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11. Enfermedad de Lafora: epilepsia y regulacion
del metabolismo de glucogeno por laforina y malina
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Y
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RESUMEN

Normalmente las neuronas no almacenan glucégeno. Sin embargo, en deter-
minadas patologias acumulan unas inclusiones formadas principalmente por poli-
meros de glucosa poco ramificados que podrian ser considerados moléculas de glu-
cogeno aberrantes. El caso mds impactante es el de la enfermedad de Lafora, una
patologia neurodegenerativa y con dramdticas consecuencias. La enfermedad se
asocia con alteraciones en dos proteinas, laforina y malina. Por este motivo anali-
zamos la capacidad de las neuronas para sintetizar glucégeno, las consecuencias
de su acumulacion en estas células y la funcién de laforina y malina. Mostramos
que las neuronas poseen la maquinaria para sintetizar glucégeno ya que expresan
la isoforma muscular de la glucégeno sintasa (MGS). Sin embargo, esta enzima se
encuentra altamente fosforilada, por lo que se mantiene inactiva. No obstante, el
incremento de los niveles de PTG, una subunidad reguladora de la proteina fosfa-
tasa 1 que le permite interaccionar con MGS y estimular su desfosforilacién, in-
duce la sintesis de glucdgeno en neuronas. Sorprendentemente, estas células entran
en apoptosis cuando acumulan glucégeno. Por otra parte, la formacién de un com-
plejo entre laforina y malina, estimula la degradacién a través del sistema ubiqui-
tina-proteasoma de MGS y PTG lo que contribuye a asegurar el silenciamiento de
la sintesis de glucégeno. Nuestros resultados ofrecen una explicacién a la acumu-
lacién de polimeros de glucosa en la enfermedad de Lafora al demostrar una fun-
ciéon crucial de laforina y malina en la regulacion de la sintesis de glucdgeno.

Palabras clave: Neurodegeneracion. Apoptosis. Cuerpos de poliglucosano.
Glucégeno sintasa. Proteasoma.
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ABSTRACT

Lafora disease: epilepsy and glycogen metabolism control by laforin
and malin

Glycogen deposition is normally absent in neurons. However, inclusion bo-
dies resembling abnormal glycogen accumulate in several neurological diseases,
particularly in Lafora disease, a neurodegenerative disorder that results in pro-
gressive myoclonus epilepsy and death. Lafora disease is caused by mutations
in either malin or laforin. On the basis of this observation, we analyzed the ca-
pacity of neurons to synthesize glycogen, the consequences of glycogen accu-
mulation for these cells and the role of laforin and malin. Here we show that
mouse neurons have the enzymatic machinery for synthesizing glycogen but that
it is suppressed by retention of muscle glycogen synthase (MGS) in the phos-
phorylated, inactive state. However, overexpression of PTG, which brings pro-
tein phosphatase 1 to MGS for activation, markedly increases glycogen accu-
mulation. Surprisingly, glycogen accumulation induces apoptosis in neurons.
This suppression is further ensured by a complex of laforin and malin. The la-
forin-malin complex causes proteasome-dependent degradation of both PTG and
MGS, thereby ensuring a blockade of neuronal glycogen synthesis even under
intense glycogenic conditions. Here we explain the formation of polyglucosan
inclusions in Lafora disease by demonstrating a crucial role for laforin and ma-
lin in glycogen synthesis.

Keywords: Neurodegeneration. Apoptosis. Polyglucosan bodies. Glycogen
synthase. Proteasome.

Abreviaturas: MGS, Glucégeno sintasa muscular; PTG, Protein targeting to glycogen;
ATP, Adenosina 5’-trifosfato; PAS, Periodic-acid Schiff; PGBs, Cuerpos de poliglucosano (Poly-
glucosan Bodies); EPM2A, Epilepsy of progressive myoclonus type2 gene A; EPM2B, Epilepsy
of progressive myoclonus type2 gene B; GS, Glucégeno sintasa; RT-PCR, Transcripciéon Rever-
sa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa; LGS, Glucdgeno sintasa hepatica; GFAP, Proteina fi-
brilar acidica de la glia; GP, Gluc6geno fosforilasa; G6P, Glucosa 6-fosfato; GK, Glucoquinasa;
HKI, Hexoquinasa I; GSK3, Glucégeno sintasa quinasa 3; AMPK, Quinasa estimulada por AMP;
PP1, Proteina fosfatasa de tipo 1; N2a, Neuro2a; siRNA, Oligonucléotidos de RNA de interfe-
rencia; GFP, Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein); AdCMV-GK, Adenovirus
recombinante que codifica para la GK; AdCMV-HKI, Adenovirus recombinante que codifica para
la HKI de rata; MOI, Multiplicidad de infeccién; AdCMV-MGS, Adenovirus recombinante que
codifica para la MGS humana; AdCMV-GFP-MGS, Adenovirus recombinante que codifica para
la MGS humana fusionada a GFP; AdCMV-PTG, Adenovirus recombinante que codifica para la
PTG de ratén fusionada a GFP; AdACMV-GFP, Adenovirus recombinante que codifica para GFP;
AdCMV-laf, Adenovirus recombinante que codifica para la laforina humana; AdCMV-malina,
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El cerebro de los mamiferos contiene glucégeno pero a unas concentracio-
nes muy inferiores a las que se encuentran en otros tejidos como el higado o el
musculo esquelético. De hecho, la proporciéon de glucégeno entre higado/mus-
culo esquelético/cerebro es de 100:10:1 (1). Ademas, el glucégeno cerebral se
halla casi exclusivamente en los astrocitos, mientras que las neuronas no lo acu-
mulan (2-4).

Se acepta generalmente que el sistema nervioso central es dependiente de
la glucosa como sustrato energético y que se encuentra a merced de la circula-
cion sistémica para obtener una entrega de glucosa constante e interrumpida (5-
7) ya que el glucégeno contenido en el cerebro bastaria sélo para unos pocos
minutos. Aunque la funcién fisiolégica de este glucégeno no ha sido del todo
aclarada, se le han asignado dos importantes funciones como suministrador de
sustratos energéticos en el cerebro: 1) bajo condiciones hipoglucémicas cuando
el suministro de glucosa es insuficiente para afrontar los requerimientos inme-
diatos de energia (2, 3, 8, 9), y 2) durante periodos de incremento transitorio de
la demanda energética, en los que la glucosa que llega por la circulacion sisté-
mica es insuficiente (2, 3, 8). Se acepta que, en estas condiciones, el glucége-
no de los astrocitos suministraria a las neuronas un sustrato energético suple-
mentario a la glucosa. Toda una serie de observaciones han permitido llegar a
esta conclusion: el contenido de glucégeno en el cerebro incrementa durante el
suefio (10, 11) y la anestesia (1, 12, 13), con la consiguiente movilizacion de
este polisacarido al despertar o volver a estar consciente. También se ha obser-
vado que la estimulacion del cerebro induce glucogenolisis, hecho que relacio-
na la actividad fisiol6gica neuronal con la utilizacion de glucégeno (14, 15).
Esta glucogenolisis tiene lugar durante periodos de incrementada demanda ener-
gética del cerebro incluso en condiciones de normoglicemia (8).

El metabolismo del glucégeno cerebral es un claro ejemplo del acoplamiento
entre neuronas y glia. Los neurotransmisores y neuromoduladores movilizan las
reservas del polisacdrido de los astrocitos (2, 8, 16, 17). Varias observaciones
contribuyen a pensar que éste da lugar a lactato que es exportado al espacio ex-
tracelular de donde es captado por las neuronas para ser utilizado como com-
bustible aerébico durante periodos de incrementada actividad axonal (2, 18, 19).
Asi, las neuronas son capaces de funcionar si la glucosa es substituida por el

Adenovirus recombinante que codifica para la malina humana de tipo salvaje fusionada al epito-
po de hemaglutinina (HA); AdCMV-malina-D146N, Adenovirus recombinante que codifica para
la malina humana mutante D146N fusionada HA; GAPDH, Gliceraldehido 3-fosfato deshidro-
genasa; SP, Estaurosporina.
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lactato como combustible (20, 21) y el glucégeno de los astrocitos se moviliza
rapidamente durante la hipoglucemia y aparece principalmente como lactato ex-
tracelular (18). Ademas, el bloqueo de la degradacion del glucégeno de los as-
trocitos o del transporte de lactato de estas células a los axones reduce de ma-
nera acelerada la actividad neuronal (22).

