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Introduccion

Los trabajos y debates presentados en esta
monografia son el fruto de una reunién cientifi-
ca que, patrocinada por la Fundacion Dr. Anto-
nio Esteve, tuvo lugar a mediados de 1998 en
Barcelona y permitié el intercambio de ideas
entre investigadores espafioles que proceden
de campos de conocimiento diversos (bioqui-
mica, farmacologia o fisiologfa, entre otros) y
que utilizan abordajes experimentales muy di-
ferentes (desde estudios en células aisladas o
en cultivo hasta anélisis epidemioldgicos), pero
que comparten un mismo presupuesto teorico.
Esta idea comun implica que identificar los
acontecimientos que se producen en una célu-
la (y sus repercusiones fisiopatolégicas) como
consecuencia de la llegada de informacién pro-
cedente de otra, no sélo nos ayuda a conocer
mejor el funcionamiento de nuestro organismo,
sino que permite identificar puntos de actua-
cion potencial para la busqueda de nuevos far-
macos que ayuden al tratamiento de las enfer-
medades que nos afectan.

La comunicacioén entre células implica el in-
tercambio de moléculas de sefializaciéon (neu-
rotransmisores, hormonas, etc.) que acttan so-
bre receptores especificos situados en la mem-
brana plasmatica o en el interior celular. En
numerosas enfermedades se produce una alte-
racion, primaria o adaptativa, en los mediado-
res quimicos que cumplen la funcién de men-
sajeros intercelulares o en sus receptores celu-
lares. Por tanto, no debe extrafiar que durante
muchos afios la estrategia fundamental de la
farmacologfa en la busqueda de nuevos farma-
cos consistiera en identificar moléculas que, o
bien modularan la cantidad del mediador qui-
mico circulante (aportando el propio mensajero
0 sus precursores, modificando la actividad de
las enzimas encargadas de su sintesis o degra-
dacioén), o bien actuaran directamente sobre
los receptores para estos mediadores (activan-
dolos o bloqueandolos).

Durante el ultimo cuarto de siglo ha tenido
lugar un extraordinario avance en la caracteri-
zacion de los procesos bioguimicos celulares
encargados de promover la respuesta a los me-
diadores quimicos intercelulares. Se ha puesto
de manifiesto que las proteinas receptoras de
estos mediadores, en realidad, son sélo el co-
mienzo de toda una cascada de acontecimien-
tos celulares que implican a distintos sistemas

transductores (p. €j., proteinas G) y efectores
celulares (enzimas, segundos mensajeros o ca-
nales iénicos). Estos sistemas, a su vez, partici-
paran en la regulacion del grado de fosforila-
cion de distintas proteinas celulares (mediante
cinasas y fosfatasas) o en la modulacién de la
transcripcion génica, por poner sélo algunos
ejemplos. Por otra parte, cada vez existen mas
evidencias de la alteracion de algunos de estos
procesos bioguimicos en enfermedades que
afectan al ser humano. Estos hechos represen-
tan todo un mundo de posibilidades para la
busqueda de nuevos farmacos que, al interferir
con tales procesos, puedan ser Utiles en tera-
péutica. Existen algunos ejemplos de farmacos
de uso clinico que actian modulando la con-
centracién intracelular de segundos mensaje-
ros (p. €j., los inhibidores de las fosfodiestera-
sas) o el funcionamiento de algunos sistemas
efectores celulares (p. €j., los bloqueadores de
los canales del sodio o del calcio dependientes
de voltaje) pero, desde luego, son una minoria
comparados con el numero de farmacos que
actlian modulando los efectos de los mediado-
res quimicos intercelulares.

Resulta llamativo que entre los pocos farma-
cos que se empleaban a principios de siglo y
todavia tienen bastante uso clinico se encuen-
tren varios productos que actlan sobre los sis-
temas de transduccion de sefiales, como las
xantinas, los nitratos, los digitalicos o los anes-
tésicos locales. Por tanto, parece que reorientar
la busqueda de nuevos farmacos hacia sustan-
cias que tengan como diana tales sistemas
puede ser extraordinariamente productivo para
la farmacologia.

Entre los objetivos de la Fundacién Dr. Anto-
nio Esteve se encuentra promover el intercam-
bio multidisciplinario de conocimientos. Los
participantes en esta reuniéon consideramos és-
te como uno de los mayores logros del encuen-
tro y queremos dejar constancia de nuestro
agradecimiento a la Fundacion y a su Director,
el Prof. Sergio Erill, por haberlo hecho posible.

J.M. Baeyens* y A. Zorzano**
“Departamento de Farmacologia

y de Terapéutica. Universidad de Granada.
“"Departament de Bioquimica i Biologia
Molecular. Universitat de Barcelona.
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Regulacion de la adhesion intercelular
y de la movilidad de células intestinales

Antonio Garcia de Herreros

Unitat de Biologia Cel.lular i Molecular. Institut Municipal d’Investigacié Medica. Barcelona.

La diferenciacion de las células intestinales
se encuentra acoplada a la migracion
en las criptas intestinales

La cripta intestinal, la unidad proliferativa
del intestino, es un sistema dindmico perfecta-
mente regulado, en el que la diferenciacion,
proliferacion y migracion celular se hallan es-
trechamente acopladas!. Los cuatro tipos ce-
lulares maduros presentes en este epitelio (en-
terocitos, células mucosecretoras, células en-
teroendocrinas y células de Paneth) se
originan a partir de una célula multipotencial,
situada hacia la base de la cripta. Excepto en
el caso de las células de Paneth, que migran
en direccion opuesta, la génesis de estos tipos
celulares se produce mediante un proceso de
diferenciacion continuo, durante el cual las cé-
lulas migran formando bandas verticales des-
de la base de la cripta hacia la parte superior
de ésta y, posteriormente, a lo largo del villus
hasta ser exfoliadas!. La proliferacién se en-
cuentra restringida a los dos tercios inferiores
de la misma; una vez llegado a ese nivel, las
células se encuentran terminalmente diferen-
ciadas y son plenamente funcionales. En este
proceso de migracion y diferenciacion, la ca-
pacidad de las células de establecer contactos
con las células vecinas o con la matriz basal
desempefia un papel crucial; por ejemplo, va-
rios experimentos han demostrado alteracio-
nes en la formacion de las criptas cuando se
incrementa o se disminuye de modo artificial
la adhesion intercelular? (fig. 1).

Es evidente que la comprension de una ma-
nera precisa de como se regulan estos proce-
sos tiene especial importancia. Basta para ello
recordar que las alteraciones en estos proce-
S0S SONn necesarias para la génesis de los tu-
mores de colon, una de las principales causas
de mortalidad ligada al céancer en el mundo
occidental®. El tratamiento de esta enferme-

dad no ha experimentado avance alguno en
los ultimos 30 afios, ya que por el momento
no ha sido posible hallar ningiin farmaco que
presente una eficiente actividad contra los tu-
mores de este origen in vivo®.

El estudio de los procesos de diferenciacion
y proliferacion se ha visto tradicionalmente
perjudicado por la falta de métodos reproduci-
bles para el cultivo de células del epitelio in-
testinal y por el fenotipo muy indiferenciado
que presentaban las lineas celulares colorrec-
tales®”. Sin embargo, durante los UGltimos afios
se han descrito varias lineas, obtenidas a partir
de tumores que, en cultivo, tras alcanzar la
confluencia experimentan un proceso de dife-
renciacion semejante al que se produce en la
cripta y adquieren un fenotipo semejante al de
células mucosecretoras o enterociticas madu-
ras. Entre estas células cabe destacar las sub-
poblaciones M6 y M3 obtenidas a partir de la
linea celular HT-29, por selecciéon en condicio-
nes de estrés®. Las células asf seleccionadas
son capaces de formar complejos de adhesion
intercelular (uniones adherentes, desmosomas
y uniones estrechas) y originar una monocapa
de células polarizadas, con un borde en cepi-
llo bastante bien estructurado. Por esta razon,
estas células han sido utilizadas como modelo
para estudiar in vitro la regulaciéon de la dife-
renciacion intestinal.

La diferenciacién de lineas celulares
intestinales se bloquea por la activacion
de PK-Ca

Utilizando las HT-29 M6 como modelo de
trabajo se han identificado varios factores que
afectan a su diferenciacion. En primer lugar,
se ha determinado que la adicién de ésteres
de forbol como el PMA impide que estas célu-
las formen contactos adecuados y bloquea la
apariciéon del fenotipo diferenciado®. La adi-
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ZONA DE EXTRUSION

CELULAS EPITELIALES

Transito celular

Tejido conectivo

A\

DIRECCION DE LA
MIGRACION CELULAR

Lumen intestinal

Células diferenciadas

VILLI (sin divisién celular)

VILLI
(seccion transversal)

CRIPTA
(seccion transversal)

Células diferenciadas

Células en rapida divisién

Célula pluripotencial
de division lenta

Fig. 1. Esquema del epitelio intestinal en el que se observa el transito cripta-villus (Tomada de Alberts et al3.)

cion de este compuesto induce cambios celu-
lares que han sido denominados scattering o
dispersion; estos cambios consisten en pérdi-
da de los contactos intercelulares, incremento
de la adhesion a la matriz, incremento de la
movilidad celular y, en general, adquisicion de
una morfologfa més fibroblastoide!0. El efecto
de scattering no es algo especifico de células

12

intestinales sino que el PMA lo induce también
en otros tipos celulares epiteliales!!. Otros fac-
tores, entre los que el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) es el de efecto mas general,
causan también el scattering de las células
epiteliales!!.

El PMA es un activador especifico de una
familia de proteincinasas colectivamente deno-



REGULACION DE LA ADHESION INTERCELULAR Y DE LA MOVILIDAD DE CELULAS INTESTINALES

minadas proteincinasa C (PK-C)12. Esta familia
estd compuesta por, al menos, 10 miembros
agrupados en tres subfamilias: PK-C conven-
cionales (cPK-C), nuevas (nPK-C) o atipicas
(aPK-C); de éstos, los ocho miembros de las
subfamilias ¢ y nPK-C pueden ser activados
por el PMA!3. Se ha podido demostrar que la
activacion de la isoforma cPK-Ca es suficiente
para inducir el proceso de scattering; la intro-
duccién de un mutante activado de esta iso-
forma causa la adquisicion de un fenotipo fi-
broblastoide semejante al obtenido tras trata-
miento con PMA. Sin embargo, no se puede
descartar que alguna de las otras isoformas de
PK-C sensibles a PMA y presentes en estas
células (nPK-C € y n) pueda contribuir a este
efecto, ya que se ha detectado la transactiva-
cion de otras formas de PK-C en las células
transfectadas con el mutante activado de cPK-
Ca (Llosas et al, resultados no publicados).

Ademés de inducir el scattering de las célu-
las HT-29 M6, el PMA, como la transfeccion
del mutante de cPK-Ca, ejerce otro efecto
aparentemente no relacionado: disminuye la
velocidad de proliferaciénio14-16 A diferencia
del scattering, que ocurre en mas tipos celula-
res epiteliales, este efecto es especifico de las
lineas celulares intestinales y parece estar re-
lacionado con la inducciéon de p2lcipl y
p27kipl, inhibidores de la proteincinasa de-
pendiente de ciclinas!’. Experimentos de tu-
morogénesis realizados en ratones atimicos
refieren que los dos efectos observados (sca-
ttering e inhibicién del crecimiento) se re-
producen también en los tumores, y requieren
un diferente grado de activacion de esta enzi-
ma. Asi, los clones que poseen una elevada
actividad cPK-Ca son incapaces de formar tu-
mores, mientras que los que contienen valores
moderados de esta enzima originan tumores
de menor tamafio y con caracteristicas anato-
mopatolégicas mas invasivas!4.

;Coémo encajan nuestros resultados dentro
de un papel de la PK-C en la carcinogénesis
colénica? Ciertos datos epidemiolégicos ha-
bian sugerido que alguno de los miembros de
esta familia podian desempefiar un papel re-
levante en el proceso de carcinogénesis colo-
nical8. Existian, ademas, resultados que su-
gerfan que alteraciones en la actividad de esta
familia de enzimas podian estar relacionadas
con el proceso de transformacion maligna en
humanos, actuando de manera diferente en
los estadios tempranos y tardios de este pro-
ceso. Asi, en modelos experimentales de car-
cinogénesis se han detectado cambios que

sugieren que una activacion de la PK-C en los
adenomas causa una deplecién posterior de
esta actividad1920. Nuestros resultados indi-
can que una activacion moderada de la PK-C
puede desempefiar un papel en la modula-
cion de los contactos celulares. En condicio-
nes normales esta modulacién seria necesaria
para que las células pudiesen modificar sus
contactos con las células vecinas y migrar a lo
largo de la cripta; una activacion no regulada
impedirfa iniciar el proceso de tumorogénesis.
En células en la parte superior de la cripta la
activacion de la PK-Ca seria necesaria para
bloquear el crecimiento celular; es en esta zo-
na en la que se ha encontrado una asociacion
mayoritaria de esta isoforma con la membra-
na plasmaética, indicativa de su activacion®.
En tumores avanzados, la deplecion de esta
enzima induciria el crecimiento incontrolado
de células en compartimientos donde no lo
harfa normalmente (fig. 2).

Proteinas tirosincinasas regulan la funcién
de la E-cadherina

La aparicion del fenotipo de scattering es
consecuencia de cambios coordinados en va-
rias propiedades celulares como son una ma-
yor afinidad hacia la matriz extracelular, una
adhesion intercelular disminuida y una movili-
dad incrementada. A su vez, las modificacio-
nes en estas propiedades de las células son
consecuencia de alteraciones aparecidas en
las moléculas que ejercen un papel importante
en su regulacion; asi, por ejemplo, la pérdida
de adhesion intercelular se asocia, y probable-
mente se debe, a una disminucion en la fun-
cionalidad de la E-cadherinal®. Esta es una
proteina transmembrana responsable, a través
de interacciones homotipicas, del estableci-
miento de las uniones adherentes, los comple-
jos de unién que se establecen con mas rapi-
dez en células epiteliales?!. Al tratar las célu-
las HT-29 M6 con PMA se produce la pérdida
de funcionalidad de la E-cadherina que deja
de ser capaz de interaccionar con el citosque-
leto de actina22. En este proceso influyen pro-
teinas tirosincinasas, puesto que inhibidores
de estas enzimas (como la herbimicina), incre-
mentan la asociacion de E-cadherina con el ci-
tosqueleto y, por tanto, su funcionalidad,
mientras que los inhibidores de las fosfoprotei-
na-fosfatasas (como el ortovanadato) la dismi-
nuyen?2,

Varias proteinas tirosincinasas se han rela-
cionado con la regulaciéon de la E-cadherina.

13
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Fig. 2. Papel fisiolégico de la cPK-Ca en la diferenciacion y migracion de las células intestinales y de sus altera-

ciones en procesos carcinogenicos.

Los datos més consistentes se refieren al pro-
ducto del gen v-src; asli, la transformacion
producida por este gen incrementa la fosforila-
cion tanto de la beta como de la p120-cateni-
na2324 En las células HT-29 M6, la pérdida
de los contactos celulares inducida por PMA
se ve precedida por un incremento en la acti-
vidad del analogo celular de v-src, p60c-src,
concomitantemente a la fosforilacion de p120-
catenina?®. No se detectan cambios en el con-
tenido en fosfotirosina de betacatenina, proba-
blemente a causa de la elevada presencia de
esta modificacion en células HT-29 M6. En
paralelo a la fosforilacion se detecté un cambio
en la asociacion de E-cadherina por estas pro-
tefnas; en condiciones de control esta proteina
se encuentra asociada en gran medida a beta-
catenina e inapreciablemente a pl120-cateni-
na; tras la fosforilacion, estas proporciones se
invierten?2. Estos resultados, unidos a otros
datos obtenidos en células transformadas con
v-ras?®, han sugerido un modelo segun el cual
la funcionalidad de la E-cadherina, que de-
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pende de su interaccion con alfacatenina vy, a
través de ésta, con el citosqueleto, esta contro-
lada por la fosforilacién2®. En ausencia de esti-
mulos, la E-cadherina estaria unida a la beta-
catenina que actuaria de puente para su inte-
raccion con la alfacatenina; tras la
fosforilacion, en residuos de tirosina (indicada
como PY en el esquema expuesto en la fig. 3),
la afinidad de la E-cadherina hacia la p120-ca-
tenina se incrementaria y ésta desplazaria a la
betacatenina del complejo, provocando la pér-
dida de la asociacion de la E-cadherina con el
citosqueleto?®. Este modelo, basado en un
cambio en afinidades relativas, dista de estar
probado; una posibilidad que no lo alteraria
demasiado consistirfa en que la entrada de la
pl20-catenina en el complejo causase, no el
desplazamiento de la betacatenina, sino sélo
la pérdida de la interaccion con la alfacateni-
na. En cualquier caso, la validacion de este
modelo requerira la determinacién de las
constantes de asociacion de la E-cadherina
por las cateninas, tanto cuando éstas se en-
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Fig. 3. Regulacion de la asociacion de la E-cadherina con el citosqueleto de actina mediante fosforilacion en tiro-

sina de cateninas.

cuentren fosforiladas en tirosina como en esta-
do basal. Estudios de este tipo se encuentran
ya en marcha en nuestro laboratorio utilizando
proteinas recombinantes; mediante este siste-
ma ya se ha podido determinar que la afinidad
del fragmento citosélico de la E-cadherina ha-
cia la betacatenina es mucho mayor que hacia
la p120-catenina (Piedra y Dufiach, resultados
no publicados) (fig. 3).

La betacatenina actiia como factor
transcripcional

Recientemente se ha podido demostrar que,
ademas de ejercer un papel crucial en la for-
macion y regulacion de los contactos adheren-
tes, la betacatenina también actlia como acti-
vador transcripcional. Diversos estudios, rea-
lizados inicialmente en X. laevis y D.
melanogaster y completados en células huma-
nas, indican que la betacatenina puede trans-
locarse al nucleo, unirse a un factor transcrip-
cional de la familia LEF-1 (en el intestino,
hTCF-4) y activar la transcripcion de una serie
de genes alin desconocidos?’29, La capaci-
dad de la betacatenina de trasladarse al nu-
cleo se encuentra en funcion de las concen-
traciones de esta proteina que se encuentran
en el citosol no asociadas a E-cadherina, valo-

res que dependen principalmente de la veloci-
dad de degradacion de esta proteina. La esta-
bilidad de la betacatenina esta controlada
por fosforilacion en residuos de serina y treo-
nina, modificacion que realiza la proteincinasa
GSK-327-29, |a capacidad de esta enzima para
fosforilar residuos especificos de la betacateni-
na estda muy delicadamente regulada; se ha
demostrado que puede ser blogueada por una
cadena de reacciones iniciada por un factor
extracelular (wnt en células eucariotas) y que
requiere la accion acopladora de una proteina
denominada APC27-29,

La importancia de este nuevo papel de la
betacatenina como coactivador transcripcional
viene resaltada por el hecho de que esta acti-
vidad parece ser esencial para el desarrollo de
los tumores de colon, cualquiera que sea su
estadio. Asi, mutaciones de APC que impiden
que la betacatenina se degrade son un acon-
tecimiento muy habitual en los tumores de co-
lon (més del 85%); esta lesién parece ser la
iniciadora del proceso de carcinogénesis col6-
nico30. En un amplio porcentaje del 15% de
los tumores restantes, en los que no se ha de-
tectado lesion en APC, aparecen mutaciones
en la betacatenina, que impiden que la protei-
na sea fosforilada en Ser/Thr y degradada3!.
Esto hace que, comparados con los tejidos
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Fig. 4. Efectores del papel de la betacatenina como activador transcripcional.

normales, una gran mayoria de los tumores de
colon (lineas celulares derivadas de ellos) po-
sean concentraciones elevadas de betacateni-
na y una mayor presencia de esta proteina en
el nucleo (Fabre et al, resultados no publica-
dos).

Es también interesante destacar que la en-
trada de la betacatenina en el nucleo se reali-
za de una forma atipica, ya que se efectla de
manera independiente de las proteinas trans-
portadoras clésicas (importinas)32. Los datos
mas recientes sugieren que la betacatenina in-
teracciona con el mismo receptor que las im-
portinas presentes en los poros nucleares32
(fig. 4).

En las células HT-29 M6, la activacion pro-
longada de la cPK-Ca induce la translocacion
al nucleo de la betacatenina. Este efecto no se
debe a un incremento en las concentraciones
de esta proteina puesto que estas células no
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son capaces de degradar la betacatenina ya
que la proteina APC que expresan estd muta-
da. La translocacion al nucleo de la betacate-
nina se acompafia de un incremento de la ac-
tividad transcripcional mediada por betacate-
nina, determinada mediante ensayos de
transfeccién transitoria de un gen reporter bajo
la expresion de un promotor con secuencias
de unién para hTCF-4. El mismo efecto se ha
encontrado en otras lineas celulares intestina-
les con valores bajos de E-cadherina, como
SW-480 (Baulida et al, resultados no publica-
dos). Estos datos indican que la actividad
transcripcional mediada por betacatenina esta
sujeta a regulacion aun en ausencia de APC e
introducen un elemento méas de control en el
esquema anteriormente descrito; es posible
que la unién de la betacatenina al receptor nu-
clear también esté modulada de una manera
directa. Otra posibilidad a ser considerada es
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que el PMA incremente la accesibilidad de la
betacatenina a los receptores debido a su me-
nor interaccién con otras proteinas.

El gran interrogante de este modelo continta
consistiendo en identificar a los genes cuya
transcripcion esta siendo modulada in vivo por
el complejo betacatenina-hTCF-4. En nuestro la-
boratorio se esta procediendo a este estudio uti-
lizando como sistema células SW-480, que po-
seen alta actividad transcripcional del complejo
betacatenina-hTCF-4 y células SW-480 en las
que esta actividad ha sido bloqueada mediante
la introduccion ectdpica de una forma truncada
de este factor transcripcional (AhTCF-4), que
carece del dominio de union para la betacateni-
na. La introduccion de este mutante es capaz
de disminuir entre seis y ocho veces la activi-
dad basal del complejo en estas células en en-
sayos de expresion transitoria; en transfeccio-
nes estables las disminuciones son mas modes-
tas (tres-cuatro veces), lo que puede ser
interpretado como que es necesario un cierto
nivel de transcripcion mediada por este com-
plejo para que las células puedan sobrevivir en
cultivo (Baulida et al, resultados no publicados).
En consonancia con estos datos, la sobreexpre-
sion de APC en células HT-29 y en otras lineas
intestinales induce apoptosis33.

Un gen candidato a ser regulado por betaca-
tenina-hTCF-4 es la E-cadherina. Se ha pro-
puesto que el incremento en transcripcion me-
diada por betacatenina estaria relacionado con
la transicion epitelio-mesénquima y la desapa-
ricion de esta proteina %ue aparece frecuente-
mente en los tumores343%. Sin embargo, varios
datos indican que si la betacatenina esta regu-
lando negativamente la transcripcion de la E-
cadherina, no lo hace directamente. En primer
lugar, la desaparicién de la E-cadherina no es
un acontecimiento temprano en el desarrollo
de los tumores, a diferencia de la mutacion de
APC y el incremento en transcripcion36. Tam-
poco se ha encontrado en la zona del promotor
de la E-cadherina murina responsable de la es-
pecificidad de linaje epitelial la presencia de
secuencias claras de unién de hTCF-437. Por
Gltimo, en los clones caracterizados en nuestro
laboratorio en los que se ha disminuido la acti-
vidad transcripcional mediada por betacateni-
na tras la expresion de AhTCF-4 no se observa
un aumento concomitante en E-cadherina,
aunque la funcionalidad de esta proteina pare-
ce menor. Sin embargo, no puede descartarse
que la betacatenina esté actuando en conso-
nancia con otros estimulos, por ejemplo, facto-
res de crecimiento, para estimular la expresion

de un gen que actle como represor de la
transcripcion de la E-cadherina.
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A.M. PLANAS: Esta entrada de la betacatenina
al nucleo, ;esta siempre asociada a una si-
tuacion patolégica, es decir, no ocurre en
condiciones fisiolégicas?
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A. GARCIA DE HERREROS: En las criptas normales
so6lo observamos presencia de betacatenina
nuclear en una célula situada cerca de la ba-
se de la cripta, que podria ser la célula ma-
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dre. De hecho, APC soélo se expresa en los
dos tercios superiores de la cripta y no se ex-
presa en la parte inferior. También se puede
apreciar la presencia de betacatenina nu-
clear en algunos casos de alteraciones pre-
neoplésicas.

J. MoscaT: En primer lugar, los experimentos
realizados expresando PK-Ca, ;habéis inten-
tado realizarlos también con la expresion de
un mutante que carezca de actividad enzi-
matica? Lo pregunto porque la expresion de
PK-Ca muchas veces produce efectos inde-
pendientes de su actividad enzimética como,
por ejemplo, la activacién de la fosfolipasa D.
En segundo lugar, en los experimentos con
PMA y dado que se trata de una molécula
bastante artificial, ;cudl es el estimulo fisiolo-
gico real que estais estudiando?

A. GARCIA DE HERREROS: Con PK-Ca negativo no
obtuvimos clones estables, los clones morian
enseguida. Probablemente esto se deba a
que las células requieran un cierto nivel de
PK-Ca para adherirse y ser capaces de so-
brevivir. Con otras PK-C hemos observado
efectos parciales. Por ejemplo, si sobreexpre-
samos PK-Ce se obtiene un fenotipo ligera-
mente parecido al de scattering, pero no se
detiene el crecimiento. Si sobreexpresamos
PK-Cn ocurre lo contrario, el fenotipo es igual
pero las células proliferan mas despacio. Por
tanto, no podemos descartar que el efecto
pudiera deberse a una transactivacion. En
cuanto a tu segunda pregunta, nuestra idea
al utilizar PMA en estas células se basa en
una serie de experimentos descritos hace
tiempo, en los que Harry Wenstein, epide-
midlogo molecular, y otros autores posterior-
mente, trataron de involucrar a la PK-Ca en
la carcinogénesis. Se fundamenta en que, en
pacientes con cancer de colon, la dieta rica
en grasas podria constituir un factor de ries-

go tumoral, ya que la presencia de diacilgli-
cerol en estas dietas parece actuar como ac-
tivador fisiolégico. De hecho, parte de este
efecto puede también observarse en estas
células con PMA cuando se afiade diacilgli-
cerol en cantidades muy altas.

A. Munoz: ;Consigues reproducir los efectos
de TPA o de PMA con algun factor de creci-
miento, por ejemplo? En segundo lugar, y da-
da la importancia de las mutaciones en el
pb3 0 en la via de RAS en el cancer de co-
lon, ;existe alguna interaccion con este siste-
ma?

A. GARcIA DE HERREROS: Mi respuesta a la pri-
mera pregunta es: no en estas células. No
hemos podido conseguir a la vez scattering'y
parada del crecimiento. Sélo hemos observa-
do uno u otro efecto, pero no los dos a la
vez. Sobre la segunda cuestiéon, cabria men-
cionar que nuestra idea se fundamenta en
que la activacion del APC es un efecto ini-
cial. Se sabe que la expresion de p53 bajo el
control de un promotor en el intestino de ani-
males transgénicos no induce el desarrollo
de ningln tipo de proliferacion celular. Cree-
mos que el APC y la betacatenina generan
mas células madre o generan células que es-
tan fijadas en un compartimiento determina-
do y que son capaces de proliferar sin mi-
grar. Es decir, una mutacién en RAS en una
célula normal no fijada hace proliferar méas
deprisa células que ya proliferan rapido, y
conducira a la migracion y el desprendimien-
to celular sin producir ningun tipo de altera-
cién. Pero si se incrementa el nimero de cé-
lulas que son capaces de proliferar sin mi-
grar se crea un nuevo foco de cripta y se
generan mas células madre, lo que favorece
que mutaciones posteriores que afecten a su
velocidad de proliferacion sean capaces de
incidir sobre su capacidad carcinogénica.
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Introduccién

Durante un episodio de isquemia cerebral
se produce una interrupcion o reduccion del
flujo sanguineo y, en consecuencia, del aporte
de glucosa y de oxigeno a las células neurales
afectadas. En el ndcleo de la zona isquémica,
es decir, la zona que sufre la disminucion méas
importante de flujo sanguineo, se desarrolla un
infarto con signos de necrosis manifiestos a las
24 h. Sin embargo, a medida que transcurre el
tiempo también se observan alteraciones de la
morfologia celular en las zonas colindantes,
puesto que el tamafio de la lesion aumenta
progresivamente segln se va desarrollando el
infarto cerebral en los dias que siguen al epi-
sodio isquémicol. Se ha propuesto que en la
isquemia se producen fenémenos de excitoto-
xicidad mediada por receptores de glutamato?.
Por esta razén, los cambios en la sefalizacion
intracelular que ocurren previamente a la
muerte neuronal podrian ser similares tanto en
la penumbra como en situaciones de excitoto-
xicidad. En este sentido, estudiaremos deter-
minadas sefiales intracelulares tanto en la pe-
numbra isquémica como en modelos de exci-
totoxicidad, tras inyeccion de acido cafnico en
rata, para dilucidar la implicacién de determi-
nadas vias de sefalizacion intracelular en res-
puesta a la agresion, y su posible relacion con
la muerte o supervivencia celular.

Tanto la isquemia como la excitotoxicidad
provocan cambios en el patron de expresion gé-
nica con la inducciéon de genes que normal-
mente no se expresan. Dentro de este grupo
examinaremos la expresion del gen que codifica
para la proteina de estrés celular denominada
Hsp70 (72 kD, Heat shock protein)312, el pro-
tooncogén c-fos?12-15 y el gen de la C|CIOOX|ge—
nasa 291617 Hsp70 pertenece a una extensa

Este trabajo se ha realizado con un Proyecto del Fondo
de Investigaciones Sanitarias (97/0490).

familia de proteinas, denominadas HSP, alta-
mente conservadas en eucariotaslg, que entre
otras funciones tienen la de acompafar a otras
proteinas para permitir su plegamiento, ensam-
blaje y translocacion a través de membranasi®-23,
Algunos miembros de la familia HSP estan ex-
presados de forma constitutiva, mientras que
otros como la Hsp70 se inducen en situaciones
de estrés. Multiples evidencias experimentales
indican que en dichas condiciones las HSP
ejercen un efecto protector!8-20.24, Dicho efecto
podria estar mediado por la uniéon de HSP a
proteinas desnaturalizadas que se generan en
condiciones de estrés celulars®

El c-fos esta implicado en la regulacion de la
transcripcién génica y participa en procesos
celulares fundamentales, ya que transporta se-
flales citoplasmaticas hacia el nucleo donde
interacciona con el ADN26, Frecuentemente la
induccion del gen c-fos se puede correlacionar
con incrementos de la actividad eléctrica y
metabdlica de las células?’. Por ello, la expre-
sion de c-Fos se puede utilizar como marcador
de la actividad neuronal?829. La ciclooxigena-
sa (Cox) es una enzima que metaboliza el &ci-
do araquiddnico a prostanoides. Existen evi-
dencias experimentales que sugieren que el
metabolismo del acido araquidénico contribu-
ye a los efectos neurotdxicos que se producen
después de la isquemia, durante el periodo de
reperfusion3C. Se ha caracterizado a dos genes
de la Cox: Cox-1, que esta expresado de forma
constitutiva, y Cox-2, que es inducible en res-
puesta a la inflamacion3!. La Cox-2 se induce
también en neuronas mediante estimulacién
eléctrica32, convulsiones?33 e isquemia®:16:17.

