sal de calcio, magnesio y potasifosfato de etanolamina tiene

actividad inmunosupresora en estos animales.

El hecho de que la sal de calcio, magnesio y potdsifosfato de etanolamina
pueda interferir eficazmente con la reaccion auwtoime asociada a la
encefalomielitis autoinmune experimental aguda agdayrealizacion de estudios
adicionales sobre el uso de la sal como una tegagncial para la esclerosis

multiple.
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