Por lo tanto, a pesar de que las neuronas no acumulan glucégeno, si se be-
nefician de las reservas almacenadas en los astrocitos. Esta caracteristica hace
aun mads intrigante el hecho de que en determinadas patologias neuroldgicas se
acumulen polimeros de glucosa en las neuronas. Tal es el caso de la enfermedad
de Lafora, que fue descrita en 1911 por el espaiiol Gonzalo Rodriguez Lafora
(23-25), discipulo de Santiago Ramoén y Cajal. La enfermedad se caracteriza por
la presencia de unas inclusiones en el soma neuronal, en dendritas y en las neu-
ritas corticales que han sido denominadas cuerpos de Lafora. Estos agregados se
tifien intensamente con la técnica PAS, lo que indica un contenido importante de
carbohidratos. Estudios bioquimicos han mostrado que los cuerpos de Lafora se
componen principalmente de polimeros de glucosa pobremente ramificados
(PGBs), es decir, que podrian ser considerados glucégeno aberrante ya que no
presentan el patrén de ramificacion caracteristico de este polisacarido (26-29).
Los cuerpos de Lafora también contienen hasta un 6% de proteina no caracteri-
zada (26, 29). Estas inclusiones son un signo patognémico de la enfermedad y
podrian ser su causa. Ademads, también se ha detectado la presencia de los cuer-
pos de Lafora en otros érganos como el higado, musculo, corazén, retina y piel
(30, 39), siendo mas abundantes en los 6rganos con un mayor metabolismo de
la glucosa, es decir, en el cerebro, corazén, higado y musculo esquelético (39).

La enfermedad de Lafora es una patologia neurodegenerativa fatal y es la
causa mds frecuente de epilepsia progresiva miocldénica en los paises del sur de
Europa. La enfermedad se inicia, en la mayoria de los casos, entre los 10y 17
afos de edad, tipicamente con crisis generalizadas tonico-clénicas o crisis vi-
suales que suelen describirse como vision de luces o estrellas (35, 37, 39, 40).
Poco después el paciente presenta crisis mioclénicas, rasgo fundamental de la
enfermedad.

La enfermedad de Lafora presenta un proceso de neurodegeneracién pro-
gresiva. En la autopsia se observa una abundante pérdida de neuronas sin des-
mielinizacion ni inflamacién. Todas las regiones del sistema nervioso central se
ven involucradas en este proceso, aunque en diferentes grados. Estas incluyen
la corteza cerebral y cerebelosa, los ganglios basales, los nicleos del cerebelo,
el tdlamo y el hipocampo. Ademds, también se observa neurodegeneracién en
la retina (39, 41, 42). Como consecuencia aparece una demencia rdpidamente
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progresiva poco tiempo después del comienzo de las crisis ténico-clénicas y las
mioclonias. Otras manifestaciones neuroldgicas que el paciente presenta a lo lar-
go del curso de la enfermedad son ataxia, y neuropatia y miopatia periféricas
(39, 43). A medida que la enfermedad avanza, la mayoria de los pacientes aca-
ban presentando mioclonias continuas y evolucionan a un estado vegetativo ter-
minal en el que deben ser alimentados por sonda. La mayoria de los enfermos
fallecen antes de 10 afios después del comienzo de la enfermedad, normalmen-
te por complicaciones debidas a la degeneracion del sistema nervioso y al esta-
do epiléptico (35, 39, 40).

La enfermedad de Lafora se hereda siguiendo un patrén autosémico rece-
sivo y muestra heterogeneidad genética. Al menos dos loci son responsables de
esta enfermedad: EPM2A (epilepsy of progressive myoclonus type2 gene A) 'y
EPM2B (epilepsy of progressive myoclonus type2 gene B). Mutaciones en
EPM2A son responsables de aproximadamente el 48% de los casos mientras que
otro 40% se debe a mutaciones en EPM2B. Ademas, la enfermedad se caracte-
riza por una elevada heterogeneidad alélica ya que se han identificado un gran
nimero de mutaciones, en ambos genes, que dan lugar a la enfermedad. A pe-
sar de ello, tanto los pacientes con mutaciones en EPM2A como en EPM2B pre-
sentan manifestaciones clinicas similares (44-46), aunque estos ultimos tienden
a vivir mas tiempo que aquellos con defectos en EPM2A (45). Se ha postulado
que un tercer gen, todavia desconocido, seria responsable de un pequefio por-
centaje de los pacientes de Lafora (47).

EPM2A fue el primer gen identificado como responsable de la enfermedad
de Lafora (48, 49). El gen EPM2A est4 organizado en 4 exones y codifica una
proteina de 331 aminodcidos, denominada laforina, que presenta en la regién C-
terminal un dominio protein-fosfatasa dual (HCXXGXXRS/T). Por consiguien-
te, la laforina recombinante puede hidrolizar in vitro sustratos de fosfo-tirosina y
fosfo-serina/treonina (50, 51). La region N-terminal de laforina contiene un do-
minio de unién a carbohidratos (35, 52), que promueve su unién a glucégeno
tanto in vitro (43) como in vivo (51). Recientemente, se ha descrito la capacidad
de laforina para desfosforilar carbohidratos tales como la amilopectina o el glu-
cogeno (53, 54). Ademds, se ha demostrado mediante ensayos de doble hibrido
en levaduras que laforina interacciona con ella misma y con PTG (55). Todos es-
tos datos situaban a laforina en el contexto de un complejo multiproteico aso-
ciado con las particulas de glucégeno intracelulares junto con las proteinas cla-
sicas del metabolismo de este polisacdrido y sugeria que la laforina podria estar
implicada en la regulacién del metabolismo del glucégeno, quizds promoviendo
una adecuada sintesis de este polisacdrido o eliminando el glucégeno aberrante.
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El segundo gen asociado a la enfermedad identificado fue EPM2B (56, 57).
El gen EPM2B, que posee un sélo exon, codifica una proteina de 395 aminoé-
cidos, denominada malina. Esta proteina tiene un dominio de dedos de zinc del
tipo RING-HC (58). La presencia de dedos de zinc RING es caracteristica de
una clase de E3 ubiquitin-ligasas (58, 59). La modificacién de proteinas por ubi-
quitina ocurre mediante un proceso de tres pasos en el cual la ubiquitina es ac-
tivada y transferida desde la enzima activadora (E1) a la enzima conjugadora
(E2) y, finalmente, a un sustrato con la implicacién de una ubiquitina ligasa (E3)
(60). Lo mas frecuente es que la ubiquitinizacién de una proteina la lleve a su
degradacion por el proteasoma, pero alternativamente, la ubiquitinizacién pue-
de cambiar su actividad, capacidad de interaccién o su localizacién (59, 61). La
actividad E3 ubiquitina ligasa de malina fue confirmada en varios trabajos pu-
blicados posteriormente a la secuenciacion del gen (62, 63). Ademads, se identi-
ficaron seis dominios repetidos NHL (57). Estos dominios estan implicados en
la interaccién proteina-proteina.

Uno de los descubrimientos clave fue que los dominios NHL de malina
le permiten interaccionar con laforina (62). La interacciéon de malina con la-
forina estimula la ubiquitinizacién de esta ultima, conduciéndola a su degra-
dacién (62). Por lo tanto, una de las funciones criticas de malina consiste en
regular los niveles intracelulares de laforina a través de su degradacién por el
sistema ubiquitina-proteasoma. Aunque estos resultados mostraban, por pri-
mera vez, una relacién e interaccién entre dos de las proteinas cuyas altera-
ciones dan lugar a la patologia, la degradacion de laforina por la formacién
de un complejo con malina parecia estar en conflicto con la genética de la en-
fermedad de Lafora, dado que mutaciones recesivas tanto en un gen como en
el otro causan la patologia.