Material y métodos

Se han utilizado ratas macho adultas (250-
320 g de peso corporal) de la cepa Sprague-
Dawley (lIffa-Credo, Lyon, Francia). El trabajo
con animales de experimentacion se ha reali-
zado bajo las normas vigentes en Espafia y de
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acuerdo con las directrices de la Union Euro-
pea (86/609/CEE, 24 de noviembre de 1986).
Causamos una isquemia cerebral focal transi-
toria (1 h) por oclusion intraluminal de la arte-
ria cerebral media (ACM) en la rata, como se
ha descrito previamente343°. Los controles
fueron animales sometidos a la operacién qui-
rargica pero a los que solo se les ocluy6 la
ACM durante un periodo de tiempo inferior a
1 min. Los estudios de excitotoxicidad se lleva-
ron a cabo mediante administracion intraperi-
toneal de 4cido cainico (9 mg/kg de peso cor-
poral), como hemos descrito anteriormente®®.
Los controles recibieron una inyeccion de sue-
ro fisiolégico. La hibridacion in situ se llevo a
cabo utilizando oligonucleétidos de ADN espe-
cfficos para Hsp70%6, c-fos!? y Cox-216, mar-
cados con [33P]- o [32P]-dATP (Amersham o
New England Nuclear), como hemos descrito
con anterioridad. Para los estudios de hibrida-
cion in situ se utilizaron cortes de tejido conge-
lado. Para los estudios de inmunohistoquimica
se realizd perfusion intracardiaca de los ani-
males utilizando paraformaldehido al 4% en
tampon fosfato. Los cortes de tejido se obtu-
vieron con un vibratomo y la inmunohistoqui-
mica se realiz6 mediante la técnica de flota-
cion®91L16 E| anticuerpo anti-Hsp70 es un
anticuerpo monoclonal (Oncogene) que se usa
a la dilucion de 1:200. El anticuerpo contra
c-Fos es policlonal (Santa Cruz Biotechnology,
K4) que se usa a una diluciéon de 1:1.500. Fi-
nalmente, el anticuerpo contra Cox-2 es un
anticuerpo monoclonal (Affinity) que se usa a
una dilucion de 1:100 o 1:200.

Resultados

Modelo de isquemia cerebral focal transitoria
en rata

La isquemia puede conducir al desarrollo de
un infarto cerebral en funcion de la magnitud
de reduccién de la irrigacion y de la duracion
del periodo isquémico*. En un episodio de is-
quemia de 1 h, hemos determinado las varia-
ciones relativas de flujo sanguineo con el fin
de conocer si existe una relacion entre la dis-
minucion del flujo en la superficie de la corte-
za cerebral y el volumen de infarto cerebral re-
sultante. Las variaciones relativas de flujo san-
guineo se pueden monitorizar continuamente
y de forma poco invasiva mediante flujometria
por laser-Doppler3®. En este modelo experi-
mental de isquemia transitoria en rata determi-
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namos el flujo sanguineo en una zona periféri-
ca de la corteza cerebral y obtenemos una dis-
minucion de un 70 = 6% respecto al valor ba-
sal, que se mantiene constante durante el pe-
riodo de oclusion de la ACM y que se recupera
durante la reperfusion. Ademas, la reduccion
de flujo es consistente y reproducible entre in-
dividuos. Como resultado, se desarrolla un in-
farto que afecta a la zona parietal de la corteza
cerebral y el nucleo estriado de forma repro-
ducible entre animales (fig. 1). Estudiando el
valor de flujo sanguineo durante la isquemia y
el volumen de infarto resultante a los 7 dias,
hemos encontrado una relacién entre ambos
parametros, de manera que la disminucion de
flujo sanguineo permite estimar cual seré el ta-
mafio del infarto resultante3®.

Fig. 1. Cortes coronales de cerebro de rata 24 h
después de oclusion de la arteria cerebral media. En
A y B se observan dos niveles diferentes. El lado iz-
quierdo de las imdgenes (ipsilateral respecto a la ar-
teria ocluida) aparece mas palido en la zona en la
que se manifiesta el infarto. En esta zona se observa
un aumento de volumen respecto al lado derecho
(control) debido a la formacion de un edema consi-
derable. Tincion con violeta de cresilo.
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Excitotoxicidad por administracion
de acido cainico

El 4cido cainico es un agente excitatorio y
neurotdxico que actla sobre el subtipo cainato
de receptor de glutamato y que gosee un im-
portante efecto convulsionante3®. Una hora
después de la administracién se manifiestan
convulsiones ténico-clénicas en el 75% de los
animales. La evaluacion histopatolégica a los 4
dias revela una lesion cerebral con pérdida
neuronal sélo en aquellos animales que han
manifestado signos de convulsién. Se observa
una pérdida neuronal considerable en la corte-
za piriforme, la capa piramidal (campos CAly
CA3) y el hilus del hipocampo y, en menor
grado, en la amigdala y el talamo.

Induccién de Hsp70

La isquemia provoca induccion del ARNm
Hsp70 en el lado del cerebro ipsilateral al de
oclusion de la ACM. EI ARNm se detecta a
partir de 30 min después del episodio isqué-
mico durante el periodo de reperfusion del teji-
do (fig. 2). Una franja estrecha de tejido que
envuelve al ndcleo isquémico presenta el ma-
yor nivel de expresion del ARNm. Méas adelan-
te, entre las 8 y las 24-48 h, se observa en es-
ta zona la expresion de la proteina Hsp70 en
neuronas que presentan un aspecto morfolégi-
co normal. Se ha propuesto que esta franja de
tejido con neuronas que expresan Hsp70 co-
rresponde a la zona de penumbra3/:38. En el
nucleo isquémico la proteina Hsp70 se locali-
Za en unas pocas neuronas, astrocitos, y mi-
croglia y células endoteliales. Los valores de
Hsp70 disminuyen a partir de las 24-48 h,
hasta que a los 7 dias apenas se detecta la
proteina.

LLa administracion de &cido cainico causa in-
duccion del ARNm y proteina Hsp70 en el ce-
rebro de rata®68. Ambos se detectan sélo en
las ratas que previamente han manifestado
convulsiones. A las 2,5 h después de la admi-
nistracion de acido cainico ya se detecta una
induccién considerable de ARNm®, que au-
menta a las 5 h®. Las regiones cerebrales que
expresan este ARNm son mayoritariamente la
corteza piriforme y entorinal, las zonas CAl y
CA3 de la capa de neuronas piramidales del
hipocampo, los complejos amigdaloide y subi-
cular, asi como la corteza parietal y temporal.
La proteina Hsp70 se detecta a las 6, 12y 24 h
posteriores a su administracion (fig. 3) siguien-
do un patrén regional similar al del ARNm#®.

A

Fig. 2. Expresion de ARNm hsp70 (A) y c-fos (B)
mediante hibridacion in situ en cortes de cerebro
consecutivos a los 30 min después de 1 h de isque-
mia. Hsp70 se induce principalmente en la corteza
parietal y estriado. La induccion ocurre de forma te-
nue en la zona de infarto y mas intensamente en la
zona de penumbra situada entre el nucleo isquémi-
co y el tejido no lesionado. Comparativamente, la ex-
presion de c-fos abarca una zona mds extensa que
incluye zonas mas alejadas del infarto, como la cor-
teza frontal, donde la induccién es mayor.

En general, las neuronas que expresan Hsp70
poseen una morfologia normal segln se obser-
va mediante inmunohistoquimica, que revela
un marcaje similar al de la tinciéon de Golgi
(fig. 4). Se detecta una expresion neuronal de
Hsp70 en la corteza piriforme, a las 6 h poste-
riores a su administracion, pero no a las 24 h,
ya que en este tiempo dicha zona presenta
una lesion con pérdida neuronal importante.
Este es un ejemplo de expresion de ARNm vy
protefina en neuronas que pueden morir des-
pués de la lesiéon. Sin embargo, neuronas que
expresan Hsp70 en otras zonas del cerebro
sobrevivirdn ya que, por ejemplo, en la corteza
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A
CA1

DG

Fig. 3. Expresion de la proteina Hsp/0 en el hipocampo de rata control (A), y 24 h después de la administracion

de 4cido cainico (B-D). El 4cido cainico induce una intensa expresion de Hsp70 en CA3 y CAl. Estas zonas su-
fren una importante pérdida neuronal; DG: giro dentado; CA1 y CA3: zonas de la capa piramidal. Escala: A y B,

500 ym; C y D, 100 um.

parietal existe una abundante expresion de
Hsp70 y en cambio no se observan signos
morfolégicos de lesién®®. Sin embargo, a los 4
y 7 dias, el patrén de distribucién regional de
la Hsp70 se ve modificado porque la proteina
ha viajado a otras regiones mediante transpor-
te axonal?.

Induccién de c-fos

El c-fos es un gen inducible que normal-
mente no se expresa en el cerebro en condi-
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ciones fisiolégicas. Sin embargo, después de
un episodio de isquemia focal de 1 h de dura-
cion se detecta ARNm c-fos en la zona irriga-
da por la ACM ya a los 30 min, aumenta hasta
1 hy después decae a las 2-4 h. A partir de
este momento queda una induccién baja de
c-fos en las areas adyacentes al nucleo isqué-
mico. La proteina c-Fos se detecta en el nu-
cleo de las células, ya que es un factor de
transcripcion que normalmente adquiere una
distribucién nuclear. De forma similar al
ARNm, hemos detectado la proteina c-Fos en
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Fig. 4. Neuronas corticales que expresan Hsp/70 24 h
después de administracion de dcido cainico. Las di-
ferentes imdgenes corresponden a capas corticales
en la zona de la corteza parietal: (a) capa Il; (b) ca-
pa IV, y (c) capa VI. La corteza cerebral no sufre le-
sion histologica. Escala 25 pm.

células situadas en la zona mas afectada por
la isquemia a las 6 h. Sin embargo, a las 24 h,
solo se detecta c-Fos en células localizadas en
zonas perifocales respecto al nucleo isquémi-
co. Comparada con la distribucion de Hsp70,
c-Fos no suele expresarse en las mismas célu-
las, y aunque hemos visto que Hsp70 podria
demarcar la zona de penumbra, c-Fos se sitla
méas lejos de la zona de infarto. La adminis-
tracién de acido cainico también provoca in-
duccion de c-Fos mayoritariamente en células

qgue no expresan Hsp70. Aun asi, a tiempos
cortos después de la isquemia o administra-
cioén de acido cainico (horas) se observa de
forma ocasional y transitoria una coexpresion
de Hsp70y c-Fos en algunas pocas células®.

Induccion de Cox-2

En ratas control se observan unos valores
muy bajos del ARNm y proteina Cox-2 en la
corteza cerebral, capa granular del giro denta-
doy zona CA3 de la capa piramidal. Un episo-
dio de isquemia focal produce la induccién de
Cox-2 en el lado ipsilateral al de oclusion de la
ACM. EI ARNm inducido se detecta ya a los
30 min después de un episodio de 1 h de is-
quemia, o bien después de convulsién provo-
cada por &cido cafnico. Tanto el ARNm como
la proteina estan localizados principalmente en
zonas perifocales al nucleo®16. Seis horas
después de la agresion sélo se observa coloca-
lizacion de Cox-2 y Hsp70 en unas pocas cé-
lulas. Sin embargo, a las 24 h no existe colo-
calizacion entre Cox-2 y Hsp70. En cambio,
Cox-2 y c-Fos estan expresadas en las mismas
células, aunque c-Fos es una protefna nuclear
y Cox-2 citoplasmatica®.

Discusion

Un episodio de isquemia cerebral focal pro-
voca la induccion de Hsp70 en neuronas, as-
trocitos, microglia y endotelio, de acuerdo con
lo observado en estudios previos&11:37.38  Ki-
nouchi et al®® han propuesto un modelo segun
el cual se puede establecer un grado de sensi-
bilidad celular a la isquemia en funcién de la
expresion de Hsp7/0. Asi, las neuronas serfan
las células neurales mas sensibles capaces de
expresar Hsp70 después de un episodio is-
quémico de baja intensidad. Les seguirian las
células gliales y, finalmente, las endoteliales.
Las neuronas situadas en la zona de la pe-
numbra isquémica son las que presentan los
mayores valores de expresion de Hsp70. La
zona de penumbra3949 circunda el nucleo is-
quémico y sufre s6lo una pequefia reduccion
del flujo sanguineo. En esta zona, el metabolis-
mo energético sostiene unos valores minimos
suficientes como para mantener determinadas
funciones celulares vitales como, por ejemplo,
el gradiente transmembrana. Sin embargo, es-
tos minimos no son suficientes para mantener
la actividad eléctrica. Asi, se producen cam-
bios importantes tanto intra como extracelula-
res y algunas neuronas pueden morir a medi-
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da que transcurre el tiempo?!. La zona de pe-
numbra posee, por esta razén, un especial in-
terés desde el punto de vista farmacologico, ya
que la pérdida neuronal que sufre no ocurre
de forma tan inmediata como la que se produ-
ce en el nlcleo isquémico y es, por tanto, mu-
cho mas susceptible de responder a trata-
mientos farmacolégicos#2. Se ha propuesto
que la Hsp70 ejerce un efecto protector sobre
las neuronas de la penumbra®3. Sin embargo,
numerosos trabajos concuerdan en que la pro-
tefna Hsp70 puede ser necesaria, aunque en
algunos casos no es suficiente para asegurar
la supervivencia celular®. De todas formas, la
potenciacion de la expresion de Hsp70 en las
neuronas de la penumbra isquémica podria
prevenir o atenuar la muerte celular en esta
zona.

La administracion sistémica de acido caini-
co provoca una intensa expresion del ARNm y
proteina Hsp70 en diferentes regiones cere-
brales. Comparando las regiones en las que se
induce el gen hsp/0 con las zonas que desa-
rrollan muerte celular después de administra-
cion de acido cainico se observa que no existe
una correlaciéon clara. Por tanto, la expresion
del ARNm hsp/0 no predice si la célula va o
no a morir®89.

El MK-801, un antagonista no competitivo
del receptor NMDA, puede prevenir la induc-
cion de Hsp70 en ciertas regiones cerebrales
después de administracion de acido cafnico® o
de un andlogo del 4cido iboténico’. El MK-801
inhibe la expresion de Hsp70 inducida por el
acido cainico en la corteza y el talamo, lo que
podria representar la correlacion neural del
efecto anticonvulsionante que posee este anta-
gonista NMDA. Estos resultados indican que la
expresion de Hsp70 inducida por fendbmenos
de excitotoxicidad estd mediada, al menos en
parte, por receptores NMDA. De forma similar,
se ha descrito que el MK-801 reduce el nivel
de induccién de c-Fos!314 y también de Cox-
233 después de la isquemia o de convulsiones,
de lo que se deduce que la expresion de estos
genes estd mediada en parte por receptores
NMDA vy, por tanto, la induccion génica des-
pués de administacion de acido cainico debe
producirse de forma transinaptica.

La expresion de Cox-2 y c-Fos ocurre en
neuronas que sobreviven a la isquemia (zonas
perifocales como son la corteza frontal y cin-
gulado) o excitotoxicidad (neocortex y giro
dentado del hipocampo). Ademas, la expre-
sion de c-Fos y Cox-2 se observa también en
zonas que desarrollan muerte neuronal des-
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pués de la administracion de acido cainico
(corteza piriforme y capa piramidal del hipo-
campo).

Cox-2 se induce en neuronas que expresan
c-Fos. Sin embargo, se desconoce si estos dos
fenémenos estan relacionados entre si. En el
nlcleo de las células, c-Fos interacciona con
miembros de la familia Jun y forma complejos
heterodiméricos capaces de unirse a las se-
cuencias AP-1 del ADNS/ asi modular la trans-
cripcién de otros genesZ6. En el promotor del
gen de la Cox-2 se ha descrito la presencia de
una secuencia similar a AP-1 junto con otros
elementos reguladores*4°, que pueden con-
tribuir en mayor o menor grado a impulsar la
induccion de Cox-2.

Este trabajo sugiere que c-Fos, Cox-2 y
Hsp70 se expresan como resultado de la res-
puesta celular a un entorno alterado. La expre-
sién indica sensibilidad celular pero no el de-
venir de la células afectadas.
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V. CeNA: Resulta un poco sorprendente que
MK-801 sea capaz de proteger de alguna
forma o de inhibir la expresion de heat shock
protein (HSP) tras la administracién de caini-
co. ;Se ha comprobado experimentalmente
que estan incrementados los valores de se-
crecion de glutamato tras la administracion
de &cido cainico?

A.M. PLanAs: No puedo responderte con toda
certeza con qué técnicas, pero otros autores
han demostrado que se produce un incre-
mento de glutamato tras la administracion de
acido cafnico. Ademas de inhibir la expre-
sion de HSP, MK-801 también inhibe la ex-
presion de c-fos y de Cox-2. De ello se
deduce que podria estar interfiriendo sobre
alguin aspecto de la propagacion de la activi-
dad eléctrica cerebral.

V. CENA: Mi segunda pregunta tiene que ver
con el papel que puede desempefiar la ex-
presion de Hsp70 en la cadena de aconteci-
mientos que tras la isquemia conducen a la
muerte neuronal, especialmente en la zona
de penumbra, donde se expresa Hsp70, y
por la trascendencia que puede tener desde
el punto de vista terapéutico. Si bien la Cox-2
parece claro que va a producir secundaria-
mente un incremento de radicales libres,
;donde encajaria la Hsp70 en esta cadena
de acontecimientos?

A.M. PLANAS: Este es un tema muy interesante.
A través de experimentos in vitro, se ha ob-
servado que la existencia de proteinas des-
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naturalizadas en una célula desencadena la
activacion del head shock factor, que actua-
ria como promotor de la HSP activando la ex-
presion del ARNm, lo que favorece la sintesis
proteica. En nuestras células, los cambios is-
quémicos generan desnaturalizacion de pro-
tefnas y, por tanto, se induce Hsp70. La HSP
podria contribuir a que las proteinas perma-
nezcan estables, de forma que no se degra-
den ante una situacion adversa del entorno.
Aunqgue parece que el papel de la HSP es
muy importante para asegurar la superviven-
cia de la célula, probablemente no sea el
Unico elemento responsable. Si la expresion
de HSP en la penumbra se demuestra que
es muy significativa, verdaderamente tendria
gran interés disponer de herramientas farma-
colégicas, hasta el momento inexistentes,
que contribuyeran a incrementar dicha ex-
presion.

R. BARTRONS: Cada vez en mas modelos expe-
rimentales y en diferentes tejidos se esta de-
mostrando que la isquemia induce apopto-
sis. ;Habéis estudiado si realmente la muer-
te en la primera zona es apoptética? En
segundo lugar, me gustaria destacar unos
resultados publicados recientemente” donde

*Grilli M, Pizzi M, Memo M, Spano P. Neuroprotection
by aspirin and sodium salicylate through blockade of
NF-kB activation. Science 1996; 274: 1.383-1.385.
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inhibidores de ciclooxigenasa producian una
disminucion de la neurotoxicidad inducida
por glutamato y donde se postulaba que es-
te hecho probablemente estaba relacionado
con la inhibicién de NFk-B. ;Habéis estudia-
do si la induccion de Cox-2 puede frenarse
mediante la presencia de estos inhibidores?

A.M. PLanas: No hemos efectuado estos estu-
dios, aunque justamente ahora estamos ini-
ciando una serie de trabajos con NFk-B que
no se han presentado por disponer Unica-
mente de resultados preliminares. Es eviden-
te el interés que supone analizar el efecto de
los inhibidores, sobre todo orientado a la po-
sibilidad de prevenir los efectos secundarios
que ocurren durante la reperfusion del tejido
y que acontecen de una manera mas lenta
que la lesion isquémica en si.

Respecto a la primera pregunta, se podria
discutir extensamente sobre si la muerte es
apoptotica o necrética. En el modelo de is-
quemia global en gerbos, podriamos decir
que la muerte neuronal tiene méas de apopto-
sis que de necrosis, aunque tampoco res-
ponde al patrén clasico de muerte celular
programada. Quizé las definiciones de necro-
sis y apoptosis sean dos extremos entre los
cuales encontramos un abanico de diferen-
tes situaciones que pueden llevar a la muer-
te. En la zona de isquemia focal pienso que
existe un componente necrético muy impor-
tante, un gran edema y una considerable
gliosis. En cambio, en la zona de penumbra
donde la muerte ocurre de una forma mas
progresiva antes de morir de una forma
apoptética podria producirse un intento de
respuesta ante un entorno adverso.

J.C. Leza: En vuestro modelo experimental,
;habéis estudiado si existe colocalizacién,
por ejemplo, con iNOS y cuél seria la partici-
pacion temporal de los dos sistemas?

A.M. PLaNAS: No lo hemos estudiado especifi-
camente, aunque creo que también deberia-
mos analizar la posible relaciéon con NFk-B.
A pesar de haber centrado mi presentacion
en los acontecimientos que se producen a

corto plazo después de la isquemia, légica-
mente deberiamos pensar también en la par-
ticipacion de otros elementos y sistemas co-
mo, por ejemplo, la respuesta glial, que tam-
bién estamos estudiando, que tienen lugar
de una forma mucho mas progresiva. Evi-
dentemente que la activacion de NOS puede
desempefar algin papel, aunque lo desco-
nocemos en este momento.

R. MALDONADO: jSabéis si el aumento de expre-
sion de c-fos tiene alguna relevancia funcio-
nal especifica, o bien se trata simplemente
de un marcador de cambios en la actividad
metabdlica?

A.M. PLANAS: Inicialmente pensabamos que
podia ser marcador de muerte celular, pero
observamos que también se expresaba en al-
gunas células que no sufrian necrosis ni
apoptosis. Actualmente creemos que la ex-
presion de c-fos junto con otros elementos,
pero no por si sola, puede tener significacion
funcional en el proceso de muerte celular.

J.M. BAEYENS: Los bloqueadores de los canales
del calcio dependientes de voltaje mejoran
tanto las convulsiones como determinados
fenémenos isquémicos. ;Conocéis si en ani-
males pretratados con dichos compuestos se
altera la expresion de estas protefnas?

A.M. PLANAS: En trabajos realizados por el gru-
po del Dr. Juan Serratosa del Departamento
de Farmacologia de nuestro centro de inves-
tigacion se sugiere que la expresion de c-fos
podria estar relacionada con la activacion de
canales de calcio. Esto no ocurre, sin embar-
go, con la HSP. Analizando varios agentes
convulsionantes que actuaban a diferentes
niveles, sélo observamos inducciéon de HSP
cuando la lesién era suficientemente impor-
tante como para llegar a producir muerte
neuronal, sin que ello pudiera asociarse a
canales o receptores conocidos. Desde un
punto de vista puramente intuitivo, parece
que la HSP Unicamente se expresaria en cé-
lulas excitatorias, porque se ha evidenciado
en neuronas piramidales tanto del hipocam-
po como de la corteza cerebral.
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Introduccion

La exocitosis es un proceso que consiste en
la fusion de una vesicula citoplasmatica con la
membrana celular y es el mas comun de los
métodos que utilizan las células para secretar
sustancias al exterior y para renovar su mem-
brana. La exocitosis es un proceso celular uni-
versal que abarca desde las levaduras hasta
las neuronas. La mayor parte de los neuro-
transmisores son liberados por exocitosis.

Las células cromafines de la médula supra-
rrenal constituyen un excelente modelo para el
estudio de la neurosecrecion. Estas células li-
beran catecolaminas (adrenalina y noradrenali-
na) al torrente sanguineo en respuesta a esti-
mulos estresantes como el frio, el ejercicio, el
miedo o las situaciones de hipoglucemia, de
hipotension o de alergia. Las catecolaminas an-
tagonizan gran parte de estas acciones deleté-
reas inducidas por mediadores como la hista-
mina o la bradicinina y nos protegen en las si-
tuaciones de estrés.

En particular, el uso de las células cromafi-
nes se ha revelado como un excelente método
para el estudio del fendbmeno exocitésico.

Los mecanismos moleculares implicados en
la respuesta secretora se han ido dilucidando a
lo largo de los Ultimos 35 afos y constituyen un
hermoso ejemplo de como el avance de la cien-
cia ha ido cambiando nuestra vision de la biolo-
gia celular. A lo largo de los afios sesenta y se-
tenta se fueron estableciendo los requerimien-
tos idnicos necesarios para desencadenar la
secrecion. Asi, se supo que era el calcio el Uni-
co elemento cuya presencia era necesaria (y
suficiente) para que el proceso tuviera lugar. Tal
es la dependencia del calcio que se acufi6 el
término acoplamiento excitacién-secrecion por
la analogia con la contraccion muscular!. El pa-
pel crucial del calcio se vio reforzado cuando se
comenzaron los experimentos con células per-
meabilizadas. A finales de la década de los se-

tenta, Baker y Knight descubrieron que si las
células cromafines eran sometidas a descargas
eléctricas de alto voltaje en la membrana de és-
tas se producian unos poros por los que podian
difundir iones y pequefias moléculas?.

El uso de células permeabilizadas ha venido
sirviendo para dilucidar algunos mecanismos
moleculares implicados en el funcionamiento
de la maquinaria secretora. Asi, el concurso de
la sinaptobrevina se establecié tras comprobar-
se que las toxinas botulinica y tetanica inhibfan
la secrecion34. El papel de las distintas pro-
teincinasas C, Ay G se ha ido esclareciendo
mediante la comparacion entre los efectos so-
bre células intactas y permeabilizadas®~.

La llegada de las técnicas de patch-clamp
con sus variantes ha servido para el estudio de
los canales i6nicos y la exocitosis por los méto-
dos de capacitancia. La circunstancia de que
la pipeta provoque el rapido dializado del cito-
sol permite la aplicacion de sustancias al inte-
rior Celularg establecer su papel en el fenéme-
no secretore.

Buena parte de nuestro conocimiento, no
obstante, esta llegando de la mano de la biolo-
gia molecular y de las técnicas de hibridacion
in situ®.

Una caracteristica que ha permitido el es-
pectacular avance reciente sobre el esclareci-
miento del fenémeno secretor es su universali-
dad. Buena parte de las proteinas implicadas
en la exocitosis comparten papel en todas las
células!o.

Acoplamiento excitacion-secrecion.
La seiial del calcio

Dos son los tipos de estimulos que recibe la
médula suprarrenal: la descarga de los nervios
esplacnicos y las sustancias secretagogas que
llegan por via hemética. La acetilcolina es el
principal mediador de los nervios esplacnicos
que, actuando sobre receptores nicotinicos,
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produce la despolarizacion de la célula con la
apertura de canales voltaje-dependientes para
Na*y Ca?*. La entrada de este Gltimo ion va a
poner en marcha el proceso exocitosico.

El receptor nicotinico adrenomedular es
del tipo neuronall! y su estimulacién por far-
macos agonistas va seguida de una rapida
desensibilizacion (fig. 1). Las respuestas se-
cretoras mediadas por receptores nicotinicos
son enteramente dependientes del Ca2+ ex-
tracelular.

Diversas sustancias como la histaminal?13,
la bradicininal2, la muscarinal3 o la angiotensi-
na 1112 estimulan la secrecién mediante la mo-
vilizacién adicional de Ca2+ desde reservorios
intracelulares. La capacidad de estos reservo-
rios es pequefia si se compara con otras célu-
las como las musculares. Dependiendo de su
localizacion, los reservorios intracelulares pue-
den mantener la secrecion celular, durante
unas decenas de segundos, en ausencia de
calcio extracelular!3-15.

Los receptores para estas sustancias estan
acoplados a protefnas G y median sus respues-
tas mediante la movilizacion de inositoles fosfa-
tos y la translocacion de la PKC. Sin embargo,
los ésteres de forbol que estimulan directa-
mente la PKC potencian la secrecion mediada
por estimulos despolarizantes (agonistas nicoti-
nicos o soluciones ricas en potasio), no alteran
las mediadas por bradicinina y abolen las res-
puestas secretoras inducidas por histamina,
angiotensina Il o muscarinal2. Estas observa-
ciones ponen de manifiesto importantes dife-
rencias en los mecanismos de transduccion
aparentemente similares.

La movilizacién del Ca2* intracelular median-
te cafeina o IP5 ha sido utilizada para dilucidar
el papel de estos reservorios. La cafefna provo-
ca la liberacion de catecolaminas de manera
independiente del Ca2* extracelular!3. La for-
ma en la que los rerservorios se recargan de
Ca2*, corrientes capacitativas, es atin poco co-
nocida porque se desconoce el mediador que
la pone en marcha, pero esta recarga ocurre
en muy pocos segundos.

El papel fisiolégico que los distintos cana-
les de calcio desempefian en la secrecion fue
objeto de amplio estudio en un reciente nu-
mero de estas monografias®, por lo que no
nos parece oportuno volver a ahondar en el
tema.

Las concentraciones intracelulares del Ca2*
vuelven a sus valores normales utilizando los
mismos mecanismos de todas las células eu-
cariotas: recaptacion (calciosomas, reticulo en-
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doplasmico, mitocondrias y gréanulos cromafi-
nes), intercambio Na*t-Ca2*y la bomba de
Ca?* (ATPasa).

Las técnicas amperométricas nos ofrecen
una ‘“vision”, a tiempo real, del fenémeno
exocitdsico

Nosotros hemos utilizado para nuestros estu-
dios primordialmente este tipo de técnicas. La
amperometria se basa en la deteccién electro-
quimica de los productos liberados. Muchas
sustancias se oxidan instantaneamente si se
les aplica un potencial eléctrico positivo. En
nuestro caso, cada molécula de catecolamina
produce dos electrones que son captados por
el propio electrodo con el que se aplica el po-
tencial. Los electrodos suelen construirse de
carbon y pueden ser de gran tamafo, para es-
tudios de superfusion de células o de glandu-
las suprarrenales’-20, o muy finos con los que
pueden fabricarse microsensores de muy po-
cos micrémetros de didmetro. La adquisicion
de sefales se lleva a cabo mediante un poten-
ciostato; éste es un amplificador modificado
para mantener constante un potencial sobre el
electrodo, lo cual permite ajustar el potencial
de oxidacion, en este caso, para las catecola-
minas?!.

Las catecolaminas se almacenan en altisi-
mas concentraciones, superiores a 500 mM,
en el interior de los denominados granulos cro-
mafines. Unas 10.000 de estas estructuras ve-
siculares se encuentran distribuidas en el cito-
plasma de las células, aunque sélo una por-
cién de ellas esta lista para liberar su
contenido. Las catecolaminas presentes en la
médula suprarrenal son suficientes para, de li-
berarse, provocar la muerte del animal. Es,
pues, imprescindible que las células cuenten
con precisos mecanismos de control22,

La secrecion puede estimularse aplicando
un secretagogo (una sustancia que estimula la
secrecion: acetilcolina, histamina, bario o solu-
ciones despolarizantes) en la cercania de la cé-
lula. En pocas décimas de segundo pueden
observarse, en el osciloscopio, una serie de de-
flecciones que se corresponden con la oxida-
cion de las catecolaminas liberadas por exoci-
tosis desde los granulos cromafines. Estas de-
flecciones, o espigas, poseen una morfologia
muy variable y es necesario realizar un analisis
poblacional de varios cientos de espigas para in-
ferir la concentracion de los componentes solu-
bles. De esta forma, se ha estimado la concen-
tracion de catecolaminas en torno a 550 mM.
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Fig. 1. Monitorizacion continua de las respuestas secretoras de catecolaminas por la glandula adrenal de rata
perfundida. Se exponen algunos registros tipicos obtenidos con deteccion electroquimica. En la parte superior
se demuestra la reproducibilidad de las respuestas ante estimulos nicotinicos de corta duracion (DMPP, dime-
til-fenilpiperazinio) durante 10 s cada 8 min. En los trazos inferiores se observa la respuesta secretora ante di-
versos agonistas aplicados durante el tiempo sefialado con la barra horizontal fina. La barra superior sefala el
tiempo (5 min) y la vertical la calibracion en ng/ml de adrenalina.
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Sabemos que el ATP (trifosfato de adenosina)
se almacena en una proporcion fija cuatro ve-
ces inferior, es decir unos 130 mM. Si ademas
consideramos la alta cantidad de calcio (80
mM) y la presencia de proteinas, ascorbato y
péptidos, no deja de parecer asombrosa la ca-
pacidad de almacenamiento que poseen estas
pequefias organelas23:24,

Ultimo estadio de la exocitosis. El poro
de fusién. Papel de la matriz intragranular

Una vez que el granulo se ha unido a la
membrana puede ocurrir 0 no la exocitosis, ya
que, si bien el proceso de acercamiento re-
quiere de Ca2*y de ATP, este Ultimo sélo de-
pende del Ca2*. Estudios con amperometria
evidencian la presencia de un “pie” que es ob-
servable en un 30-50% de las espigas de se-
crecién? (fig. 2). Durante unos 10 ms se for-
ma un poro de fusion que une el espacio extra-
celular con el lumen granular. Este poro va a
permitir la salida de la fracciéon de catecolami-
nas no complejadas (44 mM) calculandose
que unas 34.000 moléculas pasan por el poro
en cada ms. Se ha estimado en un 10% la
adrenalina contenida en el gréanulo que se en-
cuentra en este estado libre.

El diametro estimado del poro de fusion es
de unos 2 nm, aproximadamente los valores
estimados para un canal iénico. La naturaleza
quimica de este poro de fusién, proteica o lipi-
dica, sigue siendo materia de controversia. Se
ha demostrado recientemente que la fusién
puede ser reversible y que puede no producir-
se la exocitosis total?4.

El poro de fusién va a permitir la entrada de
agua y de otros iones extracelulares al interior
provocando el brusco hinchamiento y el ensan-
che del poro de fusiéon hasta formar una ima-
gen en Q, para posteriormente verter el conte-
nido completamente al exterior. Sélo van a per-
manecer unidas a la membrana algunas
fracciones de proteinas como la DBH o las cro-
mograninas.

El gel compuesto por proteinas, ATP y cate-
colaminas se termina de disociar a continua-
cion. La exocitosis transcurre en unos 10-30 ms
y se liberan unas 350.000 moléculas de cate-
colaminas.

La altisima concentracion de solutos intra-
granulares mencionada anteriormente permite
calcular la osmolaridad en unos 800 mOsm.
Esta hipertonicidad llevaria al hinchamiento del
granulo y a su rotura. Es plausible la presencia
de mecanismos de complejacion de los solutos
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entre sf formando una matriz que es visible a la
microscopia electronica.

Durante los Ultimos afios se ha especulado
acerca del papel fisioldgico de la matriz intra-
granular. Su principal componente es la cro-
mogranina A, una proteina acidica (pKa 5,5)
que se libera en su préactica totalidad tras la
exocitosis. Algunos de sus fragmentos poseen
una potente actividad biolégica®, aunque no
estéd demasiado clara la existencia de mecanis-
mos de corte especifico operantes. Sin embar-
g0, la presencia de la matriz intragranular es
comun a muchas células, aunque su naturale-
za quimica sea variable. Asi, los mastocitos uti-
lizan un gel de heparan sulfato para formar
complejos de histamina y serotonina. El hecho
de que ambos tipos celulares, mastocitos y
cromafines, se comporten de manera similar
ante cambios de temperatura, ambiente
i6nico6 o cambios osméticos?’ hace pensar
que las cromograninas desempefian un papel
importante en el almacenamiento de las cate-
colaminas.

Recientemente se ha postulado que es posi-
ble que la matriz intragranular no limite su pa-
pel a la asociacion pasiva de sus componentes
solubles y que pueda ejercer un papel funcio-
nal en el equilibrio fraccion libre/complejada.
En este sentido, se ha descrito la presencia de
un receptor para IP; en la membrana granular
acoplado a la cromogranina A28, De ser asf, es
posible que un mediador celular pudiera alte-
rar el grado de union de las catecolaminas y el
ATP a la matriz proteica. La cantidad de cate-
colaminas por granulo no se alteraria, pero si la
velocidad en que éstas serian liberadas al me-
dio externo. En una sinapsis esto se traduciria
en un incremento de la concentraciéon con la
que el neurotransmisor llega a la neurona post-
sinaptica y, por tanto, un incremento de la efi-
ciencia sinaptica.

El ciclo vital de los granulos cromafines

Debido a que contienen proteinas de gran
tamafo, los granulos cromafines sélo pueden
ser fabricados en el trans-Golgi aunque alcan-
zan su maduracion una vez liberados al cito-
plasma. El proceso de maduracién se lleva a
cabo de una parte acidificando el contenido
granular hasta un pH 5,5y por otra recargan-
dose de catecoles, purinas, ATP, ascorbato vy,
probablemente, péptidos. De igual forma, los
granulos constituyen un amplio reservorio de
calcio cuyo papel fisiolégico estd aun por esta-
blecer.
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Fig. 2. Registro amperométrico de la respuesta exocitética de una célula cromafin bovina. En el trazado supe-
rior se observa un registro obtenido tras la aplicacion de CI2Ba 5 mM durante 5 s. La secrecion se evidencia en
forma de espigas cuya morfologia nos ofrece informacion acerca de los mecanismos de almacenamiento y de
liberacion. En la parte superior se expone la situacion del electrodo y en la parte inferior un registro amplificado
de la espiga serialada con el asterisco. De cada espiga se obtienen una serie de parametros basicos: |, t;,y Q,
que se corresponden con la concentracion de catecolaminas liberadas, la velocidad de secrecion y la cantidad
de aminas presentes en el granulo. Las barras de calibracion indican la corriente de oxidacion (en nA) y el
tiempo (en ms).
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Como mencionabamos anteriormente, una
fraccion importante de granulos (aproximada-
mente el 70%) no son susceptibles de ser libe-
rados. De los restantes se distinguen al menos
dos poblaciones en virtud de su capacidad pa-
ra ser liberados.

Las células cromafines poseen un armazon
de citosqueleto formado por fibras de actina
que previene el acceso de los granulos a la
membrana plasmatica?®. La presencia de cal-
cio facilita, ademas de la exocitosis, el movi-
miento de vesiculas desde un compartimiento
al otro3°. El proceso de desensamblaje del ar-
mazon de actina, aunque sigue siendo objeto
de debate, parece estar mediado por una pro-
teina activada por calcio, la escinderina®, que
corta la actina. Esta reaccién esta acelerada
por la proteincinasa C y el ATP, ya que los és-
teres de forbol la favorecen y la ausencia de
ATP la impide. De cualquier manera, el desen-
samblaje de la actina puede ser condiciéon ne-
cesaria, pero no suficiente para la secrecion.

Estudios llevados a cabo con técnicas ampe-
rométricas y de capacitancia permiten distin-
guir dos3! o tres32 diferentes poblaciones de
granulos en virtud de su rapidez para secretar.
Un primer grupo de granulos, estimado en
unos 20, puede ser liberado casi de inmediato
y podriamos denominarlo de liberacion ul-
trarrapida32, y un segundo grupo de pocos
cientos de gréanulos lo hace en pocos
segundos30-32. La exocitosis de ambos grupos
de granulos s6lo requiere de la elevacion del
calcio. Existe, no obstante, una gran controver-
sia acerca de la concentracion de calcio nece-
saria para producir la exocitosis. Mientras las
pruebas bioguimicas apuntan a valores bajos,
unos 1-15 uM233, datos recientes parecen evi-
denciar que el enorme gradiente extra-intrace-
lular unido a la baja difusion del calcio3* pue-
den llevar a crear microdominios de alto calcio
(varios cientos de uM) en donde se producirian
“zonas calientes” de secrecién3°3%. El resto de
los granulos precisa ser transportado hacia la
vecindad de la membrana, proceso que re-
quiere Ca2* y ATP, y los granulos se liberan a
lo largo de decenas de segundosC.

El granulo, una vez secretado, es retraido
hacia el interior celular y sus membranas son
recicladas para formar nuevos granulos. Este
proceso, denominado endocitosis, tiene por
objeto mantener la superficie de la membrana
constante y ahorrar materiales. La endocitosis
es, a su vez, un proceso dependiente del cal-
cio. No obstante, el granulo recuperado retiene
gran parte de sus componentes de membrana,
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puede recaptar catecolaminas e, incluso, vol-
ver a secretar si se aplica un estimulo secreta-
gogo lo suficientemente intenso3’. En su viaje
de vuelta al Golgi estas vesiculas, recubiertas
de clatrina, pueden fundirse con lisosomas for-
mando endosomas, grandes vesiculas claras
presentes en el citoplasma. Estas grandes vesi-
culas claras se aprecian claramente tras la esti-
mulacioén intensa de la célula.

En las células cromafines se distingue otra
clase de vesiculas, las vesiculas claras peque-
fas. Estas son muy abundantes en neuronas
simpéticas y en la linea de feocromocitoma38
(un tumor de células cromafines) de rata
PC12. El ciclo celular y, sobre todo, la funcién
de estas vesiculas, continllan siendo un tema
oscuro.

El complejo de fusion

Toda una larga serie de proteinas han sido
implicadas en el disparo y regulacion de la exo-
citosis. A lo largo de la Ultima década este rom-
pecabezas parece haber ido acomodando sus
piezas. No obstante, estamos muy lejos de co-
nocer como funciona realmente. Aunque no
existe un consenso sobre donde ubicar cada
una de las proteinas, en la figura 3 se expone
un esquema acerca de cémo concebimos el
complejo de fusion en la actualidad. Antes de
la llegada del granulo a su “punto de atraque”
en la membrana celular, precisa de una protef-
na dependiente de GTP, la Rab 3A, sita en la
membrana del granulo de la que se disociara
antes de la fusién. EI NSF (n-ethylmaleimi-
desensitive factor) esta intimamente acoplado
a las SNAP (a, By y) antes de asociarse al
SNARE (receptor para SNAP). El SNARE esta
compuesto por una serie de proteinas cuya
funcion contintia aun sin establecerse. Las
principales son la sinaptobrevina y la sinapto-
tagmina presentes en la membrana granular y
la SNAP-25 vy la sintaxina que lo estan en la ca-
ra interna de la membrana plasmética3®.

La sinaptobrevina es el sustrato de actuacion
de las toxinas botulinica y tetanica. La sinapto-
tagmina parece ser el sensor de calcio que de-
sencadena la exocitosis. En las terminaciones
nerviosas simpaticas parece asociarse a los ca-
nales de calcio tipo N40, pero la colocalizacién
no esta tan clara en la célula cromafin donde,
ademas, el canal N no parece estar implicado
en la secrecion de catecolaminas?.

La sinaptofisina es la méas abundante de las
proteinas de la membrana granular. Su fun-
cion, sin embargo, continlia siendo un miste-
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Sinaptobrevina

Rab 3A / GTP

Cromogranina A

Sinaptofisina

Sinaptotagmina

Fig. 3. Complejo de fusion. Se representan algunas de las proteinas putativas que intervienen en el proceso de
atraque y fusion del gréanulo cromafin. El tipo de canal del calcio y su posible colocalizacion son objeto de debate.

rio. Su capacidad para formar poros en mem-
branas lipidicas ha hecho postular la hipétesis
de que se trata de la iniciadora del poro de fu-
sion. También se ha especulado con su partici-
pacion en el proceso de endocitosis3? (fig. 3).
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V. CeNA: Cuando has hablado del efecto de la
temperatura, aparte de que a 37 °C se disocia
mucho mejor el complejo granular, hay otra
serie de cambios que ocurren en la célula.
Por ejemplo, la temperatura de transicion de
fase de la membrana para la célula cromafin
bovina es de 31 °C, lo que significa que a 37 °C
la membrana es mucho mas fluida y se facili-
tan mucho mas los fendmenos de fusion.
Existe también la probabilidad de que el siste-
ma SNAP-SNARE, a la hora de facilitar los fe-
némenos de fusion, funcione mejor a 37 °C.
En primer lugar, ;qué parte considerarias que
es relevante, en cuanto a la disociacion del
complejo de la matriz del granulo, una vez
que ha sido producida la exocitosis? Y, en se-
gundo lugar, ;qué valor le darfas a una mejo-
ria temperatura-dependiente de los mecanis-
mos moleculares que llevan a la exocitosis?

R. BoraEs: El incremento del nimero de espi-
gas secretoras observado tras el cambio de
temperatura es probablemente dependiente
de modificaciones ejercidas sobre la maqui-
naria secretora. Estos cambios pueden ser la
aceleracion del transporte de granulos hasta
la membrana celular e igualmente incremen-
tar la afinidad de los mismos por el complejo
de fusion, teoria del SNARE. Sin embargo,
nosotros estamos observando un notable in-
cremento en la propia velocidad de expulsion
del contenido intragranular. Resulta dificil
pensar que estos cambios sean motivados
por factores extragranulares como el SNARE.
La hipétesis que nos parece méas plausible
serfa la de una interaccion directa sobre la
constante de disociacion de las catecolami-
nas con la matriz proteica intragranular.

A. ZORzANO: jHasta qué punto las proteinas sin-
taxinas, SNAP-25, etc., son especificas y ex-
clusivas de las vesiculas secretoras? ;Se en-
cuentran también en otros compartimientos
endosomales?

R. BorGEes: El gran nimero de proteinas que
existen hace casi imposible responder de una
forma general a esta pregunta. La exocitosis,

tanto la constitutiva como la inducible, es de-
pendiente de casi todas las proteinas que se
han descrito. Algunas de ellas también parti-
cipan en la fusion de organelas dentro de la
célula, de forma independiente de los meca-
nismos de exocitosis. Por esta razén, creo
que la fusiéon es un fenémeno lo suficiente-
mente general como para que la totalidad de
las proteinas estén implicadas de una forma
bastante universal.

A. ZorzaNO: Has comentado que estas vesicu-
las proceden del aparato de Golgi y no de en-
dosomas. ;Qué evidencia experimental apoya
dicha afirmacion?

R. BORGES: Los granulos poseen proteinas
grandes y péptidos para los que no existen
transportadores en la membrana del granulo,
lo que obliga a pensar que proceden del apa-
rato de Golgi. También en neuronas simpati-
cas, donde existe transporte axoplasmico, se
observa este transporte en vesiculas densas o
los granulos, lo que conlleva a pensar que
sea tributario a esta via. Sin embargo, estan
descritas las sinaptic-like vesicles, estas vesi-
culas pequefas recubiertas inicialmente de
clatrina, que probablemente sean producto
bien de la endocitosis o bien de endosomas
situados cerca de la membrana celular, refi-
riéndonos a neuronas largas.

V. SANCHEZ MARGALET: ;Habéis estudiado el po-
sible papel del ATP y de algunos de los pépti-
dos, incluida la proteina de cromogranina,
que se hallan a tan alta concentracion?

R. BORGES: Lo primero que llama la atencion es
la estequiometria tan fija 1/4, que da la im-
presion de que, de alguna manera, el ATP, la
cromogranina y las catecolaminas estan inter-
actuando de una forma bastante estequimé-
trica también. Mi opinién, que no he podido
contrastar, es que este ATP se puede llegar a
hidrolizar de forma espontanea, aunque sea
en un bajo porcentaje. Cambios bruscos de
pH y de la concentraciéon del calcio pueden
llegar a hidrolizar el ATP e incrementar estas
fuerzas de disociacion. Los experimentos de
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temperatura, los realizados con angiotensina
II, o simplemente aquellos en los que se au-
menta la cantidad de IP;, refuerzan esta hi-
potesis.

V. SANCHEZ MARGALET: Dado que las células cro-
mafines poseen receptores purinérgicos, mi
pregunta se referia concretamente a si exis-
tian estudios del posible papel de estas sus-
tancias una vez se han secretado.

R. BORGES: Se sabe que la activacion de los re-
ceptores purinérgicos inhibe la secrecion. Sin
embargo, el problema radica en la dificultad
de depletar los granulos de ATP sin inducir la
muerte de la célula.

J.M. BAEYENS: Me consta que habéis trabajado
con PKC pero, en cambio, no has hablado de
fenémenos de fosforilacion y de su implica-
cién sobre la liberacion.

R. BORGES: Aunqgue realizamos algunos estu-
dios con proteincinasa C sobre la transduc-

40

cion receptorial, he preferido no abordar este
tema por tratarse de una linea de investiga-
cion complementaria para nuestro grupo. Sin
embargo, me gustaria destacar que resulta
curioso, por ejemplo, observar que tras la in-
cubacion de células con concentraciones
muy bajas de cualquiera de los ésteres de
forbol, las respuestas secretoras inducidas
por potasio se incrementan. Sin embargo,
los ésteres de forbol no afectan a las res-
puestas secretoras inducidas por bradicinina
mientras que estos activadores de la PKC
abolen las respuestas a la histamina, a la an-
giotensina Il o a la metacolina. Esto nos lla-
md mucho la atenciéon, y nos llevé a pensar
que probablemente estemos hablando de
distintas dianas dentro de la célula. Estos ex-
perimentos los realizamos en glandulas per-
fundidas y es muy dificil hacer bioquimica en
estas condiciones.
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Introduccién

Los receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) constituyen la mas importante superfa-
milia de receptores de membrana plasmatica,
y median las acciones de numerosas hormo-
nas, neurotransmisores, quimioquinas y esti-
mulos sensoriales. La activacion de este tipo de
receptores conduce a la interaccion con protei-
nas G heterotriméricas especificas, que se di-
socian en subunidades a y By, que a su vez
modulan la actividad de diferentes efectores de
membrana plasmatica, como adenilil ciclasas,
fosfolipasas, canales iénicos, etc. Méas reciente-
mente se ha puesto de manifiesto que los
GPCR modulan también vias de cinasas mito-
génicas, lo que refuerza el amplio espectro de
acciones fisioldgicas mediadas por este tipo de
receptores, y el interés en conocer con detalle
sus mecanismos de activacién y desactiva-
ciénl3. En efecto, una caracteristica general
de estos receptores es que poseen complejos
mecanismos de regulacion que modulan su
capacidad de respuesta, y que son esenciales
en la integracion de sefiales celulares y en pro-
cesos de plasticidad y desensibilizacion. Estos
mecanismos de regulacion pueden afectar a su
expresion, a su funcionalidad y a su localiza-
cién subcelular.

El trabajo realizado por diversos grupos en
los ultimos 12 afios ha puesto de manifiesto la
existencia de dos familias de proteinas que de-
sempefian un papel clave en la rapida modula-
cion de la funcionalidad y la dindmica intrace-
lular de receptores tras la activacion por ago-
nistas. En primer lugar, la familia de cinasas de
GPCR, denominadas GRK (G protein-coupled
Receptor Kinases), que fosforilan a estos re-
ceptores de forma dependiente de agonista®©.
En segundo lugar, las proteinas desacoplantes

La investigacion en el laboratorio del autor esté financia-
da por el Ministerio de Educacién y Cultura
(DGICYT/PM95-0033) y la Unién Europea. El Centro de
Biologia Molecular recibe una ayuda institucional de la
Fundacién Ramon Areces.

denominadas arrestinas, que se unen a los re-
ceptores que han sido fosforilados por GRK,
impidiendo de esta forma la transduccién de la
sefial desde aquél a las proteinas G heterotri-
méricas®’. Posteriormente, se inicia un proce-
so de internalizacién transitoria de receptores
que permite su desfosforilacion y reciclaje fun-
cional®8. Este complejo entramado regulatorio
es, por tanto, parte esencial del sistema de
transduccion de sefiales al interior celular.

El papel esencial de las GRK y arrestinas en
la modulacion de la funcion de GPCR sugiere
que cambios en su expresion y/o actividad
afectaran a la eficacia de los sistemas de trans-
duccién y podran tener trascendencia fisiopa-
tologica, lo que constituye la hipétesis funda-
mental del proyecto de investigacion de nues-
tro laboratorio. El desarrollo de esta hipotesis
requiere un incremento sustancial del conoci-
miento de los mecanismos moleculares de re-
gulacion de la funcionalidad y de la expresion
de GRK'y arrestinas, asi como de sus papeles
en diversos procesos fisiolégicos, 1o que permi-
tird también la identificacion de nuevas dianas
y estrategias terapéuticas.

Procesos de desensibilizacion de receptores
acoplados a proteinas G

La desensibilizaciéon homologa se define co-
mo la pérdida de respuesta de un receptor a
sucesivas estimulaciones por su propio ligan-
do. Utilizando inicialmente el modelo del
adrenoceptor B, (B,AR), se comprobd que la
desensibilizacion promovida por sus agonistas
implica muy principalmente a serina/treonina
cinasas que fosforilan especificamente la forma
activada del receptor. La primera de estas ci-
nasas que se identificé se denominé BARK (B-
adrenergic receptor kinase)®. La fosforilacion
mediada por BARK per se no desacopla al re-
ceptor de la proteina G, sino que més bien pro-
mueve la unién de un factor citosélico, la pro-
teina B-arrestina, que forma parte de una fami-
lia de protefnas moduladoras’. La asociacion
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de la B-arrestina es la responsable final del
desacoplamiento, al impedir la interaccion del
receptor con la proteina G y bloquear asi la
transduccion de la sefial*®. A este proceso de
desacoplamiento sigue una rapida internaliza-
cion transitoria del receptor en estructuras en-
dociticas, cuyo posible papel se ha sugerido
que puede ser permitir la desfosforilacion del
receptor y su reciclado en estado funcional a la
membrana plasmatica (proceso de resensibili-
zacion), como se discutira posteriormente.

A raiz de estos datos se empez6 a compro-
bar que mecanismos de regulacidon muy simila-
res operan en otros receptores acoplados a
proteinas G. Ademas del sistema paralelo que
rige en la retina (con la rodopsina, la rodopsina
cinasa y la arrestina), se ha demostrado que
BARK puede fosforilar y regular diversos recep-
tores, como adrenoceptores a,, muscarinicos,
de sustancia P, de trombina, ée angiotensina,
receptores de aromas y otros muchos#®. Estos
datos, junto con la reciente caracterizacion de
distintas cinasas relacionadas con BARK, que
constituyen la denominada familia multigénica
GRK, permite sugerir que todos los receptores
acoplados a protefnas G tendran mecanismos
de regulacion similares.

Familia de cinasas de receptores acoplados
a proteinas G

Como ya se ha mencionado, BARK fue el pri-
mer miembro clonado de esta familia, y se de-
nomina actualmente GRK2. Hasta el momento,
se han identificado y clonado 6 GRK en mami-
feros, y dos homologos en Drosophila 'y en C.
elegans’-10. La mayorfa de las GRK, con la ex-
cepcion de GRKI1, que se expresa en retina y
pineal y GRK4 (que se expresa mayoritaria-
mente en testiculo y células germinales), tie-
nen un amplio patron de expresion.

Las GRK comparten un dominio catalitico
central de 272 aminoacidos homologo a otras
serina-treonina cinasas y difieren tanto en un
extremo N-terminal de 183-188 residuos de
funciones aln poco conocidas como en un do-
minio C-terminal de dimensidon mas variable y
que contiene sitios de modificacion postraduc-
cional y regiones implicadas en la interaccion
con la membrana plasmatica y con otras pro-
tefnasl®. En efecto, puesto que sus sustratos
conocidos, los GPCR, se encuentran en la
membrana plasmética, otro aspecto importante
a considerar es cémo las GRK se asocian o
translocan a la membrana. La rodopsina cinasa
(GRK1) posee en su extremo C-terminal el mo-
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tivo CAAX que dirige su isoprenilacion incorpo-
rando un grupo farnesilo. GRK2 y GRK3 po-
seen un dominio de interacciéon con las subu-
nidades By de las proteinas G (residuos 546-
670) que contiene un dominio de homologia a
pleckstrina (pH, residuos 553-651), presente
en muchas proteinas de citosqueleto y protei-
nas sefializadoras!!. Dado que las subunida-
des By estan constitutivamente asociadas con
las membranas a través del grupo geranilgera-
nilo de la subunidad vy, la unién de GRK2 con
By seria el mecanismo seleccionado para el an-
claje de estas cinasas. Esto permitirfa un con-
trol muy exacto de localizaciéon de estas protei-
nas en un punto concreto de la membrana y
en el momento en el que se necesitan, ya que
la disponibilidad de subunidades By libres res-
ponderia a la activacion de una poblacion de
receptores dada. Asi mismo, la Presencia de By
estimula la actividad de GRK2510.

El segmento de aminoacidos 643-673 de
GRK2 parece ser critico para la unién de Gy,
y un péptido sintético correspondiente a esa
secuencia bloguea la interaccion entre ambas
proteinas!2. Por otra parte, se ha referido que
el dominio N-terminal de la region de homolo-
gia a pleckstrina interacciona con fosfatidilino-
sitolbisfosfato (PIP2) y otros fosfolipidos. Datos
muy recientes sugieren que la union de lipidos
y GBy al dominio C-terminal de GRK2 aumenta
sinérgicamente la actividad de la cinasa y que
ambos anclajes son precisos para una correcta
localizacion de GRK2 en la membrana plasma-
tical314. El conjunto de los datos parece suge-
rir que existen multiples niveles de interaccion
que cooperan para la activacion y transloca-
cién a la membrana de GRK2 tras la interac-
cion del receptor con un agonista.

De hecho, la situaciéon parece ser aun mas
compleja. Nuestro laboratorio ha demostrado
recientemente que una fracciéon muy significa-
tiva de GRK2 esta asociada a membranas in-
ternas microsomales en distintos tejidos y li-
neas celulares, lo que plantea nuevas pregun-
tas sobre las funciones fisiolégicas de esta
cinasal®16. Utilizando cinasa recombinante en
sistemas reconstituidos, nuestro laboratorio ha
encontrado que GRK2 se asocia con alta afini-
dad, como proteina periférica y mediante inter-
acciones electrostaticas a una proteina integral
de las membranas microsomales, de forma si-
milar a su asociacién transitoria con la mem-
brana plasmatical’. Es muy importante desta-
car que aungue las protefnas G enddgenas de
las membranas microsomales son capaces
de estimular la actividad de GRK2 unida, las
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subunidades By no parecen ser el principal
componente de las membranas responsables
de la uniéon de GRK2. A diferencia de lo que
ocurre con las subunidades By, para las que
GRK2 parece tener un sitio de unién en la zona
C-terminal (véase anteriormente), nuestros da-
tos indican que el extremo N-terminal de la ci-
nasa seria el responsable de su interaccién con
membranas microsomales!” 18, En definitiva,
nuestros resultados sugieren la existencia de
proteinas de anclaje adicionales para GRK2 y
definen un nuevo dominio funcional en esta ci-
nasa. En cuanto a otras GRK, GRK5 posee un
dominio C-terminal rico en aminoacidos béasi-
cos y polares que promoverian su asociacion a
membranas a través de interacciones iénicas
con grupos negativamente cargados de los fos-
folipidos. Por ultimo, GRK6 se modifica por
palmitoilacion en su region C-terminal, modu-
lando asf su asociacién a membrana©.

Ademas de los mecanismos descritos, la ac-
tividad y dinamica intracelular de las GRK, par-
ticularmente de la mejor conocida GRK2, po-
dria estar modulada por su asociacion con
otras proteinas o mediante fosforilacién por
otras cinasas. Asi, muy recientemente se ha
descrito la fosforilacion de GRK2 y GRK5 por
PKC, lo que alteraria su actividad modulando
su interaccion con la membrana plasmatica®.
Datos preliminares de nuestro laboratorio su-
gieren que la fosforilacion de GRK2 por otro ti-
po de cinasas sera también importante para su
papel en la célula.

Por otra parte, datos recientes indican que
GRK2 es capaz de asociarse a microtibulos y
de fosforilar tubulinal®, lo que aumenta el hori-
zonte de sus funciones celulares. Por ultimo,
nuestro laboratorio ha identificado reciente-
mente la existencia de un factor proteico cito-
solico capaz de modular la actividad de GRK2
(Ruiz-Gémez et al, en preparacion). En resu-
men, la existencia de multiples y complejos
mecanismos de regulaciéon de la actividad y la
localizacion subcelular de GRK2 concuerda
con un papel esencial de esta cinasa en la se-
falizacion mediada por GPCR.

Familia de proteinas desacoplantes
de receptores acoplados a proteinas G:
arrestinas y (-arrestinas

Las arrestinas desempefian un papel clave
en los procesos de desensibilizacion de GPCR,
al interaccionar con el receptor fosforilado por
GRK 'y desacoplar la sefial de las proteinas G.
La arrestina fue el primer miembro de la familia

identificado y clonado. Es la proteina soluble
maés abundante en los segmentos externos de
los fotorreceptores y su asociacion a rodopsina
fosforilada por la GRK1 bloguea completamen-
te la sefializacién mediada por el receptor lumi-
nico. Posteriormente se identificaron proteinas
homologas en sistemas distintos al visual, clo-
nandose B-arrestina 1 y B-arrestina 2, de los
que se conocen distintas variantes por splicing
alternativo’. Los miembros de la familia de las
arrestinas presentan una gran homologia de
secuencia, compartiendo un 45% de identidad
en la region correspondiente a los residuos
16-349 de la arrestina. La mayor divergencia
en la familia se concentra en el extremo C-ter-
minal de las distintas variantes polipeptidicas,
lo que probablemente determine su distinta
sensibilidad a efectos reguladores, fosforilacion
u otras modificaciones postraduccionales®.

Frente a los datos de que se dispone en el
caso de GRK2 y otras GRK, se sabe muy poco
acerca de los mecanismos implicados en mo-
dular la actividad o la localizacion subcelular
de las arrestinas, lo que constituye un campo
de gran atractivo para la investigacion.

GRK2 y arrestinas e internalizacion
de receptores acoplados a proteinas G

La presencia de agonistas induce, ademas
del desacoplamiento funcional descrito entre
receptores y protefnas G, un secuestro o inter-
nalizacion transitorio de receptores que en dis-
tintos casos se ha comprobado que tiene lugar
en vesiculas endosémicas cubiertas por clatri-
na. Sin embargo, no todos los GPCR tendrian
que seguir esta via endocitica®6:8.