A pesar de todos estos avances, se desconocian los mecanismos molecula-
res por los que mutaciones en estos genes dan lugar a la enfermedad de Lafora
y la funcién celular que desempefian ambas proteinas. Ademas, desde la des-
cripcion original de la enfermedad, en el ya lejano 1911, continuaba siendo un
reto el origen de los cuerpos de Lafora. El que estén formados principalmente
por polimeros de glucosa sugeria que podian originarse por un defecto en el me-
tabolismo del glucégeno, porque no hay otra fuente de polimeros de glucosa en
los tejidos animales. La presencia de los cuerpos de Lafora sugeria la existen-
cia de una via bioquimica, relacionada con el metabolismo del glucégeno, cuya
desregulacion resultaria en la produccién de acumulaciones celulares de poli-
meros de glucosa poco ramificados. En esta via podrian estar implicadas lafo-
rina y malina. Tal como hemos comentado anteriormente, las neuronas evitan la
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acumulacion intracelular de este polisacdrido, a pesar de que a simple vista po-
dria reportarles grandes beneficios, aunque si se detecta en determinadas enfer-
medades neuroldgicas.

La tdnica proteina capaz de formar polimeros de glucosa en mamiferos es
la glucdgeno sintasa (GS), enzima sometida a complejos mecanismos de regu-
lacidn. Por lo tanto, el primer objetivo era estudiar su expresion y regulacién en
neuronas.

Primero, mediante la técnica cualitativa RT-PCR, pusimos de manifiesto que
en cerebro se expresa la isoforma muscular de GS (MGS) pero no la isoforma
hepética (LGS) (Figura 1a). Mediante la técnica de western blot, usando anti-
cuerpos especificos, pudimos detectar MGS pero no LGS (Figura 1b). Estos da-
tos muestran que en el sistema nervioso central se expresa GS, concretamente,
la isoforma muscular. Sin embargo, para conocer si las neuronas expresan MGS,
era necesario realizar un estudio mds especifico en cultivos que s6lo contuvieran
estas células. Preparamos cultivos que no mostraban expresion de la proteina fi-
brilar acidica de la glia (GFAP), proteina especifica de este tipo celular, por lo
que estaban libres de contaminacién por astrocitos. Mediante RT-PCR y western
blot, observabamos que las neuronas expresaban MGS (Figura 1c, d). También
pudimos comprobar que las neuronas no expresan la glucégeno fosoforilasa (GP),
la enzima responsable de la degradacién del glucégeno (Figura 1d).

A pesar de expresar MGS, las neuronas no acumulaban glucégeno, ni tan
solo cuando eran cultivadas en presencia de altas concentraciones de glucosa
(30 mM) (Figura le). En cambio, los cultivos primarios de astrocitos cultivados
en las mismas condiciones, acumulaban cantidades significativas del polisaca-
rido (Figura le).

La incapacidad de las neuronas para acumular glucégeno podria explicarse
por unos niveles insuficientes de glucosa-6-fosfato (G6P) intracelular. Este meta-
bolito no es tan solo un precursor de la UDP-Glucosa, sustrato de la GS, sino que
es clave en el proceso de activacion de esta enzima. Ademds de causar la activa-
cién alostérica de GS, promueve también su activacién covalente al incrementar
la susceptibilidad de la enzima a su desfosforilacion por fosfatasas (64-67). La so-
breexpresion de glucoquinasa (hexoquinasa IV (GK)) y hexoquinasa I (HKI) en
neuronas, utilizando adenovirus recombinantes, nos permitié incrementar los ni-
veles intracelulares de G6P. No obstante, un incremento de 5 veces en los nive-
les del metabolito (Figura 2a) no conseguia incrementar los niveles de glucégeno
(Figura 2a) en estas células. Estos resultados indican que la falta de acumulacién
de glucégeno en neuronas no es debida a un bajo contenido de G6P.
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Ficura 1. Las neuronas expresan MGS, pero no acumulan glucogeno. (a) Andlisis mediante
RT-PCR de la expresion de MGS y LGS en cerebro (C), higado (H) y miisculo (M) de raton. (b)
Andlisis mediante western blot de la expresion de MGS y LGS en cerebro (C), higado (H) y
miisculo (M) de raton. (c) Andlisis mediante RT-PCR de la expresion de MGS y LGS en cultivos
primarios de neuronas (N) y astrocitos (A) de raton. Utilizamos GFAP como marcador de
astrocitos. (d) Andlisis mediante western blot de la expresion de MGS en homogenizados de
cultivos primarios de neuronas y astrocitos. La sefial de GP y GFAP era prdcticamente
indetectable en cultivos de neuronas. Utilizabamos actina como control de carga. (e) Andlisis
mediante inmunofluorescencia, en cultivos primarios de astrocitos y de neuronas, de la
acumulacion de glucogeno utilizando un anticuerpo contra este polisacdarido (GLG). Como
marcadores de astrocitos y neuronas utilizamos GFAP y B-Ill-tubulina (TUJ1), respectivamente.

Otra posible explicacion seria que los niveles de MGS no fueran suficien-
tes. Por ese motivo, sobreexpresamos dicha enzima en estas células mediante
adenovirus recombinantes. A pesar de aumentar drdsticamente (mds de 12 ve-
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ces) el contenido de MGS, no observabamos ningtin cambio en la sintesis de
glucogeno (Figura 2b). En otros tipos celulares, aumentos menores de los nive-
les de MGS suponen un incremento en la acumulacién de glucégeno (65).

La actividad de la GS se regula mediante fosforilacion y desfosforilacion.
La fosforilacién en multiples residuos de serina (Ser) cerca de los extremos N-
y C-terminales (68) genera formas menos activas. Varias quinasas estan impli-
cadas en este proceso entre las que destacan GSK3 que fosforila las Ser640,
Ser644, Serd48 y Ser652 o AMPK que fosforila la Ser7. El andlisis por western
blot mostré que la MGS en neuronas esta altamente fosforilada en los residuos
Ser640 y Ser7/10, precisamente los sitios cuya fosforilacién desempefia un pa-
pel mas importante en la actividad de la enzima (68) (Figura 2c, d). Ello man-
tenia a la enzima inactivada y, por lo tanto, silenciado el proceso de sintesis de
glucégeno.

La MGS expresada en neuronas se encontraba principalmente localizada en
el nicleo (Figura 2e, panel de arriba). Dicha situacioén sélo se observa en otros
tipos celulares cuando se encuentran completamente deplecionados de reservas
de glucégeno. Sorprendentemente, en neuronas la MGS muestra esta distribu-
ci6én incluso cuando cultivamos estas células en presencia de altas concentra-
ciones de glucosa (30 mM). En cambio, la mayoria de astrocitos no presenta-
ban tincién nuclear de MGS. Ahi, la enzima se agrupaba en puntos discretos en
el citoplasma, distribucién caracteristica de esta proteina bajo condiciones de
sintesis activa de glucégeno (Figura 2e, panel de abajo).

A pesar de estar altamente inactivada, mediante el tratamiento de las neu-
ronas con LiCl, un inhibidor de GSK3 (69), se consigui6 la activacién de la en-
zima. En estas condiciones las neuronas acumulaban glucégeno (Figura 2e, pa-
nel central) y se observaba un desfosforilacion moderada de la Ser640 (Figura
2d). La MGS alteraba su localizacion subcelular y se acumulaba en sitios espe-
cificos del citoplasma, coincidiendo con las particulas de glucégeno crecientes
(Figura 2e, panel central).