El papel funcional del secuestro ha sido con-
trovertido. Datos recientes indican que la inter-
nalizacion de receptores es una etapa necesaria
en la desfosforilacion y reciclado de GPCR pre-
viamente fosforilados por GRK y desacoplados
por arrestinas. Krueger et al29 han identificado
una GPCR-fosfatasa, miembro de la familia de
fosfatasas PP2A, que colocaliza con el BAR en
endosomas durante la internalizacion promovi-
da por agonista, y que puede actuar gracias a
los cambios conformacionales que induce en el
receptor el bajo pH intraluminal de las vesiculas
endociticas, lo que explicaria el requerimiento
de la internalizacion para la resensibilizacion.
Asi, el proceso de desensibilizacién en su con-
junto resultaria del equilibrio entre los fenéme-
nos de desacoplamiento y de reciclaje®3.

De hecho, datos muy recientes indicarian
que tanto las arrestinas como GRK2 podrian
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actuar como adaptadores moleculares entre el
GPCR vy proteinas implicadas en internaliza-
cion. Un posible modelo para el proceso de in-
ternalizacion se basaria en la fosforilacion del
receptor por GRK2 en respuesta a agonista, lo
que promoveria el reclutamiento de B-arresti-
na, que a su vez actuaria como adaptador,
acoplando el complejo a la maquinaria de la
via endosémica ya que es capaz de interaccio-
nar in vitro con clatrina, un componente clave
de las vesiculas cubiertas?122. Sin embargo, la
situacion puede ser mas compleja, ya que,
muy recientemente, nuestro grupo ha observa-
do que GRK2, ademas, colocaliza con B,AR in-
ternalizado?3. Por tanto, es posible que GRK2
desempefie también un papel de adaptador o
de modulador del proceso de internalizacion.

La consecuencia funcional y fisioldgica méas
importante que emerge de estas observaciones
es que GRK y arrestinas desempefian un papel
central tanto en el proceso de desensibilizacion
de GPCR como disparando y controlando su
reciclaje y resensibilizacion. Asi, la velocidad y
el grado de desensibilizacion y secuestro de un
determinado receptor dependera del comple-
mento celular y/o la actividad de GRK y de
arrestinas, como recientmente se ha referido
para adrenoceptores 3, m, muscarinicos o
CCRb5 de quimiocinas®.24.25. Todos estos datos
refuerzan el papel central de GRK y arrestinas
en la modulacién de GPCR, e indican que
cambios fisioldgicos o patolégicos en sus valo-
res o actividad podran modificar la eficacia de
la transduccion de sefiales.

Mecanismos de regulacién de la expresion
de GRK

De lo tratado hasta ahora se deduce clara-
mente el interés por conocer las sefiales y me-
canismos que gobiernan la expresion de los
miembros de estas familias de proteinas regu-
ladoras en distintos tipos celulares y circuns-
tancias fisiolégicas. Nuestro laboratorio esta in-
teresado especialmente en los mecanismos
que regulan la actividad transcripcional del gen
GRK2 humano, asi como en la estabilidad de
estas proteinas en las células. Asi, como se in-
dica posteriormente, hemos investigado como
diversos estimulos modulan la actividad del
promotor de GRK2 en células del sistema car-
diovascular. Por otra parte, hemos podido de-
terminar que los valores celulares de GRK2 es-
tan estrechamente y rapidamente regulados en
cunato a la degradacion proteolitica por la via
del proteasoma. Es muy interesante destacar
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que la activacion de GPCR aumenta la ubiquiti-
nacion y la velocidad de degradacion de GRK2,
lo que indica la importancia fisiolégica de un
adecuado control del complemento celular de
esta cinasa (Penela et al, en prensa).

Funciones fisiolégicas de GRK2

Sistema cardiovascular

Los GPCR median acciones de mensajeros
esenciales para la funcion del sistema cardio-
vascular, que constituyen la diana de multiples
farmacos utilizados en el tratamiento del fallo
cardiaco congestivo, la angina de pecho, o la
hipertension, enfermedades muy frecuentes y
que constituyen un objetivo sanitario de primer
orden. Dado que las proteinas reguladoras
GRK son piezas clave del entramado regulato-
rio que modifica la eficacia de la transduccion
a través de GPCR, la hipétesis de que cambios
en la actividad y/o expresion de estas proteinas
sean de especial importancia fisiolégica en el
sistema cardiovascular resulta atractiva. Los
principales datos que apoyan esta hipotesis
son los siguientes:

1. La capacidad de GRK2 y otras GRK de
fosforilar GPCR implicados en la funcién car-
diovascular: B; y B, adrenérgicas, a,-adrenér-
gicas, ajg-adrenérgicas, angiotensina AT, en-
dotelina ET-Ay ET-B, etc.5.10,26,

2. La participacion de mecanismos de
desensibilizacion de receptores en la etiologia y
progresion de ciertas enfermedades cardiovas-
culares. Asi, la desensibilizacion de adrenocep-
tores B es un factor importante en pacientes
con fallo cardiaco congestivo o en hi-
pertension®, y se han detectado alteraciones en
los valores de cierta isoforma de GRK en esas
situaciones patolégicas, y en otras asociadas a
hipertrofia cardiaca2’-2°.

3. Ratones transgénicos que sobreexpresan
GRK2 presentan una importante reduccién en
la contractilidad cardiaca en respuesta a ago-
nistas. Por otra parte, la sobreexpresion de un
fragmento C-terminal de la cinasa que actua
como inhibidor de GRK2 endbégena, incremen-
ta la contractilidad basal y en respuesta a ago-
nistas3®. Todo ello confirma un importante pa-
pel de GRK2 como regulador de la funcion car-
diaca in vivo.

4. La disrupcion del gen GRK2 en ratones
conduce a la muerte de los ratones homozigo-
tos entre los dias embrionarios 9 y 14, siendo
el principal rasgo fenotipico una importante hi-
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poplasia del miocardio3!. Esto sugiere un papel
esencial para esta cinasa en el crecimiento y la
diferenciacion de las células de corazén.

Todos estos datos parecen apuntar a un re-
levante papel de las proteinas reguladoras GRK
y arrestinas en la funcion y disfuncion del siste-
ma cardiovascular. En este sentido, nuestro la-
boratorio esté intentando investigar los estimu-
los que gobiernan la expresion de GRK2 en
distintos tipos celulares cardiovasculares. He-
mos podido comprobar que vias de sefializa-
cion estimuladas por mensajeros “vasocons-
trictores” (angiotensina, catecolaminas a través
de adrenoceptores a; o endotelinas) aumentan
la actividad transcripcional del promotor del
gen GRK2 humano en células de musculo liso
de aorta de rata, mientras que la transcripcion
disminuye en la presencia de citocinas proin-
flamatorias (Ramos-Ruiz y Mayor, enviado). El
mejor conocimiento de los mecanismos que re-
gulan la expresion de GRK ayudara a entender
sus alteraciones en circunstancias patolégicas
y al disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Papel de GRK en la regulacion de receptores
de quimiocinas

Los estudios de expresion tisular de las di-
versas GRK y arrestinas indicaron una notable
expresion de GRK2, GRK3, GRK5 y GRK6 en
leucocitos y distintas lineas celulares de origen
mieloide y linfoide*32. Se planteaba, por tanto,
qué tipo de receptores constituirian la diana de
regulacion en estos tipos celulares. En los Ulti-
mos afios se han identificado numerosos
GPCR que estan presentes en estas células y
que desempefian un papel fundamental en
procesos de respuesta inmune e inflamatoria,
mediando las respuestas de mensajeros qui-
mioatrayentes, como fMLP o Cbha, o de distin-
tos tipos de quimiocinas33.

La activacion del receptor es el paso que ini-
cia la respuesta celular necesaria para la mi-
gracion de las células en respuesta al gradiente
de quimiocinas. La desensibilizacion del recep-
tor también se ha propuesto como un proceso
esencial para la correcta migracion de la célula
a través del gradiente de mensajero#, pero se
conoce muy poco tanto acerca de la transduc-
cién de la sefial como de los mecanismos mo-
leculares de desensibilizacion de estos recep-
tores, especialmente los receptores de quimio-
cinas CC.

LLa abundancia e importancia funcional de los
receptores de quimiocinas, y el potencial papel

clave de la desensibilizacién en procesos de mi-
gracion celular, les hace unos candidatos muy
atractivos para el estudio de sus mecanismos
de regulacion, y se convierten en los principales
candidatos para explicar los altos niveles de ex-
presion de GRK y arrestinas en leucocitos. En
los Ultimos 3 afios, diversos laboratorios, inclui-
do el nuestro, han demostrado la capacidad de
GRK2 y GRK3 de fosforilar receptores de IL-8,
fMLP y de CC-quimiocinas como CCR2b vy
CCR524:3437 Por tanto, parece confirmarse
que las proteinas GRK desempefian un papel
importante en la modulacion de la respuesta de
monocitos y linfocitos a quimiocinas. Otro as-
pecto de interés en este sentido es que estudios
muy recientes indican que las quimiocinas tam-
bién se producen por células no hematopoyéti-
cas del sistema nervioso central, y que recepto-
res de quimiocinas se expresan en astrocitos y
células microgliales e incluso en neuronas; por
tanto, cabe especular que estos mensajeros
quimiotacticos desempefian también un papel
en las reacciones inflamatorias en el sistema
nervioso, de gran importancia en situaciones
patologicas??.
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J. MoscaT: ;Es el mutante cinasa inactivo de
GRK2 dominante negativo?

F. MAYoRr: Se puede comportar como dominan-
te negativo si se tiene cuidado con los niveles
de expresion. Este patron de desensibiliza-
cién que aparece con receptores de quimioci-
nas transfectados no se observa cuando se
expresa el mutante K220R. EI K220R contie-
ne dominios de homologia a plextrina y sitios
de unién a subunidades By de las proteinas G
que pueden interferir también en los proce-
sos de sefializacion celular.

J. MoscaT: jHabéis estudiado si se comporta
como el mutante de B-arrestina que blo-
quea la internalizacion y la activacion de
MAPcinasa?

F. Mavor: Estamos realizando actualmente es-
tos experimentos, aunque todavia no dispo-
nemos de resultados concluyentes.

R. Boraes: El receptor B (B;) es el tipico ejem-
plo de receptor acoplado a la adenilato cicla-
sa. jExiste algun tipo de regulaciéon por pro-
teincinasa A?

F. MAvor: Efectivamente, estos receptores pue-
den ser también modulados por fosforilacion
por proteincinasas. Lo que todavia no se co-
noce del todo es si existe algln tipo de fosfo-
rilacion jerarquica, en el sentido de que la
fosforilacion previa por GRK o por proteinci-
nasa A, modifique la accién de otras cinasas.
De todas maneras, existe otra posible accion
de estas cinasas sobre los mecanismos de
regulacion, actuando sobre la expresion de
estas proteinas. Se sabe, por ejemplo, que la
B-arrestina incrementa su expresion en pre-
sencia de dibutiril-F-AMPc. Por otra parte, se
sabe que efectivamente ésteres de forbol au-
mentan la expresion de GRK, lo que indicaria
que pueden modularse. Se trataria, pues, de
mecanismos que indirectamente modularian
la sefial, actuando sobre la actividad o la ex-
presion de estos receptores.

J.M. Baevens: Desde el punto de vista de la to-
lerancia opiacea, poder bloguear el efecto de
GRK o de B-arrestina creo que seria clave.
;Hay alguna herramienta que atraviese la

membrana y sea capaz de producir este tipo
de bloqueos?

F. Mayor: Por el momento no se conoce
ningln inhibidor especifico de GRK2 o de
B-arrestinas. Se sabe que los polianiones, co-
mo la heparina, pueden inhibir in vitro la
GRK2, pero no existen herramientas permea-
bles a la membrana. Otra aproximacion para
bloguear estas proteinas podria ser, por ejem-
plo, el empleo de ratones transgénicos que
sobreexpresan la zona C-terminal de la cina-
sa. Esto, en principio, inhibirfa su transloca-
cion a la membrana y su actuacion, inhibien-
do la desensibilizacion. También se han reali-
zado intentos con terapia génica en conejos,
mediante adenovirus acoplados a esta cons-
truccion. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que este fragmento C-terminal de la
cinasa puede inhibir también subunidades By
de las proteinas G, lo que ejerceria una ac-
cion muy inespecifica. Probablemente haya
que conocer mejor la relacion estructura-fun-
cion de GRK2 para intentar disefiar algun otro
tipo de inhibidores.

J.M. BAEYENS: Los blogueadores de receptores
acoplados a proteina G producen una regula-
cion al alza de sus receptores tras la adminis-
tracion cronica. ;Existe alguna explicacion so-
bre el papel de la GRK o de la B-arrestina en
estas situaciones y su posible efecto, por
ejemplo, sobre la internalizacion del receptor?
De hecho, uno de los problemas de los blo-
queadores dopaminérgicos en el tratamiento
de la esquizofrenia es que producen una re-
gulacion al alza de los receptores dopaminér-
gicos, la cual genera problemas clinicos como
consecuencia del tratamiento. Seria muy inte-
resante, pues, conocer cudles son los meca-
nismos implicados en este proceso y, por tan-
to, poder modularlo.

F. MAYor: Aunque se dispone de algunos expe-
rimentos realizados en corazén de cerdos tra-
tados con antagonistas de los adrenoceptores
B en los que se ha observado que pueden
modular los valores de GRK2, creo que es
preciso conocer con mas detalle cémo se re-
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gula la expresion de estas proteinas. Por tan-
to, lo que comentas es una posibilidad muy
interesante pero sobre la cual todavia no exis-
te una respuesta en la actualidad.

A. GARcIA DE HERREROS: Durante el desarrollo
habéis visto que las GRK se expresan especi-
ficamente en las zonas de migracion. Especu-
lando sobre su posible papel, ;crees que po-
drian estar involucrados negativamente en la
migracion de las células de esta zona, ac-
tuando a través de los receptores de quimio-
cinas?

F. Mavor: Es una posibilidad realmente muy
interesante. En general, los mecanismos de
desensibilizacion pueden ser relevantes en si-
tuaciones de seguimiento de gradientes qui-
miotacticos, es decir, cuando una célula se
pone en movimiento hacia una determinada
diana. Ademés, esta célula ha de ser capaz
de corregir su trayectoria y seria en este mo-
mento cuando los mecanismos de on/off su-
cesivos podrian desempefiar un papel pri-
mordial. Es curioso observar que las GRK en
general se expresan preferentemente en leu-
cocitos, en espermatozoides y también en de-
terminadas células migratorias durante algu-
nos periodos embrionarios (datos todavia sin
publicar). Esto sugiere esta posible relacion
entre receptores de sustancias quimiotacti-
cas, la funcién de estas proteinas y los proce-
sos generales de migracion. Sin embargo,
también existen algunos datos negativos al
respecto. Si se mutan los lugares de fosforila-
cién por esta cinasa en algunos receptores de
quimiocinas, el posterior estudio de quimiota-
Xis que ha analizado Unicamente la capaci-
dad de migracion, ha evidenciado que man-
tienen su capacidad migratoria. Tal vez con-
vendria analizar también los posibles cambios
de direccion en los gradientes quimiotacticos.

A. ZorRzaANO: Me ha parecido entender que en el
extremo C terminal de BARK-1 el dominio de
unién By es también un dominio PH. Desde
este punto de vista, jtienes idea de si puede
haber algln tipo de cross-talk entre BARK-1
0 BARK-2y PI-3 cinasa?

F. MAyoRr: Existe un dominio de homologia
plextrina que se solapa parcialmente con el
dominio de unién de By. Estudios de otros
grupos sugieren que la parte N-terminal del
dominio de homologia a plextrina interacciona
con PIP-2 mientras que la zona mas terminal
es mas relevante en cuanto a su union a By, y
que ambas interacciones de una forma sinér-
gica modulan la actividad de la cinasa. La po-
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sibilidad de relaciones entre PI-3 cinasa y
GRK-2 resulta interesante por varias razones:
por la interaccién de modulaciéon por produc-
tos de PI-3 cinasa sobre la actividad GRK-2 y
por otras derivaciones también en el contexto
del papel de arrestinas y de la propia GRK-2
en la transduccion de sefales. En este mo-
mento estamos trabajando en intentar ver po-
sibilidades de interaccion entre PI-3 cinasa y
algunos de los componentes del sistema que
he mencionado.

V. SANCHEZ MARGALET: Volviendo al tema de re-
gulacion de GRK-2, parece que la subunidad
o es mas importante para la activacion y, sin
embargo, hay un dominio PH en By que po-
dria ser responsable de la localizacion. ;Hay
alguin tipo de especificidad por parte de las
diferentes familias de proteinas G, y en con-
creto con diferentes combinaciones de subu-
nidades a y By?

F. Mavor: Por un lado, me gustaria precisar
que el efecto sobre las GRK por parte de las
subunidades By de las proteinas G es un
efecto sobre la actividad, fundamentalmente
porque permite la translocacion de la cinasa
desde el citosol a la membrana. En este senti-
do las subunidades By de las proteinas G uni-
camente regulan GRK2 y GRK3, que son las
que tienen este dominio. No esté claro si exis-
te una especificidad de determinadas combi-
naciones de subunidades By que sean mas o
menos eficaces en producir estos efectos. Por
otro lado, he comentado el efecto que puede
tener la cotransfeccion de ciertas subunida-
des a, no sobre la actividad sino sobre la ex-
presion, sobre la actividad transcripcional del
promotor del gen GRK2. No se ha descrito un
efecto directo de interaccion entre las a y es-
tas GRK.

V. SANCHEZ MARGALET: Dada la reciente publica-
cién de datos sobre animales transgénicos
que sobreexpresan a_ en tejido miocardico y
que presentan hipeﬂrofia cardiaca, ;crees
que el efecto hipertréfico podria deberse a la
sobreexpresion de GRK y de arrestina, secun-
dario a la sobreexpresion de aq?

F. Mayor: Creo que, efectivamente, es una po-
sibilidad muy interesante. Los animales que
sobreexpresan o, presentan unas caracteris-
ticas de frecuencia cardiaca y una alteracion
en el patron de desensibilizacion de algun ti-
po de receptores acoplados a proteinas G en
los que pensamos que un factor que pudiera
contribuir es la alteracion secundaria en los
valores de GRK-2.
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Introduccion

La morfina y sus derivados constituyen un
grupo de farmacos conocidos con la denomi-
nacion de opiaceos. Estos compuestos poseen
propiedades farmacologicas de un gran interés
terapéutico y han sido ampliamente utilizados
en clinica para el tratamiento de diferentes
cuadros dolorosos. Asf, los opiaceos son los
farmacos analgésicos mas eficaces de entre to-
dos los existentes. Sin embargo, la administra-
cién repetida de estos compuestos produce
una serie de modificaciones en el organismo
que originan el desarrollo de fendmenos de de-
pendencia y de tolerancia a la mayor parte de
sus respuestas farmacoldgicas. Estos procesos
se desarrollan como consecuencia de los cam-
bios adaptativos celulares y moleculares que se
producen en el sistema nervioso central en res-
puesta a la presencia repetida del opiéceo, y
que persisten durante un largo periodo de
tiempo incluso después de la interrupcion del
tratamiento.

Se han realizado multiples estudios para in-
vestigar 1os mecanismos neurobiolégicos impli-
cados en los fendbmenos adaptativos que origi-
nan los procesos de dependencia a los opia-
ceos. Una primera hipotesis sugirié la existencia
de una disminucién en el nimero y/o afinidad
de los receptores opioides en respuesta a la
presencia continua del farmaco en la hendidura
sinaptica. Este fendbmeno ha sido claramente
observado en cultivos celulares que poseen di-
chos receptores tras la administracion de ago-
nistas opioides!2. Sin embargo, dicho proceso
se observo raramente en los estudios realizados
in vivo? >, Ademas, en las escasas ocasiones en
las que se obtuvo esta subsensibilizacion in vivo
resulté dificil relacionarla con el desarrollo de la
tolerancia y la dependencia, ya que éstas estu-
vieron limitadas a algunas estructuras cerebra-
les y tan solo tras ciertas condiciones particula-
res de tratamiento opidceo®®.

Otra hipotesis para explicar la implicacion
del sistema opioide endégeno en los fendéme-

nos de dependencia esta basada en los efectos
de la administracion crénica de opiaceos sobre
la biosintesis de péptidos opioides. Segun esta
teorfa, durante el desarrollo de la tolerancia y la
dependencia opiacea se generarian ciertos frag-
mentos peptidicos a partir de los propios pre-
cursores de los péptidos opioides enddgenos o
bien a partir de otros precursores que poseerian
propiedades opuestas a los opioides. Estos frag-
mentos peptidicos disminuirian las respuestas
farmacolégicas de los opiaceos, participando
asf en la expresién de la abstinencia® L.

Mecanismos de transduccion
del sistema opioide

Los cambios producidos en el propio recep-
tor opioide o sobre la sintesis y degradacion de
los péptidos opioides enddgenos no parecen te-
ner una gran relevancia en los procesos de tole-
rancia y dependencia. En efecto, los fendmenos
adaptativos que se producen en el sistema
opioide enddgeno durante el desarrollo de la
dependencia opiacea tienen lugar principal-
mente en los sistemas de segundo mensajero
acoplados al receptor opioide, incluyendo entre
otros las proteinas G y diversas enzimas trans-
membranarias e intracelulares!?. Asi, la activa-
cién de los receptores opioides a través de su
interaccion con una proteina G produce la inhi-
bicion de una enzima transmembranaria, la
adenilciclasa, responsable de catalizar la sinte-
sis de AMPc. La inhibicién de esta enzima es el
punto de partida de toda una cascada de acon-
tecimientos intracelulares que incluyen la inhi-
bicion de enzimas proteincinasas y la fosforila-
cion de multiples proteinas citoplasmaticas y
nucleares que son el sustrato de dichas cina-
sas. El efecto inhibitorio crénico producido por
la presencia continuada del opiaceo induce una
hipertrofia compensatoria que afecta a la mayor
parte de estos mensajeros intracelulares ligados
a los receptores opioides!213,

Las primeras observaciones acerca de una
activacion del sistema AMPc durante la absti-
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nencia opiacea fueron realizadas a partir de es-
tudios sobre cultivos de células hibridas de
neuroblastoma/glioma NG 108-154. Un incre-
mento en las concentraciones de AMPc!®, asi
como en la actividad proteincinasal® también
se observo en el cerebro durante la abstinencia
a opiaceos. Estudios posteriores han evaluado
las estructuras cerebrales que se encuentran
especificamente implicadas en estos cambios
adaptativos. La dependencia opiacea produce
una hipertrofia del sistema ligado al AMPc
principalmente en el locus coeruleus, donde se
observan modificaciones compensatorias en
las proteinas G7 y en las actividades adenilci-
clasa y proteincinasal®. Algunas de estas mo-
dificaciones también pudieron ser observadas
en otras estructuras, como el nucleo accum-
bensl® y el estriado?C. En el locus coeruleus
también se encontraron modificaciones com-
pensatorias en diferentes proteinas que resul-
tan fosforiladas por las proteincinasas, inclu-
yendo proteinas citoplasmaticas, proteinas del
citosqueleto que controlan la talla y la forma de
las neuronas, y factores de transcripcion que
regulan la expresion genémica de la célulal2.
Diversos estudios han referido que estos cam-
bios en los sistemas de mensajeros son en par-
te responsables de la aparicion de los fendme-
nos de tolerancia y dependencia opidceal2.

Gracias a los avances en las técnicas de bio-
logia molecular, recientemente ha sido posible
el desarrollo de una serie de lineas de ratones
transgénicos con deficiencias en los genes que
codifican determinados receptores o mensaje-
ros intracelulares. La utilizacién de dichos ani-
males ha permitido realizar importantes avan-
ces en el estudio del sustrato biolégico de la
dependencia opiacea. Asi, mediante el empleo
de técnicas de recombinacién homologa se
han conseguido ratones en los que se han su-
primido los genes responsables de la expresion
de ciertos receptores opioides (receptores Wy
K), monoaminérgicos (receptores dopaminérgi-
cos D,) o de factores de transcripcion relacio-
nados con las respuestas intracelulares de los
opiaceos (CREB: cAMP-responsive element-
binding protein).

Ratones deficientes para el receptor |

El empleo de ratones transgénicos con defi-
ciencias en el gen que codifica el receptor
opioide 1 ha permitido clarificar su papel en la
dependencia opiadcea?l. Asi, las respuestas
analgésicas inducidas por la administracién
aguda de morfina resultaron completamente
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abolidas en esta linea de ratones transgénicos.
La morfina tampoco tuvo propiedades reforzan-
tes tras su administraciéon repetida en estos
animales. Estos efectos reforzantes de los opia-
ceos se encuentran intimamente ligados a su
capacidad para inducir el componente psiqui-
co de la dependencia?l. Por otra parte, el trata-
miento crénico con morfina no desarrollé nin-
guna manifestaciéon comportamental (signos
sométicos y vegetativos de la abstinencia) ni
bioquimica (elevacion de la actividad adenilci-
clasa en el estriado) de dependencia opiacea
en ratones con deficiencias en dichos recepto-
res. Asi pues, estos receptores opioides W re-
sultan imprescindibles no sélo para el desarro-
llo de la dependencia morfinica sino también
para la expresion de las principales respuestas
farmacoldgicas inducidas por este opiaceo.

Ratones deficientes para el receptor k

Por otra parte, recientemente ha sido posible
desarrollar ratones transgénicos deficientes en
el gen que codifica el receptor opioide k22. Las
respuestas analgésicas inducidas por la admi-
nistracion aguda de morfina, asi como las re-
puestas reforzantes inducidas tras su adminis-
tracion repetida, no se vieron modificadas en
los ratones deficientes en dichos receptores.
Sin embargo, la expresion de los signos somati-
cos de la dependencia opidcea resultaron mo-
deramente reducidos en estos animales. Dicho
resultado sugiere que los receptores K opioi-
des desempefian un papel modulador en la
expresion de la dependencia opiacea. Ade-
mas, las respuestas analgésicas, locomoto-
ras y motivacionales inducidas por el agonis-
ta K selectivo U-50488H resultaron completa-
mente abolidas en los animales deficientes en
los receptores k2.

Ratones deficientes para el factor CREB

La participacion de los factores de transcrip-
cion ha sido estudiada mediante el empleo de
ratones transgénicos deficientes en el factor
CREB. La eliminaciéon del gen que codifica el
factor de transcripcion CREB23 no modificé las
respuestas farmacolégicas inducidas por la ad-
ministracion aguda de morfina, en particular la
actividad analgésica. Sin embargo, los efectos
producidos por la administracién cronica de
opidceos se vieron claramente alterados?4. Asi,
el desarrollo de la tolerancia a la actividad anal-
gésica de la morfina esté disminuido, y tam-
bién se observd una reducion en la expresion
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de los signos somaticos y vegetativos de la abs-
tinencia opiacea. No obstante, ciertas manifes-
taciones bioquimicas asociadas a la abstinen-
cia no se vieron modificadas por la supresion
de CREB. Asi, durante la abstinencia se obser-
va un incremento en la expresion de los genes
precoces, c-fosy c-jun, en ciertas estructuras
cerebrales como el locus coeruleus'y en el sis-
tema limbico. La expresion de estos genes pre-
coces y el incremento en la actividad de la en-
zima adenilciclasa producido durante la absti-
nencia opiacea no se vieron modificados en los
animales con deficiencia de CREB. El factor de
transcripcion CREB desempefa, pues, un pa-
pel importante en las manifestaciones compor-
tamentales de la abstinencia, aunque no pare-
ce participar en los efectos analgésicos produ-
cidos por la administracion aguda de morfina.
Los resultados bioguimicos en la actividad ade-
nilciclasa sugieren que el mecanismo por el
que CREB participa en los procesos de depen-
dencia parece ser independiente de los men-
sajeros ligados al AMPc. Los sistemas intrace-
lulares que participan en dicho mecanismo no
han sido aun identificados y su conocimiento
ayudaré sin duda a esclarecer el sustrato biolo-
gico de estos procesos de dependencia.

Otros sistemas implicados

Otros sistemas de neurotransmision diferen-
tes del sistema opioide enddégeno se encuen-
tran también implicados en los cambios adap-
tativos responsables del desarrollo de la depen-
dencia opidcea. Estos sistemas van a controlar
a través de un mecanismo heterélogo la res-
puesta del organismo durante el proceso de
dependencia. Asi, se han descrito diversos
cambios durante el desarrollo de la dependen-
cia, sobre todo en los sistemas dopaminérgico,
noradrenérgico, serotonérgico, colinérgico,
GABAérgico y peptidérgico. La participacion de
ciertos mecanismos heterélogos, en particular
del sistema dopaminérgico, también ha podido
ser evaluada gracias al empleo de ratones
transgénicos. Asi, los efectos producidos por el
tratamiento agudo y crénico con morfina fue-
ron investigados en ratones deficientes en los
receptores dopaminérgicos D225, que han sido
recientemente generados mediante la técnica
de recombinacién homdloga2®. La supresion
de los receptores dopaminérgicos D, no modi-
fica las respuestas analgésicas y motoras indu-
cidas por la administracion aguda de morfina,
ni el desarrollo de la dependencia fisica tras el
tratamiento crénico con opidceos. Sin embar-

g0, los efectos reforzantes producidos por la
morfina resultaron completamente abolidos en
estos animales. Las propiedades reforzantes de
un estimulo natural, la comida, no se vieron
modificadas en los ratones con deficiencia en
receptores dopaminérgicos D,. Asi pues, los
receptores dopaminérgicos D2 estan selectiva-
mente implicados en las propiedades reforzan-
tes de los opidceos y no parecen desempefiar
un papel importante en otras respuestas
agudas o croénicas inducidas por estos far-
macos.
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A. MuNoz: ;Por qué esperabais que fuese tan
importante CREB en la expresion de c-jun'y
c-fos, cuando no parece ser el principal factor
que influye en la expresion de estos dos ge-
nes?

R. MALDONADO: Si bien esta claro que no es im-
portante en la expresion de c-jun, si que po-
driamos esperar una cierta participacion en la
de c-fos. La idea inicial parte de varios estu-
dios que sugieren la existencia de una corre-
lacion entre la actividad del locus coeruleus'y
la expresion comportamental de la abstinen-
cia. Nosotros utilizdbamos este marcador de
c-fos para comprobar cual era la actividad del
locus coeruleus durante el proceso de la abs-
tinencia. La administracion de clonidina, pro-
ducto que reduce la sintomatologia de la abs-
tinencia, produce también una disminucion
de la actividad de las neuronas noradrenérgi-
cas en el locus coeruleus. Nosotros esperaba-
mos que posiblemente, si habia esta disminu-
cion de la expresion de la abstinencia, tam-
bién podria haber una disminucién en la
expresion de c-fos.
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A. MuRNoz: ;Sabéis si los animales CREB —/-
tienen alterados los niveles de actividad, de
cantidad de proteina o de fosforilacion del
CBP o de las CREM?