Un mecanismo mas efectivo para lograr la activacién de MGS requiere su
desfosforilacién intensiva mediante la proteina fosfatasa 1 (PP1) (70). Esta fos-
fatasa estd implicada en la regulacién de diversos procesos celulares. Por este
motivo, juegan un importante papel sus subunidades reguladoras, que le con-
fieren especificidad de sustrato (70). Se ha descrito una familia de proteinas que
dirigen PP1 hacia la molécula de glucégeno. Una de ellas es la PTG (71) que
se expresa en cerebro (72). PTG forma complejos entre PP1 y sus sustratos y
actiia como un «andamio» molecular ensamblando PP1 con sus sustratos en las
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Ficura 2. Efecto del incremento de los niveles intracelulares de G6P en neuronas. Inactivacion
de MGS por fosforilacion. (a) Los grdficos muestran los niveles intracelulares de GOP (izquierda)
y el contenido de glucégeno (derecha) de neuronas que sobreexpresan glucoquinasa (N + GK) o
hexoquinasa I (N + HK) y neuronas sin infectar (N). Un incremento de 5 veces en los niveles
intracelulares de GOP no incrementaba la acumulacion de glucégeno. Los niveles de GO6P
representan la media * s.e.m. (n= 5-7) de tres experimentos independientes. *P<0,001 no
infectada versus neuronas infectadas con AdCMV-GK o AdCMV-HKI. El contenido de glucégeno
representa la media £ s.e.m. (n= 6-10) de tres experimentos independientes. (b) Contenido de
glucogeno en cultivos primarios de neuronas y astrocitos. El glucogeno era indetectable en las
neuronas infectadas con AdCMV-MGS (N+MGS, MOI (multiplicidad de infeccion) 100). El
contenido de glucogeno representa la media * s.e.m. (n= 6) de tres experimentos independientes.
(¢) Andlisis por western blot de neuronas infectadas con AdCMV-MGS (+, MOI 100) o sin infectar
(=). Para este andlisis utilizamos anticuerpos que reconocian la MGS total, la MGS fosforilada
en la Ser640 o la fosforilada en la Ser7/10. (d) Western blot de neuronas que sobreexpresaban
MGS y que habian sido cultivadas en presencia (+) o ausencia (-) de LiCl 20 mM (24 h). (e)
Inmunofluorescencia utilizando anticuerpos contra glucégeno (GLG) y marcadores especificos de
neuronas (TUJ1) y astrocitos (GFAP). Marcabamos los niicleos mediante Hoechst 33342. Las
células fueron tratadas con AACMV-GFP-MGS (MOI 50 para neuronas y MOI 5 para astrocitos).
Las neuronas acumulaban glucégeno cuando las tratabamos con LiCl 20 mM durante 24 h.
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particulas de glucégeno. De esta manera, PTG estimula la desfosforilacion de
GS y, en consecuencia, incrementa la acumulacién de glucégeno (71).

Para estudiar los efectos de la PTG en neuronas, utilizamos adenovirus re-
combinantes que expresan esta proteina fusionada a GFP, lo que nos permitia
estudiar su localizacién intracelular y controlar sus niveles de expresion. El in-
cremento en los niveles intracelulares de PTG supuso un gran estimulo en la
acumulacion de glucégeno. El contenido de este polisacarido incrementaba de
manera dramdtica en las células neuronales, que pasaban de no acumular glu-
cogeno a contener elevadas cantidades (Figura 3). El gluc6geno acumulado de-
pendia de los niveles de PTG (Figura 3a) e incrementaba progresivamente con
el tiempo (Figura 3b). Mediante inmunofluorescencia pudimos observar que el
glucégeno sintetizado se distribuia por todo el soma celular pero también en
neuritas y axones (Figura 3c).

La actividad de MGS incrementaba drasticamente con la PTG y se acerca-
ba a valores préximos a la plena activacion (Figura 3d), tal como observdbamos
al determinar la relacion de actividades (—G6P/+G6P), que es una medida no li-
neal del estado de activacion del enzima. La activacion de MGS estimulada por
PTG se correspondia con una desfosforilacion de la enzima en Ser640 y Ser7/10
(Figura 3e), tal como observdbamos por western blot. Ademds, la enzima mos-
traba una movilidad electroforética incrementada, caracteristica del estado des-
fosforilado (73).

Es importante resaltar que los niveles endégenos de la proteina PTG en neu-
ronas son bajos en comparacién con otras células. Ademds, la relacién de
PTG/MGS es muy baja en comparaciéon a lo que ocurre en musculo o astroci-
tos (Figura 3f), lo que podria sugerir que en neuronas es mads dificil que la PP1
actiie sobre MGS.

Debido a que los cuerpos de Lafora estdn formados principalmente por po-
limeros de glucosa pobremente ramificados, analizamos el estado de ramifica-
cion del glucégeno acumulado por las neuronas. Para ello aplicamos el método
de Schlamowitz (74), consistente en determinar el espectro de absorcién del
complejo del polisacdrido con yodo. Para el glucégeno sintetizado en neuronas
en respuesta a PTG el pico del complejo se daba a 511 nm, indicando que es-
taba pobremente ramificado.

Para determinar el papel de laforina y malina en la generacién de los cuer-
pos de Lafora, analizamos su capacidad para modular la acumulacién de glucé-
geno inducida por PTG. La estrategia consistia en sobreexpresar laforina o mali-
na junto con PTG. Dado que querfamos sobreexpresar simultdneamente de manera
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Ficura 3. El incremento de los niveles de PTG en neuronas estimula la desfosforilacion de MGS
y activa la acumulacion de glucogeno en estas células. (a) Contenido de glucogeno en neuronas
tratadas con AACMV-PTG a baja (PTG,) y alta (PTG ,,,) MOI. La sobreexpresion de PTG tenia un
marcado efecto en la estimulacion de glucégeno en neuronas. El contenido de glucogeno representa
la media * s.e.m. (n= 6-10) de tres experimentos independientes. (b) Contenido de glucogeno en
neuronas tratadas con AdCMV-PTG a baja MOI (PTGs,,) después de 2 y 3 dias de expresion de la
proteina recombinante. La acumulacion de glucégeno incrementaba progresivamente con el tiempo
después de la infeccion con el adenovirus. El contenido de glucogeno representa la media * s.e.m.
(n= 6-9) de tres experimentos independientes. (¢) Inmunocitoquimica, utilizando un anticuerpo
contra glucogeno (GLG), de cultivos primarios de neuronas tratados con AACMV-PTG (MOI 50).
Utilizamos TUJ1 y Hoechst 33342 como marcadores de neuronas y niicleos, respectivamente. Como
control de la infeccion con adenovirus, las neuronas fueron tratadas con AdCMV-GFP (MOI 50).
El glucégeno se acumula en el soma celular y en las neuritas. (d) Relacion de actividades de MGS
(—-G6P/+G6P) en neuronas tratadas con AACMV-PTG a baja (PTG, y alta (PTG,,) MOI. La
sobreexpresion de PTG tenia un marcado efecto en la estimulacion de la actividad de MGS. La
relacion de actividades de MGS representa la media * s.e.m., n=6-12, de tres experimentos
independientes. (e) Western blot de neuronas tratadas (+) con AdCMV-PTG (MOI 100) o sin infectar
(=). Utilizamos anticuerpos que reconocian la MGS total o la MGS fosforilada en la Ser640 o en
la Ser7/10. La sobreexpresion de PTG estimulaba la desfosforilacion de MGS en estos sitios. (f)
Andlisis mediante Real-Time PCR de la expresion de PTG y MGS. Los niveles de transcritos de
MGS y PTG en miisculo o astrocitos fueron comparados con los valores obtenidos en cultivos de
primarios de neuronas, a los que les fue asignado un valor de 1. La relacion entre los transcritos
de PTG respecto a los de MGS (PTGIMGS) en neuronas era mas baja que en miisculo o astrocitos.
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controlada varias proteinas y que el nimero de condiciones experimentales era
elevado, trabajamos inicialmente en células Neuro2a diferenciadas (N2a), linea
celular obtenida a partir de un neuroblastoma espontianeo de un ratén albino y que
habiamos mostrado que, por lo que respecta al metabolismo del glucégeno, teni-
an un comportamiento similar a los cultivos primarios de neuronas (75). En las
condiciones en que laforina o malina eran expresadas cada una por separado jun-
to con PTG, no observabamos ningtin efecto en la acumulacién de glucégeno (Fi-
gura 4a). No obstante, al sobreexpresar laforina y malina simultdneamente junto
a PTG los resultados obtenidos fueron espectaculares, ya que se bloqueaba com-
pletamente la sintesis del polisacarido (Figura 4a). Estos resultados demuestran
que laforina y malina participan en el control del metabolismo del glucégeno.