R. MaLboNADO: CREM estéd regulado al alza, pe-
ro en el caso de CBP lo desconozco.

F. Mavor: Puesto que esta descrito que en ani-
males que carecen de CREB se ven alterados
toda una serie de procesos de memoria a lar-
g0 plazo, incluso de memoria de contexto,
;no se puede pensar que esto modifique al-
gunos de los comportamientos que vosotros
analizais?

R. MaLbonADO: En los resultados que hemos
presentado no, porque se trata de estudios de
dependencia fisica, donde no participa la me-
moria. Pero en experimentos muy recientes,
que esperamos se publiquen en breve, se ha
observado la preferencia de plaza con anima-
les deficientes en a6-CREB. Ni en los anima-
les con deficiencias ni en los animales de ge-
notipo normal se observd ningun tipo de mo-
dificacion de las propiedades reforzantes
inducidas por morfina, cocaina ni por comida,
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como estimulo natural. En primer lugar, se
concluye que en estas condiciones CREB no
desempefiarian un papel relevante en las pro-
piedades reforzantes inducidas por dichos es-
timulos. Y, en segundo lugar, el déficit de me-
moria inducido en estos animales no seria lo
suficientemente importante para que el ani-
mal sea incapaz de relacionar estos estimulos
con el compartimiento asociado. Cabe afiadir
que los déficit de memoria se analizaron en
estudios de memoria espacial y que aparecie-
ron sélo en ciertas condiciones experimenta-
les particulares, por lo que no se trata de un
déficit generalizado. En los ultimos estudios
realizados con el doble mutante, es decir, un
alelo carece de ad y el otro alelo carece de
apd, no se observan diferencias relevantes en
cuanto a la memoria. Por tanto, actualmente
se cuestiona la importancia que en un princi-
pio se propuso de CREB para estos procesos
de memoria. Si bien posiblemente participa,
parece ser que su trascendencia es menor de
la que se sugiri6 al principio.

F. Mavor: En vuestro modelo experimental, ;se
sabe si los distintos agonistas opiaceos pro-
mueven diferentes patrones de desensibiliza-
cion?

R. MaLDONADO: Nosotros no hemos trabajado
sobre este tema, pero el grupo de Erik Nestler
si que ha realizado estudios de este tipo, y
parece que existe una implicacion de la pro-
teina GRK 'y de la arrestina en los procesos de
dependencia. A pesar de todo, no se dispone
todavia de estudios concluyentes al respecto.

V. CENA: Es sabido que al final, el efecto gratifi-
cante de la morfina se basa en la activacion
de una serie de circuitos eléctricos. ;Se ha
estudiado si se modifica significativamente la
transmision sinaptica en el sindrome de absti-
nencia, en experimentos con rodajas de hipo-
campo donde esta mantenida la estructura
entre las neuronas?

R. MaLboNADO: Se dispone de los datos deriva-
dos de experimentos in vivo que reflejan la
existencia de un incremento del firing en el
locus coeruleus como consecuencia de la
abstinencia. Sin embargo, dicho incremento
no aparecia en los primeros estudios sobre
abstinencia realizados con rodajas del locus
coeruleus. Fue posteriormente cuando el gru-
po de Aghajanian” comprobo la existencia de

*Kogan JH, Nestler EJ, Aghajanian GK. Elevated basal
firing rates and enhanced responses to 8-Br-cAMP in
locus coeruleus in brain slices from opiate-dependent
rats. Eur J Pharmacol 1992; 211: 47-53.

cierto aumento del firing en rodajas del locus
coeruleus, aunque constataron que era infe-
rior al observado mediante estudios in vivo.
Por esta razon, se cree que existen unas afe-
rencias excitadoras que participan también
en este proceso de activacion del locus coe-
ruleus durante la abstinencia y se sugiere
particularmente la participacién del nucleo
paragigantocelularis a través de sus proyec-
ciones glutamatérgicas hacia el locus coeru-
leus. Por tanto, nos hallamos ante un meca-
nismo intrinseco al locus coeruleus represen-
tado por los fenédmenos adaptativos que se
producen en la organizacién intracelular vy,
por otra parte, ante un fendbmeno extrinseco
al locus coeruleus derivado del incremento de
la liberacion de glutamato proveniente del nu-
cleo paragigantocelularis.

V. CENA: Puesto que parecen estar implicados
en la propagacion del impulso y en la trans-
mision sindptica, ;se podria sugerir que la
diana final de todos los procesos biogquimicos
que conducen al sindrome de abstinencia
fuera precisamente la modificacion de la acti-
vidad de canales iénicos?

R. MaLpoNADO: No me atreveria a hablar de
diana final, pero, evidentemente, se trataria
de una de las dianas mas importantes. Para
explicar la dependencia creo que no nos po-
demos basar en un sistema exclusivo. Ade-
mas de la participacion del sistema homologo
opioide, también se producen modificaciones
heterélogas, como en la dopamina, noradre-
nalina, péptidos antiopioides, etc. El resultado
de los cambios en toda esta serie de sistemas
va a dar lugar en su conjunto al proceso de la
abstinencia, con la participacion de determi-
nados canales idnicos en algunos de ellos.

V. CeNA: Logicamente me referia a los canales
ibnicos como un todo.

J.M. Baevens: Nosotros tenemos datos publica-
dos acerca de que el bloqueo de los canales
de calcio dependientes de voltaje tipo L inhi-
be la abstinencia, mientras que la estimula-
cion de canales de potasio sensibles al ATP
inhibe la abstinencia.

R. TRuLLAS: En los mutantes de CREB, ;habéis
estudiado otros factores de transcripcion ade-
mas de c-fos y c-jun? En segundo lugar, y tam-
bién en estos animales, ;se observan alteracio-
nes motoras que pudiesen explicar los déficit
en aprendizaje espacial en otros modelos?

R. MALDONADO: Hemos estudiado animales defi-
cientes en CREM vy, al igual que otros autores,
no hemos observado modificacion alguna en
la gravedad de la abstinencia. Respecto a tu
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segunda pregunta, se observa una ligera dis-
minucién de la actividad locomotora horizon-
tal, aunque dificilmente esto puede interferir
en el resultado de la abstinencia, puesto que
observamos cambios en todos los parametros
y no so6lo en el jumping. En cuanto al déficit
de memoria espacial, y tratdandose de una de-
ficiencia motora tan minima, tampoco creo
que desempefie un papel importante en el
déficit de memoria espacial.

A.M. PLANAS: La abstinencia como sindrome
tiene muchos componentes. ;Hasta qué pun-
to esta serie de parametros que analizais son
suficientemente representativos del sindrome
de abstinencia como para afirmar que no
existe en estos animales?

R. MALDONADO: Simplemente constatamos que la
expresion somatica de la abstinencia esta dis-
minuida, sin que esto signifique una abolicion
de la misma. Por estudios realizados previa-
mente perfectamente estandarizados y acepta-
dos en la actualidad, sabemos que en el raton
existen una serie de signos que estan clara-
mente relacionados con la intensidad de la
abstinencia, como son el jumpingy la pérdida
de peso. Por nuestros estudios, podemos afir-
mar que ambos se encuentran disminuidos de
una manera notable en estos animales.
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J.M. Baevens: Con referencia a los ratones con
deficiencia de receptores W, naturales, algu-
nos autores han demostrado que en dichos
animales algunos agonistas p producen anal-
gesia. Mi primera pregunta seria, ;jvuestros
ratones presentan deficiencias en My 7Y,
en segundo lugar, ;jobservais los mismos re-
sultados con otros agonistas p?

R. MALDONADO: Mi opinién es que en los ani-
males que presentan deficiencias de una
manera natural existe una disminucién en la
poblacion de receptores W sin alcanzarse una
abolicion total de receptores. Nosotros he-
mos realizado bastantes estudios con nues-
tros animales knock-out deficientes en re-
ceptores W utilizando diferentes agonistas .
Hay dos tipos de construcciones: unos
knock-out que proceden del exén 1, con los
que hemos trabajado, y otros knock-out del
exén 2 que han sido utilizados por otros au-
tores. Todos los grupos estamos de acuerdo
en que la morfina no tiene ningln tipo de ac-
cion analgésica en animales knock-out pro-
cedan del exd6n 1 o del exén 2. Sin embargo,
con heroina, morfina-6-glucurénido y 6-ace-
tilmorfina los resultados son algo contradic-
torios en funcién de los modelos experimen-
tales utilizados.



Papel del oxido nitrico en la abstinencia opiacea

Juan Carlos Leza, Beatriz Cuéllar, Ignacio Lizasoain, M.? Angeles Moro
y Pedro Lorenzo

Departamento de Farmacologia. Facultad de Medicina.
Universidad Complutense. Madrid.

Introduccién

En general, los tratamientos farmacolégicos
de larga duracion inducen cambios perdura-
bles en las funciones celulares (en los proce-
sos de sintesis y liberacion de neurotransmiso-
res, en los receptores o canales, en los mensa-
jeros intracelulares e incluso cambios en su
genoma)!. En el caso de los opidceos estas
modificaciones ocurren tanto en neuronas
opioides como en células que estan bajo la in-
fluencia de éstas. La expresion de estos cam-
bios en respuesta a la exposicion crénica a
opiaceos es el desarrollo de tolerancia y depen-
dencia de sus efectos.

Los opiaceos son farmacos ampliamente uti-
lizados en el tratamiento de las situaciones do-
lorosas de intensidad de moderada a grave, y a
menudo es necesaria su administracion créni-
ca. De esta forma, el desarrollo de tolerancia a
su efecto analgésico y a otros efectos es muy
frecuente. Aunque aparece muy raramente en
la clinica, es posible que este “nuevo ambien-
te” tras el uso crénico sea roto de manera
brusca. Entonces aparece el sindrome de abs-
tinencia.

Describiremos algunos términos basicos que
ayudarén a entender este “nuevo ambiente” y
los acontecimientos que siguen a su ruptura.
Las drogas de abuso se definen clasicamente
como sustancias que pueden producir depen-
dencia fisica, psicolégica o ambas, y su admi-
nistracién crénica es definida como adiccién2.
Tolerancia representa la reduccion de los efec-
tos de la droga tras la administracion repetida
de ésta a dosis iguales, o la necesidad de in-
crementar las dosis para que aparezcan los
mismos efectos. Dependencia se define como
un estado que se manifiesta por alteraciones fi-
sicas o psicolégicas tras el cese de la droga.
Por ultimo, drogadiccion se define como un
constructo bioldgico, psicolégico y conductual
cuyo dato fundamental es el uso compulsivo
de la sustancia, a pesar de que las consecuen-

cias adversas son muy evidentes incluso para
el propio sujeto3. Los mecanismos bioquimicos
0 moleculares de estas tres fases son todavia
objeto de intensa investigacion. El propdésito de
este articulo es presentar las evidencias que
sefialan un importante papel regulador de la
via aminoéacidos excitadores (AAE):L-argini-
na:oxido nitrico (NO) en la modulacién de la
cascada de fendbmenos que preceden al sin-
drome de abstinencia y concurren en él.

El sindrome de abstinencia no es una situa-
cion dramaética en términos de mortalidad (ex-
cluyendo violencia o traumatismos), pero el co-
nocimiento de los mecanismos que llevan a la
dependencia y a la abstinencia es esencial pa-
ra prevenir el circulo vicioso abuso-abstinencia-
recaida. Las fuertes respuestas psicolégicas y
conductuales tras la abstinencia contribuyen a
la recaida, y evitar la abstinencia es segura-
mente una de las principales causas por las
qgue los adictos contintan la administracion
crénica de la sustancia.

Obviamente, este comportamiento que se
autoalimenta no es la Unica causa de la depen-
dencia. Las drogas de abuso son “reforzado-
res” muy potentes. La capacidad reforzadora
positiva de las drogas refleja su potencia para
producir dependencia psicolégica y numerosas
evidencias sugieren que existe un circuito loca-
lizado principalmente en al area tegmental ven-
tral y el nucleus accumbens, que es comun
para la mayorfa de las drogas de abuso34.

Los mecanismos bioquimicos implicados en
el desarrollo de la dependencia fisica y el sin-
drome de abstinencia no estan absolutamente
esclarecidos. Existen numerosos sistemas impli-
cados en este fendmeno®: agentes que actlan
a través de receptores opioides (opidceos exo-
genos 0 péptidos opioides), péptidos no opioi-
des, inhibidores de peptidasas o encefalinasas,
neurotransmisores (serotonina, catecolaminas,
adenosina, aminoacidos excitadores [AAE] o in-
hibidores), bloqueadores de los canales de cal-
cio, agentes que modifican los sistemas de se-
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gundos mensajeros (AMPc y GMPc), inmuno-
moduladores, etc. Uno de los sistemas implica-
dos mas recientemente es el NO. En esencia,
los datos disponibles hasta el momento indican
que el NO esta implicado en los procesos de
dependencia y abstinencia, pero todavia no es-
ta claro si se trata de una causa o de una con-
secuencia de otros procesos. Comenzaremos
por presentar algunos aspectos basicos de la
abstinencia a opiaceos, y posteriormente explo-
raremos las evidencias que demuestran que la
via metabdlica AAE:NO esta implicada en la de-
pendencia fisica a opiaceos.

El sindrome de abstinencia a opidceos

Como hemos comentado previamente, la
definicion clasica de adiccion requiere por lo
general la evidencia de que existe dependen-
cia fisica. Experimentalmente, la Unica via
para identificar si una sustancia produce de-
pendencia fisica es el estudio del sindrome
de abstinencia®. En humanos, el sindrome de
abstinencia se describe por una mezcla de
ansiedad, disforia y deseo de droga, acompa-
flado de evidentes sintomas somaticos. El
sindrome de abstinencia es, por lo general,
facil de reproducir en el laboratorio, adminis-
trando un antagonista o cesando bruscamen-
te la administracion de la droga. En la mayo-
ria de los estudios se utilizan roedores. En la
tabla | se presentan los signos y sintomas de
abstinencia mas evidentes en varias especies
animales.

Existen numerosas evidencias de que se tra-
ta de un sindrome influido por multiples meca-
nismos’: a) la complejidad del curso temporal,
comienzo y duracion del sindrome (por lo ge-
neral en dos fases: primera, estimuladora, y se-
gunda, depresora); b) la diversidad de aproxi-
maciones terapéuticas que han demostrado al-
gln efecto antiabstinencia, y ¢) la localizacion
de multiples sustratos neuroanatémicos de la
dependencia fisica.

Las areas anatémicas que participan en el
sindrome de abstinencia han sido ampliamente
estudiadas mediante inyecciones intracerebra-
les de antagonistas opidceos o lesionando cier-
tas vias nerviosas en animales morfinodepen-
dientes. Uno de los trabajos mas relevantes fue
el de Maldonado et al8, en el que inyectaron
metilnaloxonio en areas cerebrales muy con-
cretas de ratas con dependencia a la morfina.
Los nucleos mas sensibles fueron el locus coe-
ruleus y la sustancia gris periacueductal. Sin
embargo, la expresion de la mayorfa de los sig-
nos del sindrome de abstinencia tiene un sus-
trato anatémico multiple. Existen también otros
sintomas periféricos de tipo secretor (diarrea,
salivacion, lagrimeo y rinorrea) que pueden
provocarse tras la administracion central de un
antagonista®19, lo que indica que, ademés de
estructuras periféricas, existe una participacion
importante de estructuras centrales (médula
espinal) en los efectos periféricos!?.

El locus coeruleus es un pequefio nucleo
gue contiene la mayor parte de los cuerpos
neuronales de neuronas noradrenérgicas del

TABLA |
SINTOMAS Y SIGNOS DE ABSTINENCIA OPIACEA EN VARIAS ESPECIES®

Raton Rata
Hiperactividad Hiperactividad
Salto Salto
Pérdida de peso Pérdida de peso
Hipotermia Hipotermia
Miccién Miccién
Diarrea Diarrea
Sacudidas Sacudidas
Temblor Lagrimeo
Movimientos Ptosis
estereotipados Castafieteo de dientes
Priapismo
Salivacion

Humano

Deseo de droga, ansiedad, llanto,
congestion nasal, sudor, bostezos,
dificultad para dormir, midriasis,
piloereccion, temblor,

“flashes” de frio y calor, dolores
O6seos y musculares, anorexia,
insomnio, naduseas, vomitos,
diarreas, contracturas abdominales,
HTA, hipertermia, hiperpnea,
pérdida de peso,

eyaculaciones espontaneas

Contracturas abdominales
Movimientos estereotipados

Agresividad
Rinorrea
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sistema nervioso centrall2, ademas de poseer
una gran densidad de receptores opioides!3.
Tanto las proyecciones aferentes como las efe-
rencias de este nucleo estan muy extendidas
por todo el sistema nervioso centrall4:15,

Durante la abstinencia precipitada por nalo-
xona en animales con dependencia de morfina
se observa una activacion de las neuronas del
locus coeruleust®. Este incremento en la activi-
dad se correlaciona directamente con los sinto-
mas de abstinencia y coexiste con un incre-
mento en el recambio de noradrenalina en el
locus coeruleus y en sus areas de proyec-
cionl”-18 El primer estudio de Aghajanianl®
demostré también que la estimulacion del au-
torreceptor adrenérgico a, por clonidina supri-
mia los cambios inducidos por la abstinencia.
Las primeras (y todavia Gtiles) aproximaciones
terapéuticas no sustitutivas del tratamiento de
la abstinencia incluian clonidina y otros estimu-
lantes 0. Estas evidencias sugirieron que la hi-
peractividad noradrenérgica mediaba la expre-
sién de la mayorfa de los componentes del sin-
drome de abstinencia a morfina en dareas del
sistema nervioso central inervadas por el locus
coeruleus.

Este incremento en la transmisién noradre-
nérgica durante el sindrome de abstinencia
ocurre también en la periferial®20 y es respon-
sable de algunos sintomas periféricos que pue-
den ser utilizados como indice de abstinencia
(p. €., incremento de la presion arterial)?L.

Regulacion aminoacidérgica
del locus coeruleus

La “tormenta noradrenérgica” que ocurre en
el locus coeruleus durante la abstinencia opia-
cea puede verse influida por otros sistemas
neurotransmisores. Una parte sustancial de la
hiperactividad coerulear inducida por la absti-
nencia opiacea es mediada por un input ami-
noacidérgico al locus coeruleus, que se descri-
bid por estudios electrofisioldgicos y neuroana-
témicos22:23. Se han descrito también otras
relaciones entre los sistemas noradrenérgico y
aminoacidérgico en distintas areas cerebrales
que controlan la presion arterial?* o la funcion
neuroendocrina2>:26.

Tras estas primeras descripciones, también
se demostrd que el incremento en la liberacion
de AAE (glutamato y aspartato) ocurria dentro
del locus coeruleus durante el sindrome de
abstinencia?’. Por otra parte, el hecho de que
la hiperactividad de las neuronas coeruleares
fuera mas pronunciada en modelos in vivo que

in vitro (rebanadas de focus coeruleus)?® indi-
caba la existencia de neuronas aferentes al /o-
cus coeruleus que controlaban esta hiperactivi-
dad, que serian desconectadas en la prepara-
cion de rebanadas. Varios estudios demostraron
que la activacion de estas neuronas era contro-
lada por una amplia red de conexiones aminoa-
cidérgicas, principalmente desde el nucleo pa-
ragiganto-cellularis (PGi) y el nucleo prepositus
hypoglossi (PHi)22:29.30 y otras, posiblemente
desde la ldmina | de la médula espinal®L. La re-
gulacién aminoacidérgica puede partir también
del propio locus coeruleus. De hecho, Fung et
al32 describieron tres tipos de neuronas coeru-
leares en rata y raton: las que son positivas a la
inmunotinciéon con tirosina hidroxilasa, las que
son inmunorreactivas para glutamato, y las que
se tifien con los dos antigenos.

Asi mismo, la regulacion aminoacidérgica
del locus coeruleus durante el sindrome de
abstinencia puede ser regulada a su vez por
otros sistemas neurotransmisores: el incremen-
to de la transmision serotonérgica atenua el
componente glutamatérgico del sindrome de
abstinencia en el locus coeruleus®8. Una de las
cuestiones que quedan por resolver es si los
AAE pueden regular también los cambios en
otras areas fuera del locus coeruleus.

El hecho de que la estimulacion del receptor
NMDA en células cerebelosas iba seguido de
la liberacion del factor relajante de origen en-
dotelial (EDRF)33, identificado a posteriori co-
mo NO34, y la posterior identificacion de la NO
sintasa en el tejido cerebral®®, llevé al estable-
cimiento de la via AAE:L-arginina:NO. El princi-
pal mecanismo de transduccion del NO es la
formacion de GMPc, el cual puede modificar la
liberacion de neurotransmisores en otras neu-
ronas36:37 (fig. 1). Veamos, en resumen, cudl
es el significado fisiopatolégico de esta via en el
sistema nervioso central.

La via AAE/L-arginina/NO en el sistema
nervioso central

El NO, que es sintetizado por la enzima NO
sintasa (NOS), es un importante mensajero in-
ter e intracelular. La NOS cataliza la oxidacion
del aminoéacido L-arginina a NO méas citrulina
(equimolecular). Esta enzima fue identificada
en un principio en el endotelio vascular3:39,
pero también desempefia un importante papel
en otros tejidos como el sistema nervioso cen-
tral y periférico?C. Existen dos clases de NOS,
dependiendo de la sensibilidad al calcio: las
constitutivas (dependientes del calcio, princi-
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Fig. 1. El glutamato (glu) liberado de la terminal presinaptica actta sobre receptores NMDA (N) y no NMDA (A),
lo que produce un aumento de la entrada de Ca?+. La calmodulina (CaM) activa la NOS, que forma NO. EI NO se
difunde hacia otras células. El principal mecanismo de transduccion neuronal es la estimulacion de la guanilato
ciclasa soluble (GC), lo que aumentaria las concentraciones de GMPc. (Modificada de Garthwaite®’.)

palmente en neuronas, nNOS y endotelial,
eNOS), y la inducible (independiente del cal-
cio, iINOS, descrita inicialmente en macroéfagos,
hepatocitos y células gliales).

En los dltimos afios numerosas evidencias
han sugerido el papel del NO en el sistema
nervioso central en muchos procesos fisiologi-
cos y fisiopatologicos*0-42. Alguno de los pape-
les fisiologicos propuestos para el NO en el sis-
tema nervioso central son: desarrollo cerebral,
plasticidad neuronal, formaciéon de memoria
(potenciacién perdurable LTP en el hipocam-
po), regulacion de la circulacién cerebral,
hiperalgesia o estrés*347. Por otra parte, con-
centraciones excesivas de AAE (glutamato) y
un incremento de la sintesis de NO también se
ha demostrado en procesos patoldgicos como
epilepsia, lesién hipoxico-isquémica?®>l y un
amplio espectro de enfermedades neurodege-
nerativas como la enfermedad de Alzheimer y
de Parkinson o la corea de Huntington®2-5%. En
la actualidad, todavia no se conoce con exacti-
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tud si el NO u otras sustancias relacionadas
son causa 0 consecuencia de estos procesos.
La formacién de NO en varias areas cerebra-
les ha sido investigada directa o indirectamente
por varios métodos: a) la formacion de citrulina
marcada con 3H o !4C a partir de L-arginina
marcada es quizas el método mas ampliamen-
te utilizado36:°%; b) mediciones cuantitativas de
la generacion de NO midiendo la oxidacion de
la hemoglobina o la formacion de NO,™ + NO5~,
NO~,; ¢) cuantificacion del GMPc, ef producto
de la estimulacion de la guanilato ciclasa solu-
ble por NO®/, y d) técnicas histoquimicas, con
anticuerpos especificos mono o policlonales
contra las isoformas neuronal, endotelial e in-
ducible®8. Estos estudios revelaron la presencia
de NO en muchas areas del cerebro. Los pri-
meros estudios, en 1990, demostraron clara-
mente que la actividad sintetizadora de NO es-
ta presente en todo el cerebro en la rata y otras
especies, con areas de alta (cerebelo y bulbo
olfatorio), media (hipotdlamo y mesencéfalo),
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baja (estriado, corteza e hipocampo) y muy ba-
ja actividad (médula oblongada)®9-€0.

Oxido nitrico y dependencia fisica
a opiaceos

La formacion de NO esta elevada
en la dependencia y la abstinencia

Curiosamente, los primeros datos sobre una
posible implicacion del NO en la abstinencia
opiacea se obtuvieron al observar que la admi-
nistracion de inhibidores de la NOS conseguia
disminuir la abstinencia. No fue hasta 1994
cuando se observd que, durante la dependen-
cia de la morfina, se producia un aumento de
las concentraciones cerebrales de los metaboli-
tos estables del NO (NO—, y NO—). Posterior-
mente, nuestro grupo®! consiguid demostrar
que durante el tratamiento crénico con morfina
se producia una elevacion de la actividad de la
NOS dependiente del calcio en el sistema ner-
vioso central (fig. 2). Ademas, estudios no pu-
blicados de nuestro laboratorio indican que
existe un aumento de la expresion de la nNOS

observado por técnicas inmunohistoquimicas
en varias areas cerebrales (bulbo olfatorio, /o-
cus coeruleus, nervios del tracto solitario, ner-
vio preposito hipogloso y cerebelo). Este au-
mento de la NOS es paralelo al incremento del
GMPc durante la dependencia opiacea®?.

En cuanto a los cambios que ocurren en la
abstinencia, investigaciones previas demostra-
ron que los valores de GMPc estaban elevados
en cerebelo en ratas con abstinencia a la mor-
fina®3. Posteriormente, se presentaron varias
evidencias que indicaban un estado de hiper-
produccion de NO durante la abstinencia: tanto
la concentracion de NO~, en el tejido cerebral®
como la actividad NOS65 estaban aumentadas
durante la abstinencia. Por Gltimo, nuestro gru-
po demostrd, ademas, que este aumento de la
actividad NOS dependiente del calcio durante
la abstinencia se correlacionaba directamente
con la gravedad de ésta® (fig. 3).

El significado de este aumento de la expre-
sion de la NO sintasa constitutiva no inducible
no es conocido en este momento, aunque se
han identificado varias situaciones en las que
puede ocurrir®’.
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Fig. 2. Aumento de la actividad de la NOS en la dependencia de morfina por implantacion s.c. de un pellet de
75 mg de morfina (M). Control: pellet placebo. (Para més detalles, véase Leza et al®!); *p < 0,05 y **p < 0,01

respecto al grupo control.
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Fig. 3. Correlacion directa entre el aumento de la actividad de la NOS (A) y la gravedad (numero de saltos) (B)
del sindrome de abstinencia inducido por naloxona tras 1-6 dias de adiccion en ratones. (Para mas detalles, véa-
se Leza et al®); *p < 0,05y **p < 0,01 respecto al grupo control.
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Fig. 4. L-NAME previene los sintomas de abstinencia (nimero de saltos) (A) y la hiperactividad de la NOS (B) en
ratones con abstinencia por administracion de naloxona el cuarto dia de adiccion. Reversion por L-arginina (L-
ARG), pero no por D-arginina (D-ARG). (Para més detalles, véase Leza et al?®); *p < 0,01 y **p < 0,001 respec-
to al grupo control; ***p < 0,05 respecto al grupo tratado con L-NAME.
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TABLA I
EFECTOS DE LA ADMINISTRACION AGUDA Y CRONICA* DE INHIBIDORES DE NO SINTASA EN LA
Referencia 68 76 103 69
bibliografica
NAME NO,Arg NMMA | NAME NAME* NO,Arg |NO,Arg NOLArg* NAME
7,5-400 3,5-100 3,5-100 100 12 mg 7 dias|1-8 mg/kg | 7,5-10 1-7,5 mg/kg 7,5-60
mg/kg i.p. mg/kgi.p. mg/kgi.p. |mg/kg s.c. microbomba |10 diasi.p. |mg/kgi.p. b.i.d.4dias mg/kgi.p.
Saltos U U (0] Dism.
Sacudidas Dism. Dism. Dism. Dism. Dism.
Diarrea Dism. Dism. (0] Dism. Dism.
Pérdida de peso Dism. Dism. Dism. Dism. Dism.
Castarieteo Dism. Dism. Aum.
de dientes
Movimientos
estereotipados

Dism.: disminuye; Aum.: aumenta; Dism./Aum.: dosis bajas aumentan, dosis altas disminuyen; O: no cambia; U:
no dependiente de la dosis (s6lo disminuye a dosis intermedias).

Métodos (animal/dependencia/abstinencia): ratén/pellet 25 mg/naloxona 4 mg/kg®8; rata/pellet 75 mg/naloxona 0,5
mg/kg’8; raton/inyecciones/naloxona 1 mg/kgl03; rata/pellet 75 mg/naloxona 0,5 mg/kg®?; rata/pellet 75
mag/naloxona 0,5 mg/kg94; ratén/inyecciones/naloxona 2 mg/kg19s; raton/pellet 75 mg/naltrexona 50 pg/kg’?;
rata/pellet 75 mg/naltrexona 5 mg/kg'%®; rata/pellet 25 mg/naloxona 4 mg/kg’®; ratén/pellet 75 mg/naloxona

1 mg/kg®é.

Los inhibidores de la NOS previenen
la abstinencia

Los primeros estudios demostraron que lon
inhibidores de la NOS como el L-NAME (N-ni-
tro-L-arginina metil éster) y NO,Arg inhibian el
salto estereotipado y la diarrea cuando se inyec-
tan antes de la administracién de naloxona en
ratones con dependencia a la morfina®8 (fig. 4).
A lo largo de los ultimos afios se han encontra-
do resultados similares (tabla Il) utilizando
otros inhibidores de la NOS.

Uno de los primeros estudios que demostré
que la inhibicién de la NOS por NO,Arg ate-
nuaba varios de los signos de la abstinencia en
ratas demostré también que estos efectos es-
tan claramente afectados por el régimen de
dosis®. La reduccion de las sacudidas y pér-
dida de peso tras la administracion de NO,Arg
y L-NAME es dependiente de la dosis cuando
se administran 1 h antes de la naloxona, pero
no si se administran durante el periodo de
adiccién (4 dias). Estos datos podrian indicar
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que la inhibicion de la NOS afecta a la expre-
sion de la abstinencia, mas que al desarrollo
de la dependencia en ratas. Un estudio méas
reciente afirma que tanto L-NAME como L-NM-
MA no tienen efectos sobre la abstinencia si se
administran durante la induccion de la depen-
dencia fisica a la morfina, pero pueden dismi-
nuir la abstinencia cuando se admininistran
durante la fase de expresion del sindrome”©.
Otra cuestion de interés es el hecho de que
la inhibicion de la abstinencia a la morfina por
varios inhibidores de la NOS esté limitada a
un cierto rango de dosis y presenta una cur-
va acampanada: el efecto antiabstinencia del
L-NAME es evidente entre 7,5 y 100 mg/kg,
pero dosis de 200-400 mg/kg no tienen este
efecto®®68. La NO,Arg también describe este
tipo de curva. Este perfil es similar al que se
observa con MK-801 vy otros blogueadores de
los receptores NMDA y no NMDA’L72, |3 ra-
z6n de este hecho es desconocida, pero deben
considerarse otros mecanismos activados por
las altas concentraciones’3: por ejemplo, la



PAPEL DEL OXIDO NITRICO EN LA ABSTINENCIA OPIACEA

ABSTINENCIA MORFINICA

104 105 72 106 73 66
7-NI NIO  NAME NO,Arg | NAME NO,Arg |NMMA | NMMA 7-NlI NO,Arg | NAME

1,8-100 1-300 l1ab56 1a30 | 5a20 5a20 | 0,024 2a8 |6,25-50 7,5-100 | 0,5-400
mg/kg s.c. mg/kg s.c. mg/kg s.c. mg/kg s.c. | mg/kg i.p. mg/kg i.p. |mg/kg i.p. | mg/kg s.c. [mg/kg s.c.  mg/kg s.c. | mg/kg s.c.
Aum. (?) Aum.(?) O O Dism. Dism. | Dism. | Dism. O O U

Dism. Dism. Dism. Dism. (@] (@] Dism. Dism. Dism.