Dado que malina tiene actividad E3 ubiquitina ligasa, pudiendo asi estimu-
lar la degradacion de proteinas via proteasoma, decidimos estudiar si se produ-
cian variaciones en los niveles de las proteinas implicadas en la sintesis del glu-
cégeno. Mediante western blot, observabamos que en condiciones de
sobreexpresion conjunta de laforina y malina, se producia una reduccién dras-
tica en los niveles de MGS y PTG (Figura 4b), tanto en N2a como en neuro-
nas. Ademas, los niveles de laforina también disminuian en presencia de mali-
na (Figura 4b), aunque en menor medida. En cambio, los niveles intracelulares
de malina aumentaban sustancialmente cuando €sta era coexpresada junto a la-
forina (Figura 4b), sugiriendo que laforina estabiliza los niveles de malina. Por
lo tanto, los niveles de malina estaban inversamente correlacionados con los de
MGS, PTG y laforina. La reduccién en los niveles de MGS observada por wes-
tern blot en las c€lulas que expresaban conjuntamente laforina y malina corre-
lacionaba con una reduccién de la actividad total de esta enzima, que llegaba a
ser practicamente indetectable (Figura 4c). Los efectos observados eran especi-
ficos, ya que los niveles de otras proteinas implicadas en el metabolismo del
glucégeno, como hexoquinasa I o GSK3, no variaban (75). Para analizar la pro-
bable participacion del sistema ubiquitina-proteasoma en este proceso, utiliza-
mos dos inhibidores del proteasoma: MG-132 y lactacistina (76). Ambos blo-
queaban la reducciéon de MGS, PTG y laforina inducida por la accién conjunta
de laforina y malina (Figura 4d). Ademds, mediante Real-Time PCR, confirma-
mos que los niveles de transcripcién de MGS, PTG vy laforina no estaban afec-
tados, indicando que los cambios observados no eran causados por alteraciones
en los niveles de transcripcion (75). Hay que hacer notar que la cantidad de ma-
lina expresada en ausencia de laforina era mas elevada cuando las células eran
incubadas con los inhibidores de proteasoma (Figura 4d). Esta observacion su-
giere que malina también es degradada por el sistema ubiquitina-proteasoma.
En cultivos primarios de neuronas obtuvimos resultados similares (75).
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Ficura 4. Bloqueo de la sintesis de glucogeno por laforina y malina. (a) Contenido de glucégeno
en células N2a (media £ s.e.m., n= 14-23, de seis experimentos independientes) incubadas con
los adenovirus indicados en la figura, utilizados a una MOI de 20, con la excepcion del AdCMV-
PTG, el cual fue utilizado a una MOI de 5. La coexpresion de laforina y malina bloqueaba la
acumulacion de glucogeno inducida por PTG. (b) Andlisis por western blot de células N2a
tratadas con adenovirus recombinantes en las mismas condiciones que se han descrito en a. MGS,
PTG vy laforina experimentaban una marcada reduccion cuando coexpresdbamos laforina y
malina. (¢) Medida de la actividad total de MGS (+GO6P) de células N2a (media t s.e.m., n= 6-
8, de tres experimentos independientes) después de su infeccion con AdCMV-PTG, AdCMV-laf,
AdCMV-malina y AdCMV-GFP en las mismas condiciones que se han descrito en a. La
coexpresion de laforina y malina reducia la actividad total de MGS. (d) Western blot de células
N2a incubadas con los adenovirus recombinantes indicados en la figura y tratadas durante 18 h
con los inhibidores del proteasoma MG-132 (M) a una concentracién de 1 UM o lactacistina (L)
a5 UM. Los inhibidores de proteasoma fueron aniadidos 4 h después de la incubacion con los
adenovirus. Las células fueron procesadas para western blot 22 h después de la infeccion. Todos
los virus fueron utilizados a una MOI de 10, excepto el AdCMV-PTG que fue utilizado a una MOI
de 2. El tratamiento con los inhibidores de proteasoma bloqueaba la degradacion de MGS, PTG
y laforina observada en células que coexpresaban laforina y malina. Ademds, incrementaba los
niveles de malina bloqueando la marcada degradacion de esta proteina que se producia cuando
no era coexpresada conjuntamente con laforina.
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Los dominios NHL de malina le permiten interactuar con laforina (62). En
algunos enfermos de Lafora, se ha identificado la mutacion D146N que, sin al-
terar su actividad enzimatica, afecta a su capacidad para interaccionar con lafo-
rina (62, 77). Al sustituir la malina de tipo salvaje por el mutante D146N no se
producia el bloqueo de la acumulacién de glucégeno (Figura 5a) y, en contras-
te a la malina de tipo salvaje, el mutante no inducia la degradacién de PTG,
MGS o laforina (Figura 5b). Ademas, los niveles del mutante D146N no podi-
an ser estabilizados por laforina tal como ocurre con la malina de tipo salvaje
(Figura 5b). El conjunto de estos resultados nos mostraba que la interaccion en-
tre laforina y malina es crucial para su accion.

Si el complejo laforina -malina es capaz de reducir los niveles de MGS y
PTG, la ausencia de cualquiera de los dos componentes del complejo deberia re-
sultar en unos niveles de MGS y PTG incrementados. Asi, conseguimos el si-
lenciamiento de laforina en N2a usando oligonucléotidos de ARN de interferen-
cia (siRNA) (Figura 5c). En esas células knockdown de laforina observdbamos un
marcado incremento de los niveles de MGS y PTG en comparacién con aque-
llas células transfectadas con los siRNA control (Figura 5d, e). Ademads, estas cé-
lulas acumulaban mas glucégeno bajo condiciones glucogénicas (Figura 5f).

Estos resultados desvelan un nuevo mecanismo de regulacion de la sintesis de
glucégeno en el que juegan un importante papel las dos proteinas cuyas mutacio-
nes causan la enfermedad de Lafora y ofrece una explicacion a la formacién de los
caracteristicos cuerpos de Lafora. Estos datos, en conjunto, establecen la implica-
cién del sistema laforina-malina en el control de la estabilidad de MGS y PTG y,
por consiguiente, en la sintesis de glucdgeno. Sin embargo, estos resultados hacen
alin més intrigante el hecho de que las neuronas no acumulen glucégeno en con-
diciones normales. La pregunta que surge a partir de esta informacién es porqué
las neuronas han conservado la capacidad de sintetizar glucégeno, aunque mantie-
nen la maquinaria inactivada con la participacion de un complicado proceso de de-
gradacion de proteinas que probablemente les supone consumir energia.

Existen varios ejemplos en que la acumulacién de inclusiones intracelula-
res en neuronas tiene efectos devastadores para estas células. Tal es el caso del
Alzheimer o la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob. Por lo tanto, era interesante
estudiar si las neuronas evitan a toda costa formar glucégeno por resultarles per-
judicial la acumulacién de polimeros de glucosa.