Dism. Dism.  Dism. Dism. Dism. (0] Dism./ U Dism.

Aum.

Dism. Dism. Dism. Dism. (0] Dism. U

Dism. O O (@) Dism. Dism.

Dism. Dism. Dism. Dism. Dism. Dism. (0] 0] Dism.

Otros sintomas evaluados: salivacion: B por NAME i.p.”® y 7NI s.c.194; lagrimeo: B por NAME s.c.”8; ptosis: 8 por
NAME s.c.”8; rinorrea: B por NAME s.c.”5; temblor: B por NAME s.c.%8; priapismo: B por 7Nl y NO2ARG'3,

NAME: N®-nitro L-arginina metil éster; NO2Arg: N®-nitro L-arginina; NMMA: L-N®-monometil arginina; 7NI:

7-nitroindazol; NIO: N(5)-(1-iminoetil)-L-ornitina.

conversién de NO,Arg a L-arginina’4 pudiera
ser una de las expﬁcaciones. Este tipo de cur-
vas se observan también con algunos de los
efectos antiabstinencia del 7-NI (7-nitro inda-
zol), un inhibidor selectivo de la isoforma neu-
ronal de la NOS73.75,

Se han sugerido multiples explicaciones de
la disminucion del sindrome de abstinencia a
opidceos tras la inhibicion de la NOS®869.76 | 5
principal explicacion se refiere al efecto del NO
sobre la liberaciéon presinaptica de neurotrans-
misor. La disminucion de la liberacion del neu-
rotransmisor tras la administracién de un inhi-
bidor de la NOS podria atenuar los sintomas de
abstinencia. La noradrenalina podria ser uno
de estos neurotransmisores. Esta conexion ca-
tecolaminérgica viene apoyada por el hecho de
que el GMPc incrementa la tirosina hidroxila-
sa’’ y potencia la liberacién presinaptica de
catecolaminas’®. También se ha sugerido que
la hipoactividad dopaminérgica podria ser un
factor que contribuya a los efectos conductua-
les de la inhibicion del sindrome de abstinen-

cia por inhibidores de la NOS79, ya que la ad-
ministracion exdgena de NO estimula la libera-
cién de dopamina en rebanadas de cerebro®.
También es posible una conexion colinérgica:
durante la abstinencia precipitada por antago-
nista se produce un incremento de la transmi-
sion colinérgica8l82, y se sabe que se requiere
el GMPc para la liberacién de acetilcolina
(ACh)33. Algunos estudios indican que el me-
canismo antiabstinencia de los antagonistas de
glutamato84 y de inhibidores de la NOS85 es la
inhibicion de la liberacion de ACh. También se
ha implicado una conexién de adenosina: los
agonistas de receptores de adenosina poseen
un potente efecto antiabstinencia® y la inhibi-
cioén de la NOS estimula la liberacion de ade-
nosina8’. Otros neurotransmisores han sido im-
plicados en los mecanismos que inducen el
salto compulsivo durante la abstinencia a mor-
fina precipitada por naloxona, como serotoni-
na, acido gamma aminobutirico, histamina y
otros. Sin embargo, la relaciéon precisa entre el
NO y estos neurotransmisores no se conoce.
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Fig. 5. Lamotrigina y MK-801 previenen los sintomas de abstinencia (nimero de saltos) (A) y la hiperactividad de
la NOS (B) en ratones con sindrome de abstinencia (SA) por administracién de naloxona el cuarto dia de adic-
cién. (Para més detalles, véase Lizasoain®); *p < 0,05; **p < 0,01 y ***p < 0,001 respecto al grupo con sindro-
me de abstinencia.
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Otra cuestion importante es la posibilidad de
que los efectos antiabstinencia de los inhibido-
res de la NO sintasa estén relacionados con
sus propiedades ansioliticas. De hecho, la abs-
tinencia a la morfina ha sido utilizada como
modelo de estrés88 y el NO ha sido implicado
como una “hormona de estrés”4547. De esta
forma, los efectos ansioliticos de los inhibidores
de la NOS® podrian tomar parte en el efecto
antiabstinencia de estos compuestos.

La conexion aminoacidérgica

Los primeros intentos de disminuir el incre-
mento de la transmisién aminoacidérgica en el
locus coeruleus durante la abstinencia
opiacea?’ se basaron en el uso de antagonis-
tas de receptores de AAE. Estos agentes ate-
nuaban los cambios conductuales y también
las alteraciones eléctricas o bioguimicas en la
abstinencia en varias especies anima-
les23,84,90-93

Aunqgue el antagonista no competitivo NMDA
dizocilpina (MK-801) es el mas ampliamente
utilizado, compuestos con diferentes caracte-
risticas, como agentes competitivos no NMDA
(DNQX: 6,7-dinitro-quinoxalina 2,3-diona) o
antagonistas del lugar de unién a estricnina
del receptor NMDA (5,7 DCKA: acido 5,7-di-
clorokinurénico), atentan el salto estereotipa-
do inducido por naloxona en ratones depen-
dientes de morfina. En un intento de explicar
este mecanismo de accion comun, Cappendijk
et al’l propusieron que los antagonistas
NMDA podrian disminuir la liberacién de nora-
drenalina o bien su actividad®495. Por otra
parte, los antagonistas NMDA tienen actividad
ansiolitica®°7 lo que podria inhibir el salto, ya
que la ansiedad es un sintoma generalizado
en el sindrome de abstinencia en animales y
en humanos®8. En la busqueda de una expli-
cacién bioquimica a estos hallazgos, Cap-
pendijk et al®® sugirieron por vez primera la
posibilidad de que el efecto antiabstinencia
de los antagonistas de receptores de AAE
podria deberse a la disminucion de la pro-
duccién de NO.

En concordancia con esta Ultima hipotesis,
nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la
inhibicién de la sintesis de NO puede ser el
mecanismo por el cual agentes bloqueadores
de receptores de AAE como MK-801 y agentes
inhibidores de la liberacion de AAE como lamo-
trigina (3,5-diamino-6-[2,3-diclorofenil]-1,2,4-
triazina) atentan la abstinencia opiacea en ra-
tones? (fig. 5).

Conclusién y perspectivas

El NO es un modulador de los procesos que
llevan al desarrollo de la dependencia opiacea
y a la expresion de la abstinencia, y la via
AAE:L-arginina:NO:GMPc podria ser un eje en
los cambios neuronales durante el tratamiento
con opiaceos previo a la abstinencia. La com-
prension de los mecanismos de esta interac-
cion y la dilucidacion de los neurotransmisores,
receptores y segundos mensajeros implicados
servira para disefar estrategias alternativas en
el tratamiento de la dependencia y abstinencia
opiacea.

;Cudles podrian ser las futuras direcciones
de investigacion en esta area para comprobar
las posibilidades reales de estos tratamientos
en humanos? En primer lugar, seria interesante
estudiar los efectos de los antagonistas de re-
ceptores de AAE o de inhibidores de la NOS en
modelos de abstinencia por deprivacion, no en
modelos de abstinencia inducida por antago-
nistas. Por otra parte, seria interesante evaluar
cémo los antagonistas NMDA o los inhibidores
de la NOS podrian inhibir la abstinencia una
vez que se ha expresado ésta. De hecho, los
pacientes heroinémanos piden intervencién
médica cuando ya estan sufriendo las conse-
cuencias de la abstinencia.

Seglin una de las Ultimas reuniones sobre el
papel de los sistemas glutamatérgicos en el de-
sarrollo de la abstinencia opiacea, auspiciado
por el National Institute on Drug Abusel®, |a
significacion clinica de los antagonistas de AAE
o inhibidores de la NOS radica en tres posibles
usos principales: el primero es su uso en la
prevencion de las recaidas (sobre la base de
que la recaida es un proceso de memoria y
con estos agentes puede evitarse el estimulo
de la “perdurabilidad” que ejerce el NO en los
modelos de LTP). El segundo es el tratamiento
de los sintomas de abstinencia a opiaceos, y el
tercero es la posibilidad de que estos agentes
puedan ser coadministrados con otros agentes
ya en uso como metadona, levo-alfa acetil me-
tadol, clonidina o guanfacina, para acortar la
transicién a un programa de naltrexona.

Otro punto de investigacion es el papel de la
via AAE:NO en la recompensa opiacea y en los
efectos reforzadores de las drogas de abuso,
principalmente en la transmisién dopaminérgi-
ca entre al area tegmental ventral y el nucleus
accumbens. Otra cuestion importante es deter-
minar los cambios en la via AAE:NO tras la ad-
ministracion crénica de los antagonistas opia-
ceos, principalmente en la hipersensibilidad
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tras los tratamientos de deshabituacién con
naltrexona.

Por ultimo, tras los estudios iniciales en roe-
dores, deben comenzarse con los estudios en
primates. Los estudios preliminares indican
que el MK-801 produce toxicidad que puede
ser grave. Este farmaco, como otros antagonis-
tas NMDA no competitivos, produce reaccio-
nes tipo fenciclidina (PCP) en animales como
hiperactividad locomotora, caidas, ataxia y ca-
talepsial®l:102 Otros antagonistas NMDA com-
petitivos sobre el receptor del glutamato no
presentan esta toxicidad. EI LY-274614, por
ejemplo, no produce comportamientos tipo
PCP, aunque produce una sedacién importan-
te91. Estos antagonistas sin toxicidad PCP po-
drian ser preferibles a otros receptores no com-
petitivos del receptor NMDA, pero la relevancia
clinica de este tipo de farmacos debe ser clari-
ficada. En el caso de los inhibidores de la NOS,
los efectos en la presion arterial son un impor-
tante factor limitante. EI NO produce hipoten-
sion a través de la activacion de la NOS endo-
telial y, por tanto, la mayoria de los inhibidores
de la NOS inducen hipertensién, con excep-
cién de 7-NI (7-nitroindazol), que inhibe espe-
cificamente la NOS neuronal. Los estudios en
humanos deben comenzarse con 7-NI u otros
inhibidores mas selectivos.
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DISCUSION

A. GARCIA SANCHEZ: Entiendo que el glutamato
estd actuando en el locus coeruleus, donde
observais un aumento de expresion que, su-
pongo, es de nNOS. El 6xido nitrico podria
actuar de diferentes formas, ya sea inhibien-
do la liberacién de la adrenalina o a través de
otros mecanismos. ;Como explicéis que tam-
bién se observe una induccién de la nNOS en
cerebelo y en células de Purkinje, que nor-
malmente no expresan?

J.C. Leza: Parece que en ratas no se expresa
nNOS, pero si en ratén. Nosotros también nos
planteamos la pregunta de por qué se expre-
saba nNOS en el cerebelo y por qué no en
otras areas. Una posible explicacion serfa que
del locus coeruleus parten aferencias al cere-
belo al igual que del estriado, otro de los nu-
cleos que esta muy implicado en la abstinen-
cia opiacea. Estas conexiones noradrenérgi-
cas que van al cerebelo estan reguladas por
interneuronas glutamatérgicas, lo que podria
explicar la presencia de induccion de la
nNOS. Realmente, a través de estudios de in-
munohistoquimica se puede ver que esto
ocurre también en otras areas como en locus
coeruleus o en el nlcleo paragigantocelular.

A. GARCIA SANCHEZ: Por otro lado, el glutamato
estimula puntualmente la NOS, porque au-
menta la concentracién de calcio. Pero, que
yo sepa, no hay datos de induccién y vosotros
estais hablando de una induccion, por tanto
de un aumento de la cantidad de proteina
que detectéais por inmunocitoquimica. Me re-
sulta dificil entender todo este proceso, desde
el glutamato en el locus coeruleus afectando
la liberacion de noradrenalina y el efecto de
esas vias noradrenérgicas sobre el cerebelo.
;Como se explica que esta disminucién en la
liberacion de noradrenalina vaya a afectar a
las concentraciones de proteina enzimatica?

J.C. Leza: No tengo suficientes elementos de
juicio como para interpretar estos datos des-
de la optica de la biologia molecular, pero
puedo afiadir que en el ensayo de citrulina
trabajamos con tubos control, unos que tie-
nen un quelante de calcio y otros tubos que
no tienen ese quelante de calcio y que contie-
nen un inhibidor de la NOS. Restando la acti-
vidad de los terceros de la de los segundos,
deducimos si la inducciéon es dependiente o
independiente del calcio. La actividad que
hemos presentado anteriormente es depen-
diente del calcio. Sobre la posibilidad de que
el glutamato induzca la expresion de la NOS,
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sea constitutiva o inducible, puedo afiadir
que por datos de nuestro grupo, todavia no
publicados, parece ser que si. Esto lo hemos
demostrado en el modelo de isquemia-reper-
fusion donde el glutamato es aplicado en el li-
quido de perfusion que bafa la rebanada de
tejido y donde se ha visto que por si mismo
es capaz de inducir la NOS.

A. GARCIA SANCHEZ: Me parece interesante el
dato, pero no queda claro, puesto que un tra-
bajo realizado con anticuerpos frente a la NO
neuronal reflejé aumentos de expresion en el
cerebelo. Si esto se produce a los 5 0 7 dias
quiere decir que es relativamente rapido, te-
niendo en cuenta que debe ser un efecto
bastante indirecto. ;Existen datos acerca de si
existe algun tipo de induccién en los factores
de crecimiento, en citocinas o en otras sus-
tancias en estos modelos?

J.C. Leza: No que yo conozca.

R. MaLbonaDO: Comentas el tema de la impor-
tancia de la tormenta noradrenérgica en la
expresion de la abstinencia. Los uUltimos re-
sultados al respecto, basados en inducir con
6-OH-dopamina una lesion de todas las pro-
yecciones del Jocus coeruleus con la consi-
guiente deplecion de noradrenalina en todo el
cerebro, refieren que en estos animales no
existe ninguna modificacion en la expresion
comportamental de la abstinencia y que tam-
poco existe ninguna modificacién en los efec-
tos inducidos por la clonidina sobre la absti-
nenia. ;Cual es tu opinién sobre estos hallaz-
g0s?

J.C. LEzA: Una posible explicacion es que se
produjeran otros fenémenos como, por ejem-
plo, una sobreactivacion durante el periodo
de tolerancia del propio NO. Este podria estar
estimulando la liberacién de otros neurotrans-
misores, que serfan los responsables del
efecto observado sin la participacion de las
catecolaminas. Quizas hemos focalizado las
cosas demasiado en el locus coeruleus 'y, a
pesar de tratarse de un centro muy importan-
te, evidentemente no es el Unico. De hecho,
también se observé que la clonidina no abolia
absolutamente el sindrome de abstinencia, lo
que permite sugerir la posible participacion
de otros neurotransmisores como los amino-
acidos excitadores.

R. MALDONADO: Esta demostrado que los cam-
bios en el NO se producen sobre todo en el
cerebelo. Nosotros hemos obtenido resulta-
dos similares para el caso de la abstinencia
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por cannabinoides, donde las modificaciones
se localizaron especificamente en el cerebelo
y no en otras estructuras. ;Habéis realizado
experimentos de administracion directa en el
cerebelo para intentar modificar la expresion
de la abstinencia?

J.C. Leza: No hemos realizado este tipo de es-
tudios, pero creo que, efectivamente, en el
cerebelo se observan cambios que proceden
de otras estructuras como el estriado, locus
coeruleus o el nucleo paragigantocelular.

0. BuLBENA: No conozco tanto la nNOS como
la INOS y cuando has mencionado que la
actividad era dependiente del calcio he pen-
sado en la iNOS. ;Se dispone de estudios
sobre si esta actividad iNOS viene precedida
de la expresion del NF-kB? Sobre todo en
dos sentidos: en un sentido cinético de sa-
ber en qué momento se expresa el NF-kB
para inducir este aumento, y posteriormen-
te, si cabe pensar que el tratamiento con
inhibidores del NF-kB también pudiera re-
vertir la sintomatologia que ha producido el
L-NAME.

J.C. LEzA: Efectivamente, el NF-kB parece ser
un factor esencial en la expresion de la iINOS.
En nuestro modelo de isquemia y reperfusion
cerebral in vitro, en rebanadas de cerebro an-
terior, hemos observado que la activacion del
NF-kB precede al aumento que nosotros ve-
mos en la actividad de la iINOS. Con PDTC,
por ejemplo, se puede evitar la actividad de la
iNOS, que es dependiente del calcio, pero
que también depende de NFk-B.

V. Feupo: Parece que cuando se disminuyen
los valores de NO descienden los sintomas de
la abstinencia. ;Cuél serfa el mecanismo mo-
lecular que conectaria el NO con los sintomas
y que se integraria de algiin modo en el me-
canismo que ha presentado anteriormente
Maldonado?

J.C. LezAa: No sabria responder cémo se po-
drian interrelacionar, pero la fosforilacion de
proteinas que ocurre en el momento de la to-

lerancia también podria producirse con algu-
nas de las NOS.

A.M. PLaNAs: Me gustarfa hacer un comentario
que creo habria que tener en cuenta respecto
a que segun en qué células se puede consta-
tar o no la presencia de NOS neuronal. Noso-
tros hemos trabajado con anticuerpos y nos
encontramos que, en funcion de la fijacion
que se hace del tejido, puede verse o no ver-
se la presencia de NOS. Por tanto, siempre se
debe tener en cuenta en qué condiciones se
ha trabajado y que también dependera de los
valores de NOS que hubiera. Quisiera, asi
mismo, hacer una reflexion acerca de estos
cambios que observais en las células de Pur-
kinje. Se trata de células inhibidoras y cuando
estan muy activadas pueden producir ataxia
en el animal. ;Qué relacion podria tener una
activacion de NOS con un impedimento fisico
como, por ejemplo, la limitacion a que el ani-
mal salte? Quiero decir, que estamos centran-
do la atencion en unos cambios motores den-
tro de un amplio conjunto de sintomas de la
abstinencia que, tal vez y hasta cierto punto,
podrian ser completamente secundarios.

J.C. Leza: Es realmente complicado interpretar
cuando nos encontramos con neuronas que
pueden ser inhibitorias y que estan aparente-
mente sobreestimuladas en un cuadro que es
fundamentalmente excitador. Pero, realmente
no sabria responder especificamente a tu
pregunta.

R. MaLbonADO: Nosotros hemos realizado un
estudio similar sobre la dependencia a can-
nabinoides y encontramos unas modificacio-
nes muy importantes y selectivas de la ciclasa
en el cerebelo, que no observamos, al menos
con tanta intensidad, en el caso de la depen-
dencia opiacea. Sobre la expresion comporta-
mental de estas dos formas de abstinencia,
en la abstinencia a cannabinoides el principal
signo que observamos fue precisamente una
ataxia y, sin embargo, en la abstinencia a
opioides no aparecio6 esta ataxia.
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El oxido nitrico en la ereccion:
del laboratorio a la aplicacion clinica
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Introduccion

La relajacion del musculo liso del pene (de
las arterias y del tejido trabecular) inicia y man-
tiene la ereccion. La liberacién local de 6xido
nitrico (NO), desde nervios dilatadores autondé-
micos y el endotelio vascular, es fundamental
en la iniciacion y mantenimiento de este proce-
s0. Las siguientes observaciones apoyan el pa-
pel del NO en la ereccion.

Estudios in vitro

La relajacion neurogénica y la dependiente
del endotelio, tanto del musculo arterial como
trabecular del cuerpo cavernoso, es inhibida o
bloqueada por los siguientes tratamientos: inhi-
bidores de la sintetasa del 6xido nitrico (NOS)
(p. €j., NC-nitro-L-arginina o N&-metil-L-argini-
na), inhibidores de la guanilato ciclasa solu-
ble/generadores de superdxido (p. €j., azul de
metileno) y captadores del NO (p. €]., oxihemo-
globina)?. El contacto de tiras de cuerpo caver-
noso con acetilcolina o la estimulacion eléctrica
transmural de los nervios dilatadores da como
resultado la acumulacion de GMPc en este teji-
do?3 (fig. 1). La estimulacion eléctrica trans-
mural de tiras de cuerpo cavernoso estimula la
formacion de nitrito, un producto de oxidacion
del NO3. Finalmente, el NO y los donadores de
NO son potentes dilatadores del musculo liso
de las arterias y del tejido trabecular del cuerpo
cavernoso?.

Estudios inmunohistoquimicos en tejidos del
cuerpo cavernoso han demostrado una inmu-
norreactividad NOS-/ike presente en los nervios
autonémicos y el endotelio®.

Homogenados del tejido del cuerpo caverno-
so presentan una actividad considerable de
NOS, como se ha demostrado mediante ensa-
yos con citrulina? (fig. 2).

Estudios in vivo

En animales experimentales (perro, conejo y
rata), la estimulacién eléctrica de los nervios
pélvicos/plexos o raices sacras (en las ratas)
produce ereccién peneana®. Estas respuestas
son inhibidas o bloqueadas por la administra-
cion local intracavernosa o sistémica de inhibi-
dores de los NOS#. Ademés, la aplicacion in-
tracavernosa de donadores de NO produce
ereccion.

La presion de oxigeno modula la relajacién
del musculo liso del cuerpo cavernoso
mediada por el éxido nitrico

La concentracion de oxigeno a la que se ex-
ponen las tiras de cuerpo cavernoso modula la
magnitud de la relajacién neurogénica y la me-
diada por el endotelio del musculo liso del
cuerpo cavernoso?. El oxigeno ejerce este con-
trol mediante la modulaciéon de la sintesis del
NO, debido a la dependencia de la NOS, una
oxigenasa, del oxigeno molecular como sustra-
to. Esta observacion es muy relevante a la fisio-
logfa y fisiopatologia de la funcion eréctil. Las
presiones de oxigeno fisiolégicamente bajas
presentes en el pene flacido pueden desempe-
flar un papel en el mantenimiento del estado
flacido al inhibir la produccion de NO, mientras
que los incrementos insuficientes de las presio-
nes de oxigeno (por enfermedad vascular) en
el inicio de la ereccion puede impedir una res-
puesta eréctil completa. EI umbral de la pO,
para una sintesis completa del NO vy, por tanto,
para una relajacion dependiente del endotelio y
neurogénica maxima, es de aproximadamente
50 mmHg en el tejido del cuerpo cavernoso?.
Las presiones de oxigeno inferiores a este valor
critico inhiben progresivamente la relajacion de
la formacion y liberacion de NO.
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Fig. 1. Acumulacion de GMP ciclico en el cuerpo cavernoso de conejo. Las tiras de cuerpo cavernoso se incubaron
en solucion salina fisioldgica oxigenada (control, pO, = 145 mmHg) a 37 °C en presencia de indometacina (3 (M),
bretilio (10 uM), atropina (0,1 uM), zaprinast (100 uM) y fenilefrina (1 uM). Algunos tejidos también se incubaron
con NG-nitro-L-arginina (L-NOARG; 50 uM) o bajo condiciones de hipoxia. Todas las tiras de tejido fueron entonces
sometidas a estimulacion eléctrica transmural (EET) a 5 Hz durante 20 s, y rapidamente congeladas en nitrégeno Ii-
quido. Los tejidos se homogeneizaron en acido perclorico y se determind el contenido de GMPc por radioinmuno-
analisis (RIA). Los datos se expresan como la media + EE; *p < 0,025 respecto al valor basal; **p < 0,0005 respec-

to al valor basal en condiciones control; ***p < 0,0005 respecto al control estimulado eléctricamente.

Modelos de enfermedad que interfieren
con la relajacion del misculo liso del pene
mediada por el 6xido nitrico

Hipercolesterolemia

Conejos blancos de Nueva Zelanda que reci-
ben una dieta alta en colesterol (un 0,5% de
colesterol y un 4% de aceite de cacahuete) du-
rante un periodo de 8-10 semanas desarrollan
hipercolesterolemia grave. Las concentraciones
plasmaticas de colesterol de estos animales
son de 1.628 + 149 mg/dl a las 10 semanas
en comparacion con 53 + 10 y 33 = 3 mg/dl
en los animales de control®. Los tejidos del
cuerpo cavernoso de animales alimentados
con colesterol presentan una deficiente relaja-
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cion, dependiente del endotelio, a la acetilcoli-
na. En estos animales, las respuestas a los do-
nadores del NO, como el nitroprusiato, son
comparables a las registradas en los animales
de control®, lo que indica que la hipercolestero-
lemia induce una alteracion en la sintesis o en
la disponibilidad de NO, preservandose la ca-
pacidad del musculo liso del pene de relajarse
en respuesta a esta molécula.

Diabetes

La diabetes estd fuertemente asociada a la
probabilidad de desarrollar impotencia. Estu-
dios in vitro han demostrado en tejido trabecu-
lar de pacientes diabéticos que la relajacion
mediada por el NO, tanto dependiente del en-
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Fig. 2. Actividad de la NOS en tejido cavernoso de conejo. A: en funcion del tiempo. Las preparaciones citosoli-
cas de cuerpo cavernoso de conejo se incubaron a 37 °C con L-[2,3-3H]-arginina durante periodos variables de
tiempo (circulos blancos). Se realizaron incubaciones paralelas a 2 °C (circulos negros) y también a 37 °C en
presencia de NG-nitro-L-arginina (L-NOARG; 30 uM) (tridngulos blancos). En los tiempos indicados, la incuba-
cion se finalizo mediante la adicién de 2 ml de tampon frio y se cuantifico la radiactividad empleando un conta-
dor de centelleo. Cada punto representa la media de los duplicados; B: efecto de la hipoxia. La fraccion citosoli-
ca del cuerpo cavernoso de conejo se incubo a 37 °C con arginina tritiada bajo condiciones de normoxia
(pO, = 130-150 mmHg) o de hipoxia (pO, = 15-25 mmHg). Se llevaron a cabo incubaciones paralelas a 2 °C pa-
ra determinar la actividad inespecifica. La concentracion de citrulina tritiada fue calculada restando la actividad
inespecifica de la actividad total. Los valores se expresan como media + EE (n = 6); *p < 0,0005.
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Fig. 3. Relajaciones inducidas por la adicion de concentraciones crecientes (0,1 uM a 1 mM) de L-arginina y
L-hidroxi-arginina en tiras de cuerpo cavernoso de conejo previamente contraidas con fenilefrina (1 uM). Los da-

fos se expresan como la media + EE del porcentaje

de la relajacion total obtenida con 0,1 mM de papaverina.

n indica el ndmero de tejidos empleados, cada uno de un animal diferente.

dotelio como neurogénica, se encuentra dismi-
nuida comparada con la respuesta en tejidos
de pacientes no diabéticos®. Estas observacio-
nes en tejidos humanos se han corroborado en
animales de experimentacion.

En tejidos trabeculares del cuerpo cavernoso
de conejos tratados con aloxano para inducir
diabetes se ha demostrado, a las 6 semanas,
una relajacion dependiente del endotelio y
neurogénica deficiente del musculo liso trabe-
cular cuando se compara con los tejidos de
animales control’. Las respuestas al donador
de NO nitroprusiato son, sin embargo, compa-
rables en tejidos de animales diabéticos y con-
troles. De nuevo, y como ocurre con la hiperco-
lesterolemia, la diabetes altera las respuestas
relajantes que dependen de la generacion del
NO. Queda sin determinar si esto se debe a
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TABLA |

DIANAS FARMACOLOGICAS PARA
POTENCIAR LA VIA DEL NO/GMPc
EN EL TRATAMIENTO DE LA IMPOTENCIA

Sustratos
L-arginina
L-hidroxi-arginina
Donadores del NO
Nitratos
Moléculas nitrosiladas (p. €j.,
antagonistas de los receptores
alfaadrenérgicos nitrosilados)
Inhibidores de las PDE
Sildenafilo (inhibidor selectivo
de la PDE5)
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Fig. 4. Relajaciones inducidas por la adicion de concentraciones crecientes (0,1 uM a 1 mM) de moxisilato y
NMI 221 en tiras de cuerpo cavernoso de conejo previamente contraidas con endotelina (10 nM). Los datos se
expresan como la media + EE del porcentaje de la relajacion total obtenida con 0,1 mM de papaverina; n indica
el numero de tejidos empleados, cada uno de un animal diferente. Las respuestas inducidas por NMI 221 fueron
mas potentes que las producidas por moxisilato, obteniéndose una diferencia estadisticamente significativa al

comparar las curvas mediante un analisis de la variancia (ANOVA; p < 0,005).

una alteracion en la sintesis o en la disponibili-
dad de esta molécula.

Aplicacion clinica

La evidencia del papel fundamental de la via
del NO/GMPc en la iniciacién y el manteni-
miento de la ereccion y de su alteraciéon en
condiciones patolégicas hace de ésta una dia-
na farmacolégica para el tratamiento de la im-
potencia. En la tabla | se enumeran las distin-
tas formas en las que es posible potenciar la
via del NO/GMPc.

LLa administracion de L-arginina a los pacien-
tes ha demostrado una escasa efectividad en
cuanto a la mejoria de la capacidad de erec-
cion. Este resultado concuerda con la falta de

efecto relajante que tiene la L-arginina sobre el
musculo liso del cuerpo cavernoso (fig. 3). No
obstante, la L-hidroxi-arginina, producto inter-
medio en la sintesis del NO, si tiene un efecto
relajante dependiente de la generacion de NO.
Por tanto, es posible que en un futuro la admi-
nistracion de sustratos y/o intermediarios en la
sintesis de NO represente una via terapéutica
para la impotencia asociada a una deficiente
produccion de NO.

La administracion local, intracavernosa, de
nitratos donadores del NO, especificamente el
nitroprusiato, se ha evaluado experimental-
mente en algunos pacientes. Aunque hubo
respuesta en muchos de ellos, los efectos se-
cundarios, especialmente la hipotension arte-
rial, fueron importantes en muchos casos. En
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este sentido, se estd considerando la utilizacion
de nitrosotioles, cuya transferencia del NO es
casi inmediata para conseguir un efecto local
con escaso efecto sistémico. Esto ha llevado a
proponer la nitrosilacion de moléculas que por
si mismas presentan un efecto proerectogéni-
co, convirtiéndolas de esta manera en molécu-
las con una doble funcionalidad: donadores del
NO vy, por ejemplo, antagonistas de los recepto-
res alfaadrenérgicos. Estas moléculas han de-
mostrado poseer potentes efectos relajantes
del musculo liso del pene in vitro (fig. 4) y la
capacidad de inducir ereccién in vivo, en ani-
males de experimentacion, con escasos efec-
tos sistémicos.