La apoptosis es un proceso de suicidio celular y es uno de los principales
tipos de muerte celular programada. Se trata de un conjunto de reacciones bio-
quimicas que tienen lugar en una célula de un organismo pluricelular, encami-
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FiGUurA 5. La interaccion entre laforina y malina es clave para ejercer su regulacion sobre el
metabolismo del gluciogeno. (a) Contenido de glucogeno en células N2a (media + s.e.m., n= 6-8,
de tres experimentos independientes) incubadas con los adenovirus recombinantes indicados en la
figura, utilizados a una MOI de 5, con la excepcion del AdCMV-PTG, el cual fue utilizado a una
MOI de 3. El mutante DI46N de malina no era efectivo en la inhibicion de la acumulacion de
glucégeno. ¥p<107 versus infecciones tinicas, dobles y las infecciones triples con AACMV-PTG +
AdCMV-malina + AdCMV-GFP y AdCMV-PTG + AdCMV-laforina + AdCMV-malinaD146N. (b)
Andlisis por western blot de células N2a tratadas con adenovirus en las mismas condiciones que
se han descrito en a. El mutante de malina (D146N) no reducia los niveles de MGS y PTG. Los
niveles de malina fueron estabilizados en presencia de laforina (compdrese las lineas 3 6 6 con la
linea 5). En contraste, el mutante de malina- DI146N no era estabilizado por laforina (compdrese
las lineas 4 y 7). (¢) Cuantificacion de la expresion de laforina por Real-Time PCR. Los niveles
de los transcritos de laforina se muestran como valores relativos respecto a las N2a que fueron
tratadas con siRNA control (Control I, GAPDH; Control 2, scrambled siRNA). Los niveles de
transcritos de mRNA representan la media £ s.e.m., n= 3-5, de tres experimentos independientes.
(d) Andlisis por western blot de los niveles de MGS en células N2a knockdown de laforina. (e)
Andlisis por western blot de los niveles de PTG en células N2a knockdown de laforina infectadas
con AdCMV-PTG (MOI 2). (f) Contenido de glucogeno (media * s.e.m. de tres experimentos
independientes) en células N2a knockdown de laforina infectadas con AdCMV-PTG (MOI 2).
#p<0,05 versus células Control 1 y Control 2.
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nadas, a diferencia de la necrosis, a producir la muerte de manera controlada.
La membrana celular no se destruye durante el proceso de apoptosis, impidien-
do de esta manera que se libere su contenido intracelular al espacio extracelu-
lar. Durante la apoptosis se producen dos eventos claves, la activacion de enzi-
mas proteoliticas (caspasas) y la condensacién y fragmentacion de la cromatina.
Por este motivo, utilizamos dos pruebas que nos permitieran valorar si la acu-
mulacion de glucégeno generaba apoptosis: la técnica de TUNEL, que permite
tefiir los residuos de uridina de los fragmentos nucleares de DNA caracteristi-
cos de la apoptosis, y la activacién de caspasa-3, una de las principales protea-
sas involucradas en el proceso de apoptosis. Sorprendentemente, si mantenia-
mos a las neuronas acumulando glucégeno durante periodos prolongados, se
producia un gran incremento en el porcentaje de células apoptéticas, tal como
observabamos con la técnica TUNEL (Figura 6a) y en el porcentaje de neuro-
nas que eran positivas para la caspasa-3 activada (Figura 6b). La activacioén de
la apoptosis dependia del tiempo que transcurria desde el inicio de la acumula-
cion de glucégeno (Figura 6b).

El siguiente paso fue estudiar que ocurria en los astrocitos, que normal-
mente acumulan glucégeno, cuando los forzdbamos a acumular mas cantidad de
este polisacarido por sobreexpresion de PTG. En estas células no se producia
activacion de caspasa-3 (Figura 6¢c, d) a pesar de que acumulaban 20 veces més
glucoégeno que las neuronas en las mismas condiciones (Figura 6e) y, ademads,
sobreexpresaban niveles de PTG mas elevados (Figura 6c¢).

En base a estos resultados, parece légico concluir que las neuronas eviten
acumular glucégeno a toda costa ya que el polisacdrido desencadena, en estas
células, mecanismos de muerte. La induccion de la apoptosis por la acumula-
cién de glucégeno abre un nuevo campo de investigacién ya que, hasta la fe-
cha, era un proceso desconocido cuyo estudio nos puede deparar interesantes
resultados. En cambio, los astrocitos, células que normalmente acumulan glu-
cogeno en gran parte para satisfacer las demandas energéticas de las neuronas,
no mueren cuando son forzados a acumular mds cantidad de glucégeno.

Nuestros resultados muestran que las neuronas tienen la capacidad de sin-
tetizar glucégeno pero, en cambio, al no poseer GP, no pueden degradarlo. No
obstante, a pesar de expresar MGS, las neuronas normalmente no almacenan
este polisacarido ya que se ponen en funcionamiento toda una serie de meca-
nismos con el objetivo de silenciar la actividad de MGS vy, de esta manera, evi-
tar la sintesis de gluc6geno. Un gran nimero de datos apoyan esta conclusion.
De entrada, la relacion de actividades (-G6P/+G6P) de la MGS es muy baja en
neuronas y la enzima esta fosforilada en los sitios mas importantes que regulan
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FiGura 6. La acumulacion de gluciogeno induce la apoptosis en cultivos primarios de neuronas. (a)
El porcentaje de células TUNEL-positivas (media * s.e.m.) fue estimado en 8-14 campos (550-600 células
en total) por cubre, tres cubres por cada condicion experimental correspondientes a tres experimentos
diferentes. La acumulacion de glucégeno fue inducida por expresion de PTG durante 4 dias (AdCMV-
PTG, MOI 50). En la figura, GFP indica las células incubadas con AACMV-GFP (MOI 50). Como
control positivo de apoptosis tratabamos las neuronas durante 24 h con estaurosporina a una
concentracion de 0,1 UM (SP). El glucégeno incrementa el niimero de neuronas TUNEL-positivas. (b)
Porcentaje de neuronas con caspasa-3 calculado mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo
contra caspasa-3 activada y Hoechst 33342 como marcador de niicleos. Las células fueron tratadas en
las mismas condiciones que se han indicado en a. La acumulacion de glucégeno fue inducida por
expresion de PTG durante 1,2, 3 y 4 dias (AdCMV-PTG, MOI 50). El porcentaje de células que presentan
activacion de la caspasa-3 representa la media + s.e.m. de 8-14 campos (550-600 células en total) por
cada cubre, tres cubres por tratamiento correspondientes a tres experimentos diferentes (c) Andlisis
mediante western blot de la activacion de caspasa-3 en cultivos primarios de neuronas y astrocitos. La
acumulacion de glucégeno fue estimulada mediante la expresion de PTG durante 96 h (AdCMV-PTG,
MOI 50 en neuronas, MOI 10 en astrocitos). Como control de infeccion utilizamos el AdCMV-GFP (MOI
50 en neuronas, MOI 10 en astrocitos). El asterisco indica la senal correspondiente a la caspasa-3
activada. El panel inferior muestra un western blot utilizando el anticuerpo contra GFP. (d) Porcentaje
de astrocitos con caspasa-3 activada (media * s.e.m., 9-14 campos (550-600 células en total) por cada
cubre, tres cubres por tratamiento correspondientes a tres experimentos diferentes). La acumulacion de
glucégeno fue inducida por expresion de PTG durante 1, 3 y 4 dias (AdCMV-PTG, MOI 10). En la
figura, GFP indica las células incubadas con AdCMV-GFP (MOI 10). Como control positivo de apoptosis
tratabamos los astrocitos durante 24 h con estaurosporina a una concentracion de 0,1 UM (SP). (e)
Diferencias entre los niveles intracelulares de glucogeno en neuronas y astrocitos. Contenido de
glucogeno en células tratadas con AdCMV-PTG durante 72 h (AdCMV-PTG, MOI 50 en neuronas, MOI
10 en astrocitos). El contenido de glucogeno representa la media * s.e.m. (n=4-6) de tres experimentos
independientes. PTG induce una mayor acumulacion de glucégeno en astrocitos que en neuronas.
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su activacion, lo que indica que se encuentra altamente inactivada. Ademas, toda
una serie de estimulos que normalmente logran activar la sintesis de glucégeno
resultan infructuosos en neuronas. En la mayoria de tipos celulares un aumen-
to de los niveles de GOP conlleva una activaciéon de GS y un incremento en el
contenido de glucégeno (64, 65). Sin embargo, este no es el caso de las neuro-
nas, lo que indica que la concentraciéon de G6P no es una sefial para desenca-
denar la sintesis de glucégeno en estas células. Esta «insensibilidad» de MGS
a la activacion por G6P podria ser una consecuencia de su estado hiperfosfori-
lado, que reduce la afinidad de MGS por G6P (66, 78, 79). La «insensibilidad»
a GOP podria tener una explicacién fisioldgica ya que en condiciones de eleva-
da actividad neuronal y, por lo tanto, de elevada demanda energética, los nive-
les de G6P podrian incrementar debido a una mayor entrada de glucosa. Esta
G6P debe de ser dirigida a la via de la glucélisis para satisfacer las demandas
energéticas y asegurar el correcto funcionamiento del sistema nervioso, por lo
que las neuronas se muestran prevenidas para evitar la acumulacién de glucé-
geno inducida por G6P ya que necesitan este metabolito para obtener energia.
Ademais, los efectos pro-apotéticos de la acumulacién de glucégeno en neuro-
nas podrian ser también una buena razén para bloquear la estimulacion de MGS
por G6P, cuyo incremento se puede producir en situaciones fisioldgicas.