La inhibicion de la actividad fosfodiesterasa
en el cuerpo cavernoso es la diana terapéutica
que ha alcanzado el uso clinico8. El NO ejerce
su accion en el musculo trabecular y arterial
mediante la activacion de la forma soluble de
la guanilato ciclasa con el consecuente aumen-
to de la concentracioén intracelular de GMPc.
En la regulacion de segundos mensajeros, las
fosfodiesterasas son enzimas clave. Se han
identificado nueve familias distintas de fosfo-
diesterasas (PDE), con un patrén de distribu-
cion especifico en distintos 6rganos. Se ha des-
crito la existencia de cuatro familias de PDE en
el tejido del cuerpo cavernoso humano: PDE2,
PDE3, PDE4 y PDEb. Dos de estas enzimas, la
PDE2 y la PDED, son capaces de hidrolizar el
GMPc, siendo esta Ultima selectiva para este
nucledtido ciclico con una Km baja. El sildena-
filo es un inhibidor potente y selectivo de la ac-
tividad PDE5®. In vitro, el sildenafilo aumenta la
acumulacion de GMPc en el tejido del cuerpo
cavernoso humano, lo que potencia la relaja-
cién inducida por el NO endégeno v exégeno®.
En animales de experimentacion el sildenafilo
potencia la capacidad de ereccion tras la esti-
mulacién del nervio pélvicol®. En humanos, el
sildenafilo ha demostrado un alto grado de
efectividad en el tratamiento de la impotencia
de gravedad moderada e incluso en algunos
casos graves8. Este farmaco se administra por
via oral una hora antes de tener relaciones se-
xuales y su ventana terapedtica es de 4 h. Da-
da la facilidad de la via de administracion oral y
su alta efectividad, el sildenafilo se ha converti-
do en la primera linea de tratamiento farmaco-
l6gico de la impotencia. Su efectividad es me-
nor (40%) en pacientes en los que la impoten-
cia es secundaria a la cirugia pélvica debido a
la lesion que se produce en los nervios libera-
dores de NO. Asi mismo, la efectividad es limi-
tada (55%) en pacientes diabéticos, mientras
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que en el resto de los pacientes la efectividad
oscila entre el 60 y el 80% dependiendo de la
etiologfa8.

Actualmente se estan desarrollando segun-
das generaciones de inhibidores de la PDE5S
con mayor selectividad por esta enzima y dife-
rente farmacocinética.
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DISCUSION

A. GARCIA SANCHEZ: ;Es, en general, la isoforma
5 de la fosfodiesterasa predominante en teji-
do muscular de los vasos?

|. SAENZ DE TeJADA: En el musculo liso de los va-
sos predominan las isoformas 2 y 5.

A. GARCIA SANCHEZ: ;Cdmo se explicaria que sil-
denafilo no tenga mas efectos indeseables
como, por ejemplo, producciéon de hipoten-
sion?

|. SAENZ DE TEJADA: Sorprende porgue no son
excesivamente potentes, pero sildenafilo si
que presenta efectos vasodilatadores a otros
niveles. Entre otros, disminuye la presion ar-
terial sistélica una media 8 mmHg, en un
16% de pacientes produce cefaleas (posible-
mente por vasodilatacion), causa sensacién y
enrojecimiento facial, asi como sensacion de
congestion nasal por efecto sobre el tejido
eréctil de la nariz.

A. GARcIA SANCHEZ: Puesto que hay datos de
subsensibilizacion o down-regulation de gua-
nilato-ciclasa mediada por GMPc en determi-
nadas situaciones experimentales, ;existen
estudios realizados a largo plazo en animales
de experimentacion con sildenafilo para com-
probar si también se produce dicha subsensi-
bilizacion de la guanilato-ciclasa?

SAENZ DE TeJADA: No existen evidencias de
ello, como tampoco las hay de la estimulacion
de la expresion de las fosfodiesterasas por
parte de este farmaco. Sin embargo, debe te-
nerse en cuenta que la administracion de es-
te farmaco es a demanda, que tiene una se-
mivida biolégica de 4 h aproximadamente, y
que su efecto es transitorio. Por tanto, los au-
mentos de GMPc no son mantenidos.

A. GARCIA SANCHEZ: Estaba pensando en situa-
ciones de abuso del farmaco. Por otro lado,
has mencionado que en uno de los experi-
mentos la hidroxi-arginina era eficaz, mien-
tras que la arginina no lo era. ;Se ha descrito

tal vez algun tipo de hipofuncién de la NOS
en algin paciente que pudiese explicar que
el intermediario sea eficaz y no el sustrato?

. SAENZ DE TEJADA: La verdad es que no lo sa-
bemos. Nos interesamos en la hidroxi-argini-
na fundamentalmente por el tema de la hipo-
xia, pensando que en situaciones de hipoxia,
la hidroxi-arginina, como ya contenia oxigeno
molecular incorporado, iba a requerir la mitad
de concentracién de oxigeno para poder
reinstituir la sintesis de NO. Y fue en estos ex-
perimentos in vitro donde constatamos que
no habia respuesta a la arginina y si a la hi-
droxi-arginina. Esto también se ha observado
en arterias, en las que para observar una res-
puesta vasodilatadora habia que deplecionar
la arginina primeramente. Esto puede inducir
a pensar que tal vez exista una reserva para
L-arginina que no existe para hidroxi-arginina
y que, por tanto, no sea un factor que influya
en su efecto vasodilatador.

A. GARCIA SANCHEZ: ;Se dispone de algun estu-
dio sobre la funcionalidad de la NOS que su-
giera la existencia de correlacion entre impo-
tencia e hipofuncién o disminucion de NOS?

|. SAENZ DE TEJADA: Se ha demostrado disminu-
cion en la respuesta funcional en la diabetes,
en la hipercolesterolemia y en la isquemia. En
este Ultimo caso, hemos visto que se produ-
cia una disminucién de la actividad NO sinte-
tasa. Cabria destacar también el papel regula-
dor de la actividad en el cuerpo cavernoso
humano de los andrégenos. Son importantes
reguladores de la actividad de la sintetasa del
NO, de manera que si disminuyen se reduce
la actividad y, lo que es mas discutido, la ex-
presion de la NOS. Otro mecanismo regulador
son las bajas concentraciones fisiolégicas de
oxigeno, que en el pene en estado de flacidez
son atribuibles al aporte sanguineo de tipo ve-
noso.
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Introduccién

El proceso de desarrollo del musculo esque-
lético comprende numerosos acontecimientos:
predeterminacion de células mesodérmicas
pluripotentes para diferenciarse en mioblastos,
salida de los mioblastos del ciclo celular, for-
macion de miotubos multinucleados por fusion
de mioblastos vy, finalmente, crecimiento y ma-
duracién de las fibras de musculo esqueléticol.
Molecularmente, la expresion de genes especi-
ficos de musculo esquelético implica a la fami-
lia de factores de transcripcion relacionados
con MyoD. Esta familia de proteinas basicas
con estructura de hélice-giro-hélice (bHLH) in-
cluye MyoD, miogenina, myf-5 y MRF42. La
actividad transcripcional de estos factores esta
regulada de manera compleja y requiere la for-
macién de heterodimeros con los productos
del gen E2A para formar complejos activos3. La
actividad de dichos factores se atenta cuando
E2A es secuestrado por Id, proteina cuya ex-
presion se reprime en el momento de la dife-
renciacion celular. Actualmente se conocen va-
rios factores capaces de regular negativamente
la diferenciacion del musculo esquelético. En-
tre los méas caracterizados se encuentran el
factor basico de crecimiento de fibroblastos de
tipo 2 (bFGF-2), el factor de transformacion del
crecimiento B1 (TGF bl) y oncogenes como c-
myc, c-jun, c-fos, H-rasy Ela®.

Existen pocos factores descritos capaces de
inducir la diferenciacion morfolégica del mio-
blasto y la expresion y activacion de la familia
de proteinas MyoD. Entre ellos, los factores de
crecimiento similares a insulina (IGF-1 e IGF-II)
son estimuladores potentes de la diferenciacion
muscular y se consideran candidatos potencia-
les para la regulacion de la funcion de las célu-
las satélite durante la regeneracion ante la le-
sion muscular®. La expresion de IGF aumenta
durante la diferenciacién de los mioblastos®9.
La cantidad de IGF-Il secretado se correlaciona
con la velocidad de diferenciacion espontanea y

se ha descrito que la presencia de oligonuclet-
tidos antisentido complementarios al ARNm de
IGF-II inhibe la diferenciacion en ausencia pero
no en presencia de IGF-Il exdgenol©. La expre-
sion de IGF-I en el musculo esquelético provoca
la hipertrofia de las miofibras!! y su sobreexpre-
sion en el corazén de ratones transgénicos pro-
voca cardiomegalia mediada por un aumento
del nimero de células!?.

En cuanto a su potencial clinico, IGF-I esta
siendo administrado a personas afectadas de
esclerosis lateral amiotréfica (ELA)3. IGF-I ha
sido administrado con efectos beneficiosos a
varios modelos de degeneracion motoneuronal
en el ratén. El modelo de ratén mutado (raton
“wobbler”) posee un gen autosémico recesivo
(wr) y ha sido caracterizado como modelo ex-
perimental de alteraciones de las motoneuro-
nas bajas asociadas con atrofia muscular, de-
nervacion y reinervacion. Se ha demostrado
que el tratamiento de estos ratones durante
6 semanas con IGF-I provoca un aumento del
40% en la fuerzal4. El didmetro promedio de la
fibra muscular, que es menor en los ratones
“wobbler” que en los normales, aumenta en
los animales mutantes tratados con IGF-114.
Estos datos revelan que la administracion de
IGF-I provoca un efecto beneficioso significati-
vo en los parametros histoquimicos y funciona-
les del musculo. Un inconveniente claro en el
disefio de terapias de regeneracién muscular a
base de administracion de IGF es que estos
péptidos son factores de crecimiento pleiotropi-
cos capaces de inducir hipertrofias generaliza-
das. Por esta razén, la identificacion de los ele-
mentos celulares implicados en la cascada de
sefializacion miogénica inducida por los IGF
constituira una base esencial en futuras estra-
tegias terapéuticas de regeneracion muscular.

Fosfatidilinositol 3-cinasa y miogénesis

La fosfatidilinositol 3-cinasa (Pl 3-K) es una
enzima capaz de fosforilar en posicion D-3 el
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Fig. 1. Inhibicion de la fusion inducida por IGF-II en células L6E9-Ap85. Células L6E9-Ap85 (f-j) y células control
expresando la forma salvaje de p85A (a-e) crecieron hasta su confluencia en un medio rico en suero (a y f) y lue-
go se diferenciaron en medio DMEM (b y g) o en medio DMEM que contenia 20 nM de IGF-II (c y h) o 100 nM

(d, e, iyj). Las células se fotografiaron a los 2 dias (b, c, g, h, i) 0 a los 4 dias de diferenciacion (e y j). Escala, 30
mm. Reproducida con permiso de Kaliman et al, 1998%3.

82



IDENTIFICACION DE VIAS INTRACELULARES IMPLICADAS EN LA DIFERENCIACION MUSCULAR

anillo inositol del fosfatidilinositol (PI) generan-
do como productos Pl 3-P, PI 3,4-P, y/o Pl
3,4,5-P5. La Pl 3-K ha sido implicada en una
gran variedad de procesos celulares como tréafi-
co celular de proteinas, movilidad celular, dife-
renciacion, regulacion de la estructura del ci-
tosqueleto y apoptosis!®. Seglin su estructura,
funciéon y mecanismo de activacion, se pueden
distinguir distintos subgrupos de Pl 3-K. La PI
3-K mejor caracterizada hasta el momento esta
formada por una subunidad regulatoria de 85
kD (p85) y una subunidad catalitica de 110 kD
(p110). La subunidad p85 es capaz de activar
a la pl110 al unirse a través de sus dominios
SH2 a residuos de fosfotirosina de otras protei-
nasl®. La Pl 3-K de tipo y no se une a p85 sino
que se activa por unién a las subunidades By
de proteinas G7. Un tercer grupo de Pl 3-K
esta formado por la Vps34p (vacuolar protein
sorting) de Saccharomyces cerevisiae 'y su pro-
teina homologa humanal®1°9. Estas isoformas
tienen un papel fundamental en el trafico intra-
celular de proteinas y se activan al asociarse a
una proteina con actividad de tipo proteina se-
rina/treonina cinasa.

Durante los ultimos afios se ha avanzado
mucho en el conocimiento del papel de los IGF
en la miogénesis?°. Sin embargo, los procesos
intracelulares miogénicos dependientes de IGF
son muy poco conocidos. Recientemente,
nuestro grupo de investigacion ha demostrado
que la enzima Pl 3-K es un segundo mensajero
esencial para los efectos miogénicos de los
IGF21-23, En efecto, nuestros estudios han de-
mostrado que la via miogénica inducida por
IGF se bloguea totalmente en células muscula-
res tratadas con inhibidores especificos de la
actividad Pl 3-K y en células musculares que
expresan de manera estable una forma mutada
dominante negativa de la subunidad regulado-
ra de la Pl 3-K, p85 (L6E9 Ap85)22.

p85-p110 Pl 3-K es esencial para la
miogénesis inducida por IGF en mioblastos
de rata L6E9, mioblastos humanos y células
10 T1/2 transfectadas con MyoD

En nuestro laboratorio hemos demostrado
que dos inhibidores especificos y estructural-
mente no relacionados de las Pl 3-K (la wort-
manina24 y el LY29400225) bloquean la capa-
cidad de formar miotubos multinucleados a
partir de mioblastos de la linea celular de mus-
culo esquelético de rata L6E9 y de mioblastos
humanos provenientes de biopsias de muscu-
lo esquelético. La inhibicion de la Pl 3-K no

solo afecta al proceso morfolodgico de diferen-
ciacion de musculo esquelético sino que tam-
bién bloquea la expresion de marcadores bio-
quimicos de diferenciacion como son la mio-
genina y el transportador de glucosa GLUT4.
Asi mismo, la inhibicién de la Pl 3-K impide la
salida de los mioblastos del ciclo celular (paso
esencial en el proceso de diferenciacion termi-
nal) evidenciado por la inhibicién de la induc-
cion de la proteina p21, un inhibidor de cina-
sas dependientes de ciclinas. Por contra, los
inhibidores de la Pl 3-K no afectan a la proli-
feracion de los mioblastos ni los primeros epi-
sodios morfoldgicos de la diferenciacion que
son el alineamiento y la elongacion de los
mioblastos?!.

La sobreexpresion de MyoD o de otros
miembros de esta familia de factores de trans-
cripcion es suficiente para inducir la formacion
de miotubos multinucleados y la expresion de
genes especificos de musculo en células que
no provienen de un origen muscular?6. De esta
forma, los fibroblastos 10T1/2 transfectados
con MyoD son capaces de formar miotubos
multinucleados y de expresar marcadores bio-
quimicos de musculo. Sin embargo, hemos de-
mostrado que la inhibicién de la Pl 3-K blo-
quea la capacidad de MyoD para inducir la di-
ferenciacién. El tratamiento de células
10T1/2-MyoD con wortmanina o LY294002 im-
pide la formacion de miotubos, la expresion de
miogenina, la salida del ciclo celular y también
la represion de la proteina Id que es un regula-
dor negativo de la miogénesis?..

Resultados recientes de nuestro laboratorio
demuestran que la forma de Pl 3-K implicada
en la miogénesis inducida por IGF es la p85-
p110: mioblastos L6E9 que sobreexpresan de
manera estable una forma mutante dominante
negativa de p85a (Ap85) (incapaz de unir y
activar la p110) no se diferencian morfolégica
ni bioguimicamente en presencia de IGF23. En
la figura 1 se observa que las células L6E9-
Ap85 no forman miotubos multinucleados en
presencia de IGF-1I mientras que los controles
(células L6E9-Wp85 que sobreexpresan la for-
ma salvaje de p85a) poseen un alto grado de
fusion en las mismas condiciones.

Identificacién de elementos celulares
de la cascada de sefializacién miogénica
dependiente de IGF/PI 3-K

Actualmente, se conoce poco sobre los ele-
mentos celulares activados directamente por la
Pl 3-K y/o por sus productos. Entre ellos, la
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Fig. 2. Modelo de sefializacion miogénica inducida por IGF. En presencia de IGF-II, los mioblastos inician el pro-
grama de diferenciacion. Morfolégicamente, al principio se alinean y se elongan; 24 h después las células co-
mienzan a fusionarse y forman miotubos multinucleados. En presencia de inhibidores quimicos de Pl 3-K (wort-
manina o LY294002) o en células que expresan una p85 dominante negativa (Ap85), IGF-II es incapaz de indu-
cir el programa de diferenciacion: a) los valores de Id no decaen y se sabe que altos valores de Id inhiben MyoD;
b) MyoD permanece inactivo; ¢) no se induce miogenina, un factor de transcripcion esencial para la miogénesis,
y d) los mioblastos no salen del ciclo celular, otro requisito esencial para la diferenciacion, porque el inhibidor de
cinasas dependientes de ciclinas p21 no se induce. Estos acontecimientos finalmente provocan la ausencia de
fusion celular y de expresion de proteinas especificas de musculo como son GLUT4, la cadena pesada de la
miosina (MHC) y la caveolina 3.
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proteina p70 S6 cinasa (S6K), una serina/treo-
nina cinasa, esta implicada en la transmision
de sefiales dependientes de la actividad Pl 3-K
en varios procesos celulares. La p70 S6K es
activada por la insulina y por IGF en mioblastos
L6E9 y Sol8, y su actividad es potentemente
blogqueada por un inhibidor bien caracterizado,
la rapamicina. Recientemente, hemos demos-
trado en mioblastos de rata, ratén y humanos,
que la p70 S6K no esta implicada en la via
miogénica iniciada por IGF/P| 3-K#7.

Otros posibles efectores de esta via podrian
ser la proteincinasa B (también conocida como
Akt o RAC) y/o algunas isoformas de la pro-
teincinasa C (-g, -®, -C 0 -n) que son activadas
por productos de la Pl 3-K en diversas lineas
celulares28-3L. Por otra parte, se ha descrito
que la enzima o6xido nitrico sintetasa (NOS) es
un elemento esencial para la diferenciacion de
células musculares de embrién de pollo32. Re-
sultados preliminares de nuestro laboratorio in-
dican que el efecto miogénico de los IGF de-
pende de la actividad NOS celular y, que a su
vez, la actividad miogénica de la NOS es total-
mente dependiente de la Pl 3-K (Kaliman et al,
resultados no publicados).

Sobre la base de estos resultados, hemos
propuesto un modelo que representa de forma
esquematica los eventos morfoldgicos y bioqui-
micos que conducen a la diferenciacion del
musculo esquelético (fig. 2).
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J. MoscaT: Demuestras que la fosfatidilinositol
3-cinasa (Pl 3-K) es necesaria para la activa-
cion del factor nuclear kappa B (NFk-B).
;Tienes algun resultado que pueda demostrar
que también es suficiente, o prevés que va a
ser Unicamente necesaria?

P. KaLIMAN: No hemos realizado estos experi-
mentos. La Pl 3-K es esencial para la mioge-
nesis, ya que cuando se bloguea no hay nin-
gun tipo de diferenciaciéon ni biogquimica ni
morfoldgica. Lo mismo ocurre al bloquear
NFk-B, puesto que también es un paso esen-
cial para la miogénesis. Como intermediarios
entre Pl 3 cinasa y NFk-B tiene que estar el
grupo de serincinasas que fosforilen I-k B. No
sé si una mutante permanente activa de Pl 3-
K puede por sf sola aumentar los niveles de
actividad de NFk-B de la célula.

J. MoscaT: Me referfa a que la sobreexpresion
de mutantes permanente activa de Pl 3-K se
ha visto que activa, por ejemplo, jun o Rac.

P. KaLIMAN: No disponemos de los datos, aun-
que imagino que sf que es esencial para la
completa activacion de NFk-B.

G. Pons: En relacion con la activacion de NFk-
B lo Unico que sorprende es el tiempo que
tarda en descender | K, que me parecid ser
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de 16 0 24 h. ;No es mucho tiempo en com-
paracion con la rapidez con que se activa
normalmente el sistema en respuesta a otros
factores? Y, en segundo lugar, ;habéis proba-
do el dominante negativo de | k?

P. Kauman: Aunque no te sabria decir por qué,
el descenso més brusco se observa sobre to-
do entre las 16 y las 24 h. El proceso de dife-
renciacion tiene unos tiempos que tampoco
se pueden comparar a los sistemas donde se
induce una cascada con factores de creci-
miento en 5 min. Son procesos que duran 4
dias en cultivo, como minimo. Dado que son
resultados muy recientes que no estan publi-
cados todavia, aun no hemos podido probar
el dominante negativo de | K.

A. MuRoz: Puesto que se ha descrito que la
hormona tiroidea regula la expresion de ge-
nes clave en la diferenciacion muscular, co-
mo miogenina, MyoD y miosinas, y que por
otra parte también regula la expresion de in-
sulin growth factor | (IGF-1) y el propio recep-
tor en células de rifién, por ejemplo, ;habéis
estudiado qué hace la hormona tiroidea en
vuestro sistema?

P. Kauman: No hemos analizado el efecto de la
hormona tiroidea en nuestro modelo. Las célu-
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las musculares secretan de manera autocrina
IGF para promover su diferenciacion, y nosotros
estamos adicionando el IGF de manera exdgena
para iniciar directamente la miogénesis.

R. BARTRONS: jFunciona exactamente igual con
las dos IGF?

P. KaLIMAN: No, porque el IGF-II es el que la
célula muscular secreta de manera autocrina,
pero su efecto estd mediado a través del re-
ceptor de IGF-I.

A. CEeLADA: ;Cualquier sustancia que induce
iNOS, como por ejemplo interferén y o
cualquier otro producto, induce diferencia-
cion? Y, en segundo lugar, ;en qué parte
del ciclo celular se detiene la célula con el
IGF?

P. KaLMAN: No se han realizado estudios con
interferén en cuanto a induccién de diferen-
ciacion muscular. Se sabe que la interleucina
15 si que afecta a la diferenciacion muscular.
En alguno de los experimentos se provo el in-
terferén y, pero no observamos ningun efecto
claro. Respecto a tu segunda pregunta, des-
conozco en qué momento del ciclo se detiene
la célula.

A. GARCIA DE HERREROS: jHabéis estudiado al-
gun otro efector de Pl 3-K como Akt o algin
otro posterior?

P. KALIMAN: Probamos p70 S6 cinasa (p70
S6K) y vimos que la via no pasa por ahi. En
estos momentos lo estamos analizando en
Akt y pensando también, evidentemente, en
isoformas de PKC.

A. GARCIA DE HERREROS: Fibroblastos muy seme-
jantes a éstos pueden diferenciarse hacia adi-
pocitos si son tratados de otra manera, con
un estimulo en el que interviene el IGF-I. ;Ha-
béis estudiado si esta ruta esté involucrada
tanto en la diferenciacion hacia la célula mus-
cular como hacia el adipocito?

P. KaLIMAN: La verdad es que no es exactamen-
te comparable la via de diferenciacion adipo-
génica. Se ha descrito que la p70 S6K es im-
portante para la via adipogénica, pero no para
la miogénica. También hay que pensar que
en la diferenciacion de adipocitos se induce
con insulina, por ejemplo. Hay algunos pun-
tos en comun, como el caso de la Pl 3-K, que
sf que se ha visto implicada en la adipogéne-
sis.

A. GARcIA DE HERREROS: ;Hay algun elemento
que puedas caracterizar que esté involucrado

también en la diferenciacion de fibroblastos
hacia adipocitos?

P. KaLimAN: Por el momento centramos nuestro
estudio en la miogénesis.

F. MAvor: Es realmente sorprendente que la
via Pl 3-K sea la Unica responsable de todo el
programa de diferenciaciéon cuando realmen-
te estos receptores son capaces de poner en
marcha simultaneamente varios procesos. En
relacion con esto, ;habéis observado si algin
otro receptor en estos tipos celulares que
también estimule Pl 3-K produce el mismo
efecto de diferenciacion?

P. KALIMAN: La verdad es que no hemos esti-
mulado estas células con ningin otro agente
diferenciador, porque estamos analizando el
mecanismo desde una 6ptica mas fisiologica,
que es a través del receptor IGF-I. Pero lo
que esta claro es que la Pl 3-1 es esencial pa-
ra este proceso, puesto que si se bloguea no
se obtiene ningln tipo de diferenciaciéon mus-
cular. Lo que puede ser es que la Pl 3-K no
esté actuando solo en la via de IGF sino tam-
bién por la via de integrinas. Se sabe que la
via de integrinas es esencial para la miogéne-
sis y que los complejos macromoleculares
que se encuentran asociados a integrinas
unen también Pl 3-K. Puede que haya tam-
bién distintas isoformas de Pl 3-K implicadas.

A. GARCIA SANCHEZ: Me ha sorprendido que la
arginina mimetizase totalmente el efecto del
IGF. Para empezar, me pregunto qué isofor-
ma se esté expresando constitutivamente: ;jes
la nNOS, que es abundante en musculo es-
quelético, o es la iINOS, de la que actualmen-
te empiezan a existir evidencias de que tam-
bién se expresa constitutivamente?

P. KaLMAN: Si, a nosotros también nos sorpren-
di6. En el musculo esquelético se expresan
las tres isoformas constitutivas de NOS. Noso-
tros observamos que con L-arginina se indu-
ce la produccion de NO y la fusiéon. Aunque
puede que no sea solo a través de iNOS, sino
de las otras NOS.

A. GARCIA SANCHEZ: Aungue sea un experimen-
to algo sucio y poco popular, ;habéis probado
el empleo de donadores?

P. KaumaNn: No podemos usarlos porque tienen
una vida media muy corta y este proceso du-
ra 4 o 5 dias. Con donadores tipo nonoatos,
que tienen una vida media més larga, no ob-
servamos ningun efecto claro.
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Sefalizacion del receptor de pancreastatina:
cross-talk con el receptor de insulina
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Introduccién

La pancreastatina (PST) es un péptido de 49
aminoéacidos con una glicina-amida en el extre-
mo carboxilo terminal, que fue aislado a partir
de péancreas porcino a finales de 19861, La
PST deriva de la protedlisis de un precursor
prohormonal, la cromogranina A (CGA), una
glucoproteina muy abundante en el granulo de
secrecion cromafin, pero que también esta
presente en la mayoria de los granulos de se-
crecién de células neuroendocrinas?3. En los
islotes de Langerhans, la PST se localiza tanto
en las células B, productoras de insulina, como
en las células 9, productoras de somatos-
tatina?, y en las células a, productoras de glu-
cagonf. Ademas, la CGA puede sufrir su pro-
cesamiento proteolitico fuera de la célula, en el
espacio extracelular, tras su secrecion, asi co-
mo en la circulacion periférica’:8. Puesto que
la mayoria de la CGA circulante se origina en
tejido cromafin, este origen debe ser la princi-
pal fuente indirecta de PST, mientras que el
pancreas endocrino, el antro gastrico y las cé-
lulas neuroendocrinas del duodeno son la
fuente mayoritaria de secrecion de PST proce-
sada®10, El ADNc de CGA de rata revel6 la pre-
sencia de una secuencia PST-/ike, homdloga a
la PST porcinall-14,

La PST fue denominada asi por su accién in-
hibidora sobre el primer pico de secreciéon de
la insulina estimulada por glucosa; sin embar-
g0, se han descrito muchos mas efectos biolo-
gicos en diferentes tejidos. De hecho, su papel
como péptido regulador enteropancreatico se
ha establecido tras conocerse una serie de
efectos bioldgicos cuya actividad radica en el
extremo carboxilo terminal de la moléculal®.
Estos efectos se ejercen sobre la secreciéon
pancreéatica endocrina y exocrinal®22, |a secre-
cién géstrica?324, la liberacién de parathormo-
na2°, las concentraciones de catecolaminas2® y
la retencién de memoria?’. La PST sintética de
rata también ha demostrado tener actividad

biologica en diferentes tejidos28-30. En el higa-
do de rata hemos encontrado que la PST po-
see un efecto glucogenolitico comparable al
ejercido por el glucagén3l32, Este efecto fue
confirmado en hepatocitos aislados de rata,
donde resultd ser dependiente de la presencia
de calcio en el medio de incubacion, e inde-
pendiente de la produccién de AMPc33. Ade-
mas, encontramos que la PST incrementa la
concentracion de calcio libre citosoélico, au-
mentando tanto la salida de los depésitos intra-
celulares como la entrada de calcio extracelu-
lar34. Por otra parte, comprobamos que la PST
inhibe la sintesis de glucégeno estimulada por
insulina en hepatocitos aislados de rata3®.

Recientemente hemos encontrado otro efec-
to contrarregulador de PST, esta vez sobre la
accion de la insulina sobre otra célula diana, el
adipocito de rata3®. La PST inhibe la captacion
de glucosa y la liberacion de lactato estimulada
por insulina. La lipogénesis también se ve inhi-
bida por la PST aunque con menor eficacia. La
PST tiene un efecto lipolitico sobre el adipocito
aislado que es inhibido totalmente por la insuli-
na3f. Por contra, la PST estimula la sintesis
proteica, tanto basal como estimulada por in-
sulina en los adipocitos aislados de rata3®. En
definitiva, hemos encontrado una nueva acciéon
endocrina de PST con un posible papel fisiold-
gico en la regulacion del metabolismo del tejido
graso y con posibles implicaciones en procesos
fisiopatolégicos como la obesidad y otros sin-
dromes con resistencia a la insulina.

La accion inhibitoria de PST sobre la secre-
cién endocrina y exocrina en general condujo a
la idea de que la PST podria desempefiar un
papel en la regulacion fina de la secrecion tan-
to autocrina como paracrina y endocrina. Sin
embargo, la estrecha relacion de la PST con el
tejido cromafin, y los efectos observados en el
higado y en el tejido adiposo, sugieren un pa-
pel como péptido contrarregulador de la insuli-
na. Asi, la PST actuarfa en conjuncién con las
catecolaminas en la regulacion del metabolis-
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mo de la glucosa3”38 y los lipidos3®, inhibiendo
tanto la secrecion de insulina como su accion
sobre el hepatocito y el adipocito. Este efecto
sinérgico con el de las catecolaminas podria
ser Util en condiciones fisiolégicas, como la res-
puesta al estrés (p. ej., producido por la hipo-
glucemia) (fig. 1). Por otro lado, los efectos de
PST inhibiendo la secrecion y la accion de la
insulina han llevado a la hipétesis reciente que
atribuirfa un papel a la PST en la resistencia a
la insulina37-38. Asi, la diabetes tipo 2 se carac-
teriza por una secrecion inapropiada de insuli-
na y resistencia a la misma3°. De hecho, se
han encontrado valores elevados de PST circu-
lante en la diabetes tipo 2, en la hipertensién y
en la diabetes gestacional, donde parece corre-
lacionarse con las catecolaminas®®43. Si bien
la resistencia a la insulina parece preceder al

incremento en los valores de PST o de cateco-
laminas en la hipertension esencial**, estas
hormonas contrarreguladoras podrian empeo-
rar el sindrome de resistencia a la insulina.