Otro evidencia de la gran capacidad que tienen las neuronas para inactivar
MGS es el hecho de que pueden llegar a silenciar niveles muy incrementados
de esta enzima. La sobreexpresiéon de MGS en neuronas no conduce a la acu-
mulacién de glucégeno ya que la enzima es fosforilada en los sitios mas im-
portantes implicados en su regulacion. No obstante, estas células sintetizan glu-
cogeno si bloqueamos mediante litio la accién inactivadora de GSK3 sobre la
MGS. Por lo tanto, las neuronas pueden sintetizar glucégeno si se consigue dis-
minuir la fosforilaciéon de MGS. La prueba mds evidente de esta capacidad la
obtuvimos al incrementar los niveles intracelulares de PTG. La sobreexpresion
de esta proteina conduce a la sintesis masiva de glucégeno como consecuencia
de la activacioén practicamente total de la MGS por desfosforilacion. Por lo tan-
to, la PTG podria jugar un fundamental en el metabolismo del glucégeno neu-
ronal. Sin embargo, los niveles endogenos de PTG en neuronas son bajos en
comparacion con otras células que normalmente sintetizan glucégeno. Ademas,
el hecho de que la relacion entre los transcritos de PTG respecto a los de MGS
sea tan baja en comparacion con el musculo o los astrocitos, indica que la ac-
tivacion de la MGS por PTG no estd favorecida en neuronas. Estos datos su-
gieren que la facilidad de las neuronas para inactivar a la MGS por fosforila-
cidn, unida a su poca capacidad para revertir este proceso, puede ser fundamental
para mantener la sintesis de glucégeno a cero. A este bien coordinado proceso
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Ficura 7. Esquema general de la funcion del complejo laforina-malina en la regulacion
del metabolismo del glucégeno en neuronas.

de regulacion de la sintesis de glucégeno se suma la accién de las dos protei-
nas cuya alteracion da lugar a la enfermedad de Lafora, es decir, laforina y ma-
lina. Estas proteinas, a través de la formacién de un complejo entre ambas, son
capaces de regular los niveles intracelulares de MGS y PTG mediante el siste-
ma ubiquitina-proteasoma (Figura 7) ejerciendo asi un papel clave en la regu-
lacidn de la sintesis de glucdgeno. De hecho, se trata de un mecanismo muy po-
tente de regulacién ya que es capaz de inducir la degradacién de las dos proteinas
claves para sintetizar glucégeno, es decir, la enzima capaz de formar polimeros
de glucosa y la proteina que permite su activacion. Por lo tanto, los datos mos-
trados proporcionan un enlace molecular entre el fallo en la funcién de lafori-
na o malina y la acumulacién anémala de gluc6geno en neuronas en pacientes
con enfermedad de Lafora.

Este mecanismo era completamente desconocido hasta ahora y puede ser
fundamental no tan solo para entender la enfermedad de Lafora y otras enfer-
medades que cursen con acumulacién de poliglucosanos en neuronas, sino que
establecen el papel de estos dos nuevos jugadores en el metabolismo del glu-
cogeno. La accion del complejo laforina-malina se suma a los bien conocidos
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de activacién alostérica y regulacion por fosforilacién/desfosforilacion, con el
que estd estrechamente relacionado ya que también regula los niveles intrace-
lulares de PTG. Asi, el complejo laforina-malina ejerce un control adicional su-
perpuesto a los mecanismos de regulacién previamente conocidos y afiade un
nuevo nivel de complejidad al control global de la sintesis de glucégeno. Aun-
que pudiera ser predominante en neuronas, este mecanismo estd probablemen-
te implicado en la regulacién de la sintesis de glucégeno de manera mas gene-
ral, ya que la expresion de laforina y malina no estd restringida a neuronas.
Probablemente, funcione para prevenir el exceso de sintesis de glucégeno en
ciertos tejidos o detener su sintesis bajo condiciones fisioldgicas especificas.

Una de las caracteristicas mas intrigantes del sistema es que malina, ademas
de interaccionar con laforina, promueve su degradacién. Y es intrigante porque pa-
rece estar en conflicto con una de las caracteristicas de la enfermedad, es decir, el
hecho de que mutaciones recesivas tanto en una proteina como en la otra dan lu-
gar a la patologia. Nosotros proponemos que la degradacién de laforina podria ser
un interruptor de seguridad. Es decir, cuando los niveles de laforina son bajos no
se forma el complejo laforina-malina y entonces la degradacion de MGS y PTG
se detiene. Cuando malina estd unida a laforina, se activa la degradacién de ésta
ultima junto con la de MGS y PTG. Asi llega un momento en que los niveles de
laforina son insuficientes con lo que se detiene la degradacién de MGS y PTG. Por
lo tanto, la degradacién de laforina permitiria a malina autorregularse. Ademas, los
niveles de malina también se ven reducidos en ausencia de laforina, a través del
sistema ubiquitina-proteasoma. Este hecho nos sugiere que cuando los niveles de
laforina son reducidos la malina se degrada; lo que contribuiria a detener su accién
sobre sus proteinas diana. Esta doble regulacién deberia asegurar que MGS y PTG
no se degradan mas alld de lo necesario. Siguiendo esta linea, la autorregulacion
del sistema no acaba aqui porque también funciona en sentido inverso. A medida
que los niveles de malina van reduciéndose, llegara el momento en que los nive-
les de laforina vuelvan a aumentar al no ser degradada. De esta manera, laforina
vuelve a interaccionar con malina y, de nuevo, se estabilizan los niveles de la ubi-
quitina ligasa. El control de la degradacién de ambas proteinas podria ser muy im-
portante en células que normalmente sintetizan glucégeno.

Nuestros resultados muestran ademds que la acumulacion de glucégeno de-
riva en problemas para las neuronas. Un fallo en el mecanismo que mantiene a
MGS bajo control puede tener efectos letales para estas células debido a que al-
macenar glucégeno conlleva su entrada en apoptosis. Sin duda, este es uno de
los resultados mds sorprendentes de nuestro trabajo y puede dar un nuevo en-
foque al estudio del metabolismo del glucégeno en cerebro. Los efectos apop-
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toticos del glucdégeno parecen ser especificos de neuronas ya que, por ejemplo,
no tiene este efecto en astrocitos, células que normalmente acumulan este poli-
sacarido. El hecho de que el glucégeno induzca la apoptosis en neuronas nos
permite responder a la pregunta de porqué las neuronas, a pesar de tener la ma-
quinaria, ponen en funcionamiento toda esta serie de sistemas bien coordinados
con el objetivo de evitar la sintesis de glucégeno. Por lo tanto, parece que es-
tas células tienen una relacion ambivalente con el glucégeno ya que, por un lado,
se benefician de su acumulacién en los astrocitos mientras que, por el otro, si
lo almacenan en su interior se activa la apoptosis. En relacion a los beneficios
que tiene para las neuronas la acumulacién de glucégeno en astrocitos, se ha
descrito que el incremento de este polisacarido en la glia tiene un efecto neu-
roprotector (2, 80). Una de las definiciones que resume a la perfeccion el pro-
ceso es que el glucogeno actiia como un caballo de Troya en neuronas (81). Es
probable que estos efectos sean el motivo por el cual estas células mantengan
activos una serie de procesos bien coordinados que impidan la acumulacién de
glucégeno a pesar de ser muy complejos y de que probablemente consuman
energia (interacciones proteina-proteina, degradacion de proteinas,...).

Hay que hacer notar que la activacién de MGS en neuronas da lugar a un glu-
cogeno pobremente ramificado que ademads tendrd problemas para ser degradado ya
que no encontramos cantidades detectables de GP. Todos estos factores reflejan la
necesidad de mantener bajo control la sintesis de glucégeno y, probablemente, el
complejo laforina-malina tenga un papel importante para prevenir la acumulacién
de una molécula potencialmente peligrosa para las neuronas. La alteracién de este
sistema explicaria la acumulacién en la enfermedad de cuerpos de inclusién de com-
posicién similar al glucégeno. De momento, desconocemos el alcance que tiene este
fenémeno en las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Lafora. Aunque nues-
tros resultados son consistentes con la hipdtesis de que en esta enfermedad el glu-
cégeno da lugar a alteraciones en la funcién neuronal, no podemos excluir la posi-
bilidad de que existan otras dianas potenciales del complejo laforina-malina que
también estén implicadas en la patogénesis de la enfermedad de Lafora.

Aunque hemos ofrecido nuevas respuestas y aclaraciones a la enfermedad de
Lafora y a la regulacién del glucdgeno en cerebro, este trabajo plantea algunas
cuestiones sobre las que podria ser muy interesante profundizar en un futuro. Por
ejemplo, ¢a través de qué mecanismos la acumulacién de glucégeno desencade-
na la apoptosis en neuronas? ;Por qué los astrocitos y otras células son inmunes
a los efectos proapotdticos de la acumulacion de glucégeno? ;Existen otras célu-
las sensibles de esta manera a la acumulacién de glucégeno? Ademas, todavia
queda por elucidar el enlace real entre la acumulacién de glucégeno y el fenoti-
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po clinico de la enfermedad de Lafora ;por qué los sintomas empiezan a partir de
una determinada edad? Por ejemplo, los niveles de expresiéon de PTG también po-
drian variar en funcién del estado hormonal. De hecho, ya se han descrito cam-
bios de su expresion en cerebro en funcién de varias hormonas y neuromodula-
dores (72), por lo que podrian tener lugar determinadas situaciones en las que el
complejo laforina-malina deba funcionar al maximo para controlar a PTG. Qui-
zas, exista un estimulo que desencadene la activaciéon de MGS en neuronas en
una determinada edad y que necesite al complejo laforina-malina a pleno rendi-
miento. O quizés el hecho de que laforina o malina fallen desde el inicio provo-
que que se vaya acumulando glucégeno poco a poco hasta llegar a un punto en
el que sea neurotdxico. Otras aspectos que permanecen desconocidos son, por
ejemplo, el sustrato de la actividad fosfatasa de laforina, la importancia y la fun-
cién de su actividad como fosfatasa de carbohidratos, la bisqueda de otras posi-
bles dianas del complejo laforina-malina y la profundizacién en la regulacion de
este complejo. Otro de los misterios de la enfermedad de Lafora es la identidad
del tercer gen implicado que se postula esta afectado en aproximadamente un 10%
de los pacientes... ;Tendra un papel en el metabolismo del glucégeno?

Sin duda, una de las preguntas mds interesantes es por qué las neuronas es-
tdn dotadas con el potencial para sintetizar glucégeno, si deben activar sistemas
complejos para mantenerlo inactivo. Una posibilidad es que la estructura geno-
mica del gen que codifica para la MGS (gys/) no permita el silenciamiento de
la expresién de esta enzima sin interferir con la expresién de otros genes rele-
vantes para la correcta funcién neuronal o que, simplemente, debido a su im-
portancia para el funcionamiento del organismo este gen esté programado ini-
cialmente para expresarse de manera ubicua. Aunque la hipétesis més interesante
es que MGS pueda tener un papel independiente de la capacidad de sintetizar
glucégeno y que pueda tener una funcién importante en neuronas. El hecho de
que se acumule en el nicleo podria ser relevante para esta hipotética funcion
alternativa.

La enfermedad de Lafora podria ser considerada el paradigma de las en-
fermedades neurolégicas que acumulan glucégeno por la edad en que se ma-
nifiestan sus sintomas, su rdpida progresion y sus dramdticas consecuencias.
Sin embargo, la acumulacion de polimeros de glucosa también tiene lugar en
otras enfermedades neurolégicas o neurodegenerativas y en aquellas asociadas
con el envejecimiento. Una vez demostrados los efectos deletéreos de la acu-
mulacién de glucégeno en neuronas, no podemos dejar de formular la teoria
de que la acumulacién de glucégeno aberrante pueda estar implicada en la neu-
rodegeneracion o contribuir a los sintomas de algunas de estas enfermedades.
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Es decir, que los efectos neurotéxicos del glucégeno sean un fendmeno mas
generalizado y no especifico de la enfermedad de Lafora. Nosotros planteamos
que esta enfermedad sea uno de los casos mas extremos donde la acumulacién
de glucégeno tiene unos efectos mas claros y graves. En este caso, al fallar di-
rectamente los «guardianes» del metabolismo del glucégeno se dispara su acu-
mulacién y los efectos neurotéxicos se observan rapidamente y de manera dras-
tica. Quizas, en otras enfermedades, los cambios sobre el metabolismo del
glucogeno son mas sutiles y el polisacdrido se acumula de forma ralentizada
respecto a la enfermedad de Lafora. La posibilidad de que la acumulacion de
glucogeno esté implicada en varias enfermedades neurodegenerativas podria
abrir un nuevo campo de investigacion hacia la biisqueda de estrategias tera-
péuticas preventivas que permitan controlar el metabolismo del glucégeno. Tal
vez, estos resultados sean la punta de lanza que le den una nueva dimension al
estudio de la formacién de depdsitos de polimeros de glucosa en neuronas y
sirvan para dar relevancia a este proceso. La lista de enfermedades neuroldgi-
cas que cursan con acumulacion de glucégeno es extensa. En algunas de ellas,
los efectos pueden parecer mas obvios mientras que en otros probablemente re-
presenten un papel menor ya que la deposicién de otras moléculas parece te-
ner mucha mas importancia relativa. Existe una amplia variacién en el nime-
ro de PGBs hallados que depende de la edad y de la enfermedad neuroldgica.
Entre estas enfermedades, podemos encontrar las clasicas donde la acumula-
cion de glucdgeno anémalo se ha descrito como una caracteristica inseparable:
La enfermedad de Bielschowsky, la enfermedad de los cuerpos de poligluco-
sano del adulto y la enfermedad de Anderson. No hay que dejar de lado los
cuerpos amildceos, cuyo estudio se ha descuidado durante mucho tiempo de-
bido a su aparente irrelevancia en enfermedades neuroldgicas. Estos depdsitos
estan formados principalmente por polisacaridos, y presentan una composicion
muy similar a los cuerpos de Lafora con una estructura mas similar al almidén
que al glucégeno. La cantidad y dimensiones de estos cuerpos de inclusién son
extraordinariamente bajas en jovenes. Sin embargo, a partir de los 30-40 afios
se vuelven mucho mds grandes y su nimero incrementa drasticamente. Su ta-
mafio y nimero crecen de manera constante después de los 50 afios, siendo mu-
cho mds numerosos en casos como el Parkinson. Por este motivo se asocian al
envejecimiento y existe una opinién general basada en evidencias anecddticas
de que enfermedades neuroldgicas cronicas estan asociadas con un incremen-
to en su nimero, como el Alzheimer y la esclerosis multiple (82). Por ejem-
plo, en la corteza cerebral de enfermos de Alzheimer se ha descrito la acumu-
laciéon de PGBs (83). También se ha visto en estudios post-mortem que su
cantidad incrementa en enfermos con encefalopatias vasculares (84). Existen
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trabajos que sugieren que los cuerpos amildceos podrian ser un indicador de
neurodegeneracion (85). En otras situaciones patoldgicas, también se ha en-
contrado una acumulacién masiva de estos cuerpos amilaceos, como en epi-
lepsias del 16bulo temporal (86-88). La cuantificacién del contenido de glucé-
geno en cerebro de pacientes con epilepsia del 16bulo temporal, muestra un
incremento de su contenido en cerebro (89). Otras situaciones patoldgicas
muestran también una deposicion de glucégeno en determinadas neuronas. Por
ejemplo, la administracién de drogas psicotrépicas (como la clorpromazina), la
isquemia y la hipoxia. También se han observado acumulaciones de glucége-
no en las neuronas adyacentes a tumores cerebrales. Ademds, se han observa-
do depdsitos de glucégeno en neuronas de pacientes diabéticos que muestran
neuropatia y en ratas diabéticas crénicas.

Esperamos que este trabajo dé lugar a un renovado interés sobre el meta-
bolismo del glucégeno en cerebro, un campo que se ha desarrollado de manera
discreta aunque constante durante los dltimos 25 afos. Ademads, confiamos que
contribuya a encontrar nuevas terapias que ayuden a combatir la enfermedad de
Lafora, que resulta tan terrible tanto para los pacientes como para los familia-
res. Quizas, los efectos neurotéxicos del glucdgeno puedan ser extrapolados a
otras enfermedades con lo que se podrian desarrollar nuevas terapias que ten-
gan en cuenta la acumulacién de este polisacarido como un factor clave.
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