A pesar de todas las acciones descritas aun
no se conocen los mecanismos precisos por
los que la PST ejerce tantos efectos biolégicos.
Durante los ultimos afios nos hemos interesado
en el estudio del sistema de sefalizacion de
PST en el hepatocito. Por tanto, vamos a cen-
trarnos en revisar nuestro trabajo sobre la se-
fializacion de PST en el higado®.

Receptores de pancreastatina
en las membranas hepaticas

Aunque se han descrito multiples efectos
biolégicos de la PST inhibiendo la secrecion

Higado

|

Pancreas

*

+ Glucemia
+ _

Sistema nervioso
simpatico

[

Médula adrenal

— - =

PST

psT |

Tejido adiposo

PST

v

Fig. 1. Modelo del papel fisiologico de la pancreastatina (PST). Una sefal de estrés (hipoglucemia) aumenta la
actividad simpatica, secretandose catecolaminas junto a la cromogranina A (CGA). La PST derivada de CGA inhi-
be la secrecion y accion de la insulina en el higado y en el tejido adiposo, estimula la glucogendlisis hepatica e
inhibe la captacion de glucosa en el adipocito, lo que llevaria la glucemia a valores de normalidad, a la vez que la
actividad simpatica se inhibe, autolimitandose. Por otro lado, la PST producida en el pancreas o en el sistema
gastrointestinal puede contrarregular la accion de la insulina; +: estimulacion; —: inhibicion.
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exo y endocrina, la presencia de receptores en
tejidos secretores no ha sido aun descrita. De
hecho, una de las pruebas para demostrar el
caracter endocrino de un péptido es la presen-
cia de receptores especificos en la membrana
plasmética de la célula diana.

En este sentido, hemos encontrado recepto-
res especificos para PST de alta afinidad en
membranas de hl’%ado de rata%. Empleamos
PST marcada con 12°| para estudiar la caracte-
rizacion funcional de los receptores de PST.
Este estudio sugirié6 que el higado de rata pre-
sentaba receptores especificos y de alta afini-
dad para PST. Asi, la unién del ligando era
muy dependiente de la estructura de la PST.
Por tanto, PST de otras especies con poca ho-
mologia estructural (porcina o humana) pre-
sentaron muy baja afinidad en los estudios de
desplazamiento del radioligando. El receptor de
PST parecia ser una glucoproteina monoméri-
ca funcionalmente acoplada a algin sistema
de proteinas G, ya que la unién era muy sensi-
ble a nucleédtidos de guanina, y podia adsor-
berse con diferentes lectinas#®. Estos resulta-
dos hacen pensar en un receptor de 7 domi-
nios transmembrana acoplado a las proteinas
G. El andlisis de la unién en condiciones de
equilibrio indicaba la presencia de una Unica
clase de sitios de unién, con una B de 15
fmol/mg de proteina y una K, de 0,2 nM. Estos
valores se corresponden bastante bien con la
EDg, observada para los efectos de PST en los
hepatocitos3334, y son comparables a los de la
mayoria de receptores de péptidos, y lo que es
mas importante, los valores eran compatibles
con las concentraciones circulantes de PST4/,
lo que refuerza la idea de un papel fisiolégico
de PST como un regulador del metabolismo de
la glucosa.

Recientemente, hemos conseguido solubili-
zar receptores de PST a partir de membranas
hepéticas en un estado funcional y acoplados a
proteinas G, como comprobamos al realizar la
caracterizacion funcional de los receptores so-
lubles#8. Asf, obtuvimos resultados compara-
bles a los observados previamente en membra-
nas particuladas, con una By,x de 14 fmol/mg
de proteina, una K de 0,3 nM y una sensibili-
dad similar a los nucleétidos de guanina. La
caracterizacion molecular del receptor soluble
de PST por medio de filtracion en gel Sep-
hacryl S-300 y cross-linking con radioligando
reveld dos componentes: un pico de 80 Kp co-
rrespondiente al receptor y otro de 170 Kp
compuesto de la asociacion del receptor con
una proteina G. Esta proteina G debe pertene-

cer a la familia de Gag ya que fue reconocida
con anticuerpos especificos en el immunoblot
de las fracciones cromatogréaficas correspon-
dientes al componente de 170 Ky%8.

También hemos conseguido, gracias a su
naturaleza glucoproteica, purificar parcialente
el complejo receptor-proteinas G por medio de
cromatografia de adsorcion a lectinas (lectina
del germen de trigo)8. Este es un primer paso
importante hacia la purificacion definitiva que
llevara a la secuenciacion y clonacion del re-
ceptor.

Seializacién del receptor
de la pancreastatina

Una vez que habiamos encontrado el efecto
biolégico de la PST sobre el higado nos intere-
s6 estudiar su sefializacion en el hepatocito®.

Pronto observamos que el efecto glucogeno-
litico de la PST era independiente de AMPc pe-
ro muy dependiente del calcio33. M4s atn, ob-
servamos que la PST incrementaba el calcio li-
bre citosolico ([Ca2+]i), por medio de algun
mecanismo tanto sensible como insensible al
tratamiento con toxina perttsica34. Estos re-
sultados sugerian que la accion de PST estaria
mediada por un sistema efector que incluiria la
activacion de PLC. De hecho, comprobamos
que la movilizacion de [Ca2+]i estd mediada por
el incremento de IP3, a través de un mecanis-
mo insensible a toxina pertusica, mientras que
la estimulacién de la entrada de calcio extrace-
lular parece utilizar un mecanismo sensible a
toxina perttsica34. Asi, la PST incrementa la
produccion de IP3 y DAG en la membrana del
hepatocito por medio de la activacién de
PLC49:50, La estimulacién de PLC por un me-
canismo insensible a toxina pertusica sugeria
la intervencion de una proteina G de la familia
Ga,. Hay que destacar que la produccion de
DA% estimulada por PST no es equimolar, sino
mayor que la produccién de IP3. Estos resulta-
dos se explican por la actuacion de fosfolipasa
C sobre otros sustratos como la fosfatidil colina
(resultados no publicados).

Si el IP3 producido era responsable del in-
cremento en [Ca2+]i, el DAG producia una esti-
mulacioén de la actividad proteincinasa C, como
comprobamos en hepatocitos aislados®. La
funcion celular de ambas vertientes de la sefia-
lizacién derivadas del fosfatidil inositol bifosfato
es sinérgica y parece ser responsable de la ac-
cion de PST en el hepatocito.

La PST también estimula la produccion de
GMPc, por medio de un mecanismo sensible a
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toxina pertusica. El papel del GMPc en la fisio-
logia del hepatocito no se conoce. Sin embar-
g0, hemos encontrado que la producciéon de
GMPc inhibe la activacién de PLC por PST, lo
que sugiere una funcién de retroalimentacion
negativa sobre la sefializacion del receptor. El
mecanismo intimo de esta regulacion esta
siendo investigado en la actualidad.

Proteinas G acopladas al receptor de PST
en las membranas hepéticas

Los estudios del receptor de PST y su accion
en el hepatocito sugerian el acoplamiento de
proteinas G en la membrana plasmatica. Asf,
tenfamos datos indirectos de que PST estimula
una proteina G: por la sensibilidad de la union
del radioligando a nucleétidos de guanina®6:48
y por la estimulacion por PST de la actividad
GTPasa de alta afinidad en membranas hepati-
cas?. Estos resultados fueron ratificados con
estudios de unién de GTP-y-3°S en membra-
nas solubilizadas (resultados no publicados). El
tratamiento con toxina pertlsica de las mem-
branas hepaticas so6lo inhibia parcialmente
(15%) tanto la union de GTP como la actividad
GTPasa estimulada por PST. Esto sugeria que
el sistema principal de transduccién del recep-
tor de PST perteneceria a la familia de protei-
nas Gaq, la cual es uno de los principales acti-
vadores de PLC de membrana (PLC-b). Por
otra parte, el sistema de sefializacion sensible a
toxina pertusica parece pertenecer a la familia
Ga;; , (resultados no publicados), y seria el
responsable del acoplamiento con la activacion
de guanilato ciclasa, aunque el mecanismo
preciso de esta activacion es objeto de estudio
en la actualidad.

El siguiente paso fue, por tanto, investigar la
naturaleza de esta interaccion receptor-protei-
na G por medio de anticuerpos especificos, uti-
lizando diferentes abordajes. El efecto de PST
incrementando la unién de GTP y la actividad
GTPasa fue blogqueado de forma especifica por
anticuerpos contra Ga,;;, y en menor medida
por anticuerpos anti-Ga,; ,, 1o que demuestra
el acoplamiento funcionall'del receptor de PST
con un doble sistema de proteinas G, pertene-
cientes a las familias Gag11 y Gajy 2 ! Estos
resultados coincidian con ?os obtenidos por im-
munoblot en la cromatografia de exclusién en
gel?®, en los que se observaba la coelucion del
receptor con la proteina Ga,; formando un
complejo de 170 kD. Esta asociacion fisica se-
lectiva fue comprobada por la presencia de
Gag,p; en semipurificado de receptor de PST
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por cromatografia de adsorcion a lectina de
germen de trigo. Por otro lado, la inmunopreci-
pitacion de Ga,,;; coprecipito al receptor de
PST, como se dedujo de la actividad de unién
de PST al inmunoprecipitado®!. Estos resulta-
dos demostraban definitivamente el acopla-
miento fisico entre el receptor y la proteina
GO

Finalmente, el acoplamiento del receptor de
PST con el sistema efector PLC fue bloqueado
por el anticuerpo contra Gag1, 1o que sugiere
que una proteina G de la familia de G, es
efectivamente el mediador de la sefial desdle el
receptor de PST a la activacion de PKC en las
membranas de higado de rata.

Para discernir qué subunidad Ga especifica
mediaba la activacion de PLC por PST emplea-
mos anticuerpos especificos contra Go, y Gaqg
(cedidos generosamente por el Prof. (john H.
Exton, Vanderbilt University School of Medici-
ne, Nashville, TN), ya que ambas subunidades
estan presentes en las membranas hepéticas.
Este estudio revel6 que es selectivamente Gay;
la proteina que media la activacién de PLC por
PST, y no la homologa chq52.

El receptor de PST activa la isoenzima
fosfolipasa C-33

Puesto que PST estimula la actividad PLC en
membranas hepéticas, era de suponer que la
isoenzima efectora de esta accién seria PLC-3
(PLC-y es citosdlica y s6lo se asocia a proteinas
tirosin fosforiladas de la membrana en res-
puesta a la sefializacion por tirosincinasas).

Sin embargo, hay cuatro isoformas de PLC-3
descritas hasta el momento, y tres de ellas es-
tan presentes en las membranas de higado de
rata (B1, B2 y B3). Solo PLC-B4 (especifica de
tejido nervioso) esta ausente en las membra-
nas hepaticas. Por tanto, utilizamos anticuer-
pos especificos contra las 3 isoenzimas de
PLC-B presentes en el higado de rata. Encon-
tramos que sélo anti-PLC-B3 fue capaz de blo-
quear la accién de PST%2, Por tanto, estos da-
tos sugieren que PLC-B3 media la respuesta
del receptor de PST en el hepatocito.

La pancreastatina inhibe la sefalizacion
del receptor de la insulina

Muy recientemente hemos estudiado el efec-
to de la PST sobre la sefializacion del receptor
de insulina en las células derivadas de hepato-
ma de rata HTC®3. La PST inhibe de forma de-
pendiente de la dosis la autofosforilacion del
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Fig. 2. Modelo del mecanismo de accion de la pancreastatina (PST). La PST se une a su receptor en la membra-
na del hepatocito y activa los sistemas de transduccion de proteinas G. Una proteina G (Ga ;) insensible a toxina
per[us:ca (PT) activa la PLC-B3 produciendo IP3 y DAG, que activan PKC y proteincinasas dependientes de cal-
cio, que median el efecto metabdlico. La PKC puede fosforilar el receptor de insulina e inhibir su actividad. Otra
proteina G sensible a toxina perttsica (Ga i, ») media la produccion de GMPc, que sirve para inhibir la sefial de

PLC autolimitandose la accion de PST.

receptor de la insulina. Ademas, PST también
inhibe la tirosin-fosforilacién de los sustratos
del receptor de insulina en células HTC, IRS-1
y p62%457  asf como su asociacién con p85, la
subunidad reguladora de fosfatidilinositol-3-ci-
nasa (PI3K). La PST incluso bloqueé la activa-
cion de la cinasa de S6, una enzima de la par-
te final de la cascada de sefializacion del re-
ceptor de la insulina®8. Finalmente, todos estos
efectos inhibitorios de PST sobre la sefializa-
cion de la insulina se previnieron con inhibi-
cion farmacolégica de PKC (con estaurospori-
na). Esto sugeria que el efecto contrarregulador
de PST estaria mediado por fosforilacion del re-
ceptor de insulina por la PKC activada, lo que
fue demostrado por immunoblot con anticuer-
pos antiserina y antitreonina de immunopreci-
pitado antirreceptor de la insulina®3. De nuevo,
este efecto de fosforilacion del receptor de la
insulina pudo ser bloqueado por estaurospori-
na. En definitiva, estos resultados sugieren que
la PST ejerce su efecto antiinsulina interrum-

piendo la sefializacion temprana del receptor
de insulina como consecuencia de la activa-
cion de PKC. La subunidad especifica de PKC
que es activada por la estimulacioén con PST y
que serfa responsable del cross-talk es objeto
de investigacion en la actualidad.

Conclusiones

En la figura 2 se resumen nuestros conoci-
mientos acerca del mecanismo de accién de la
PST en el hepatocito. Sabemos que existe un
receptor especifico en la membrana plasmatica
(probablemente de 7 dominios transmembra-
na), cuya estructura se dilucidara tras su puri-
ficacion y clonacion. Hemos observado que
el receptor de PST es una glucoproteina de
80 Ky acoplada a dos sistemas de transduc-
cién: uno bien conocido, insensible a toxina
pertusica, probablemente la proteina Ga,,
que acopla el receptor con la PLC de membra-
na (PLC-B), y més especificamente con la PLC-
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3. La activacion de PLC produce IP3 respon-
sable del incremento en [Ca2+]i, y DAG que es
responsable de la activacion de proteincinasa
C. Estas dos vias son probablemente responsa-
bles de la accion de PST sobre el metabolismo
de la glucosa en el hepatocito. Ademés, la acti-
vidad PKC interviene en el mecanismo
molecular de contrarregulacion de la insulina,
fosforilando su receptor en restos de serina y
treonina y, por ello, inhibiendo la actividad tiro-
sincinasa del receptor de insulina. Por otro la-
do, existe un sistema de proteinas G sensible a
toxina pertusica (Gay »), responsable del incre-
mento en las concentraciones de GMPc. Sin
embargo, el mecanismo por el cual el receptor
de PST activa una guanilato ciclasa y cémo es-
te sistema contrarregula la actividad PLC es
motivo de trabajo en la actualidad, y de sus re-
sultados podremos obtener nuevas conclusio-
nes respecto a estos sistemas de transduccion
de membrana.
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A. Zorzano: ;Como se regulan las concentra-
ciones circulantes de pancreastatina (PST), y
se correlacionan con el estado de sensibilidad
insulinica in vivo? En segundo lugar, los efec-
tos de la insulina en las células adiposas no
son muy evidentes, ;depende tal vez de que
habéis estado trabajando con animales de
una determinada edad? Por ultimo, la incuba-
cion en presencia de PST disminuye la capta-
cion basal de 2-deoxiglucosa; ;habéis estu-
diado la abundancia de GLUT-1 en estas
condiciones?

V. SANCHEZ MARGALET: Empezando por el final,
no lo hemos estudiado, aunque parece que
efectivamente puede inhibir tanto el transporte
de 2-desoxiglucosa como la presencia de
GLUT-4 en la membrana. Por otro lado, y co-
mo tl comentas, la sefial de insulina no es tan
buena como seria deseable, puesto que las
ratas en cuanto pesan mas de 180 g no res-
ponden practicamente a la insulina y las muy
pequefias no responden a PST. Nosotros tra-
bajamos con animales entre 5y 6 semanas de
vida, que pesan unos 150-180 g. Respecto a
las concentraciones circulantes de PST, nor-
malmente se correlacionan muy bien con las
concentraciones de catecolaminas. La misma
célula B secreta PST, pero proporcionalmente
es muy superior la secreciéon de insulina.
Cuantitativamente, las concentraciones circu-
lantes dependen mucho de la regulacién por
el sistema simpético, de modo que la cromo-
gramina A que se secreta madura por el siste-
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ma nervioso simpatico se puede degradar a
PST, constituyendo la fuente fundamental
de PST. Aunque no esta demostrado, nuestra
hipétesis es que las concentraciones de PST
pueden aumentar en situaciones de estrés y
cuando se incrementa la actividad simpatica.
Creemos que el papel fisiopatolégico de este
aumento podria estar de alguna manera rela-
cionado con la resistencia a la insulina, puesto
que hemos hallado aumentos del péptido en
sindromes de resistencia a la insulina en pa-
cientes hipertensos y en diabéticas gestacio-
nales. Aunque postulamos una participacion
del péptido, esta claro que el sindrome de re-
sistencia a insulina es aparte del efecto que
pueda tener este péptido sobre la resistencia a
insulina. En este sentido, seleccionamos una
serie de hipertensos resistentes a la insulina
en quienes detectamos un aumento en las
concentraciones de PST. Posteriormente ob-
servamos que la mayoria de los hijos (con una
media de edad de 20 afios) de estos indivi-
duos y que no presentaban hipertension arte-
rial, eran ya resistentes a la insulina, pero sin
embargo tanto sus concentraciones de cate-
colaminas como de PST eran completamente
normales. Por tanto, probablemente la PST
tenga un papel potenciandor de la accion de
las catecolaminas, y éstas tengan, a su vez,
un efecto inhibidor sobre la accién de la insu-
lina.

A. GARciA DE HERREROS: El hecho de que el re-
ceptor de insulina se inactive es una evidencia
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bastante circunstancial de que la PKC cinasa
esté siendo activada, ya que otras cinasas
también pueden hacerlo. ;Disponéis de mas
evidencias sobre la activacion de la PKC cina-
sa? En segundo lugar, observéis que la insuli-
na potencia la sintesis de proteinas en lugar
de bloquearla. Generalmente se considera
que estos incrementos de sintesis son media-
dos por la via de la activacion de S6 cinasa.
;No te resulta curioso que se observe inhibi-
cién o potenciacion en funcion de la célula?

V. SANCHEZ MARGALET: Por requerimiento de
unos referees, en este momento estamos es-
tudiando otras evidencias de activacién de la
PKC en esta linea, ya que Unicamente dispo-
niamos de datos en hepatocito aislado de ra-
ta. Por los trabajos publicados, suponemos
que las subunidades especificas que median
esta fosforilacion de receptores de insulina
probablemente seran a o 3,. Con referencia a
tu pregunta del efecto sobre sintesis de pro-
teinas, existen antecedentes de hormonas li-
politicas que aumentan la sintesis de protei-
nas posiblemente mediado por calcio. Es el
caso de la angiotensina Il y otras hormonas
dependientes de calcio que son capaces de
aumentar la sintesis de proteinas, aungque no
puedo asegurarte si lo hacen sobre tejido adi-
poso blanco o marrén.

F. Mayor: Creo que has comentado que este
acoplamiento era preferentemente por via de
all, que también observasteis cierta capaci-
dad de acoplamiento a proteinas tipo G, o al
menos sensible a toxina pertlsica y que esti-

mulaba actividad guanilatociclasa. ;Sabéis si
se trata de una activacion por via NO? Y, por
otra parte, este bloqueo por toxina pertusica
;es total o parcial?

V. SANCHEZ MARGALET: Nosotros hemos observa-
do un incremento de las concentraciones de
GMPc, pero no sabemos si esta 0 no media-
do por NO, aunque es un tema que nos inte-
resa y tenemos planificado estudiar. En cuan-
to al bloqueo por toxina pertlsica, se trata de
un blogueo total.

J.M. BAevens: ;Se han identificado receptores
de PST en el sistema nervioso central, o se
cree al menos que puedan existir?

V. SANCHEZ MARGALET: No se han identificado
receptores hasta el momento. Aunque inicia-
mos algunos estudios al respecto, los resulta-
dos fueron negativos. En la actualidad, sin
embargo, no hemos podido seguir esta linea
de investigacion.

A. GARCIA SANCHEZ: A propoésito de la formacion
de GMPc, ;sabéis si el aumento de calcio in-
tracelular es sensible a toxina pertusica?

V. SANCHEZ MARGALET: Fundamentalmente no lo
eran, ya que la sefial era mas baja pero habia
un aumento del calcio.

A. GARCIA SANCHEZ: Un posible mecanismo po-
dria explicarse por esta via. La NO sintetasa
dependiente del calcio se puede activar por
entrada de calcio o por movilizacién, y pue-
den ser sensibles a toxina pertlsica si en la
entrada de calcio o en la movilizacién esta in-
volucrada una proteina G sensible a la toxina
pertusica.
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Introduccion

La mayoria de cénceres son consecuencia
de factores genéticos y ambientales. Los facto-
res genéticos pueden explicar alrededor de un
5% de casos y el resto puede atribuirse a fac-
tores externos que actlian conjuntamente con
factores genéticos. Entre los factores externos
podemos encontrar diferentes sustancias que
pueden actuar como carcinégenos: constitu-
yentes de la dieta, contaminantes, tabaco, dro-
gas, radiaciones y agentes infecciosos!.

El cancer de colon y recto tiene una inci-
dencia de aproximadamente un 10% del total
y se ha asociado al nivel de desarrollo econé-
mico y social de la poblacion, con una distri-
bucién mas elevada en los paises occidenta-
les. Diferentes observaciones epidemiolégicas
y experimentales han relacionado el riesgo de
padecer cancer de colon con la dieta, la inges-
tiébn calérica aumentada, la actividad sedenta-
ria y el exceso de peso.

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE)
son uno de los grupos de fa&rmacos mas am-
pliamente utilizados. En la Grecia hipocrética,
la escuela médica de Cos ya utilizaba infusio-
nes de corteza de sauce (Salix Alba) para el
tratamiento de la fiebre y el dolor. El aislamien-
to de la salicilina (Buchner, 1828), la sintesis
del salicilato sodico (Kolbe, 1859) y del acetil-
salicilico (Hoffmann, 1897) lograron avances
significativos en el uso terapéutico de estos
compuestos. La identificacion de las prosta-
glandinas (Von Euler, 1934) y de la enzima ci-
clooxigenasa (Bergstrom, 1962) permitié el
hallazgo del mecanismo de accién de la aspiri-
na (Vane, 1971). Posteriormente, el descubri-
miento de nuevos AINE, prostaglandinas sin-
tetasas y las isoenzimas de la ciclooxigenasa
han aumentado las aplicaciones terapéuticas
de los AINE.

Evidencia de los AINE como agentes
antineoplasicos

Durante los ultimos afios se han encontrado
propiedades antineoplasicas de los AINE, par-
ticularmente en el tracto gastrointestinal:3.
Los datos actualmente disponibles se apoyan
en tres lineas de investigacion: estudios epide-
miolégicos, estudios en animales y observacio-
nes clinicas.

El primer estudio epidemiolégico que relacio-
naba el consumo de aspirina con la reduccion
de la incidencia de céncer colorrectal se realizé
en Australia (Melbourne Colorectal Cancer
Study), y demostré que el uso regular de aspiri-
na disminufa un 47% la incidencia en el céan-
cer colorrectal?. Posteriormente, otros estudios
epidemioldgicos obtuvieron resultados pareci-
dos, refiriendo que el uso de aspirina tenia un
efecto protector frente al cancer colorrectal®>.
Otros trabajos han correlacionado el uso de as-
pirina y la prevencion de diferentes tipos de
canceres como de mama, prostata, pulmon,
vejiga o rifdn, no encontrando resultados signi-
ficativos3©. El estudio més completo® analizo el
consumo de aspirina y la incidencia de cancer
colorrectal en 600.000 personas. La dosis in-
gerida no era del todo precisa, pero se estimé
que el riesgo relativo de cancer de colon para
los que ingerfan aspirina, 16 0 mas veces al
mes, era de 0,60 para los varones y de 0,58
para las mujeres. Por contra, el uso de parace-
tamol no variaba la incidencia. El seguimiento
de esta poblacion demostré también una dis-
minucion de los canceres de eséfago, estoma-
go y recto, ademas del de colon. La reduccién
del riesgo de céancer era dependiente de la do-
sis y aumentaba en aquellas personas con mas
afios de tratamiento.

Diferentes AINE como aspirina, indometaci-
na, sulindaco o piroxicam han demostrado ser
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inhibidores del crecimiento de tumores de co-
lon inducidos por carcinogénesis quimica’®, y
se han utilizado también en el tratamiento de
adenomas de colon y recto en humanos!0-12.
Aungue conocemos que estos farmacos inhi-
ben la enzima ciclooxigenasa, se desconoce
cual es el mecanismo molecular de este efecto
beneficioso sobre el cancer colorrectal.

Mecanismos

El desarrollo de nuevas estrategias para pre-
venir y tratar el cancer resulta muy importante.
Los AINE aparecen como farmacos de posible
utilidad terapéutica para la prevencion y el tra-
tamiento antineopldsico, aunque sus efectos
adversos requieren el desarrollo de pautas far-
macolodgicas seguras. Para ello es necesario
conocer los mecanismos moleculares a través
los cuales los AINE ejercen su accion. Los
estudios realizados se han centrado en tres
areas distintas: a) activacioén de carcinégenos

a través de la enzima ciclooxigenasa; b) inhibi-
cion de la proliferacion celular, y ¢) induccion
de apoptosis.

Activacion de carcinogenos

Numerosos trabajos han relacionado la inhi-
bicion de la enzima ciclooxigenasa (COX) con
la iniciacion de la carcinogénesis a través de
diferentes mecanismos. Uno de ellos es acti-
var carcinégenos contaminantes, téxicos o in-
geridos con los alimentos.

Los productos que se obtienen del metabo-
lismo del &cido araquidonico (20 carbonos)
como las prostaglandinas, tromboxanos y aci-
dos 15-hidroxieicosatetranoicos (HETE), se
denominan eicosanoides, derivado del griego
€lkoal que significa 20. Estos productos par-
ticipan en procesos como la inflamacion, la
ovulacién, la modulacién de la respuesta in-
mune o la mitogénesis. El control de la sinte-
sis de estos metabolitos es muy importante

Fosfolipasas
Fosfolipidos >
Ciclooxigenasa
Peroxidasa
Peroxidasa
Activacion
carcindgenos

Araquidénico

i )
PGG,
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PGH,
C,
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Radicales oxigeno
MDA

v

Prostaglandinas

Fig. 1. Reacciones de la ciclooxigenasa.
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en la regulacion de todos estos procesos, y
existen diferentes y posibles enzimas regula-
doras. El primer punto de control se produce
en la liberacion de acido araquidoénico de los
fosfolipidos de la membrana y es catalizado
por la fosfolipasa A,. Esta enzima puede in-
ducirse por accion de diferentes estimulos
(factores de crecimiento, citocinas, leucotrie-
nos, histamina, trombina, etc.) y sintetizar se-
flales que pueden modular diferentes proce-
sos celulares.

Una vez el acido araquidénico se libera de
los fosfolipidos de las membranas, puede ser
metabolizado: a) por la COX, dando prosta-
glandinas y tromboxanos!3; b) por las lipooxi-
genasas que forman HETE, con la posterior
sintesis de leucotrienos y lipoxinas!4, o ¢) por
la citocromo P450 monooxigenasa, que gene-
ra 4cidos epoxieicosatrienoicos!®. Cada una de
estas vias da lugar a diferentes productos. La
ciclooxigenasa tiene dos actividades cataliticas
diferentes. Una es la ciclooxigenasa, que cicla
y oxigena el acido araquidénico formando
PGG,, y otra la peroxidasa que reduce PGG,
para formar PGH,. La actividad peroxidasa po-
see una menor especificidad y puede también
reducir otros sustratos, como fenoles, aminas
aromaticas o pesticidas (fig. 1). Se han descri-
to numerosos ejemplos de carcindégenos acti-
vados por la enzima COX y que pueden unirse
y modificar el ADN16. Ademds, esta actividad
puede generar malondialdehido (mutédgeno y
carcinégeno) y radicales perdxido que pueden
estar implicados en la iniciaciéon de la carcino-
génesis. Ambas actividades pueden estar im-
plicadas independientemente en otras reaccio-
nes y ser inhibidas por diferentes sustancias.
Finalmente, a partir de PGH,, diferentes sinte-
tasas catalizan la formacion de prostaglandi-
nas.

La enzima COX existe en dos formas isoen-
zimaticas: COX-1 y COX-2, que difieren entre
si en la regulacion de su expresion, su distri-
bucién tisular y su localizacion celularl?:18. La
isoenzima COX-1 se expresa constitutivamente
y algunos estudios indican que puede ser res-
ponsable de la produccién de prostaglandinas
en el reticulo endoplasmatico, que posterior-
mente saldréan de la célula para actuar sobre
receptores de la membrana celular. En cam-
bio, la expresion de COX-2, caracterizada el
afio 1989 por Simmons et al'9, es inducible y
regulada por estimulos especificos!?:18:20.21,
Los factores de crecimiento y promotores tu-
morales inducen la expresion de COX-2 en fi-
broblastos, lo que apoya la hipétesis de que la

isoenzima COX-2 estd implicada en la mitogé-
nesis22, COX-2 seria responsable de la sintesis
aumentada de prostaglandinas en respuesta a
diferentes citocinas, factores de crecimiento y
mitégenos, teniendo un papel clave en los pro-
cesos inflamatorios (fig. 2).

Las citocinas IL-4 y IL-10, y los glucocorti-
coides bloguean su expresion, accion que per-
mite explicar explicar parte de los efectos an-
tiinflamatorios de estas sustancias. Su localiza-
cion en la membrana nuclear ha sugerido un
papel importante en la proliferacion inducida
por diferentes factores de crecimiento a través
de la sintesis de prostaglandinas dirigidas al
nucleo de la célula con funciones modulado-
ras de la diferenciacion, replicacion o muerte
celular!®2l Se han sugerido posibles efectos
de los productos de COX-2 nucleares puesto
que diferentes prostaglandinas pueden funcio-
nar como ligandos para los receptores activa-
dos del proliferador peroxisomal nuclear
(PPAR)23:24,

Inhibicion de la proliferacion celular

Otro mecanismo a través del cual los AINE
pueden afectar a la génesis de tumores puede
ser a través del metabolismo del 4cido araqui-
donico, los productos del cual se encuentran
implicados en la carcinogénesis2®. Los tumores
de colon humanos?®, asi como los obtenidos
en modelos animales2’, producen cantidades
aumentadas de prostaglandina E, (PGE,). Este
aumento de PGE, en las células intestinales
estimula su proliferacion y seria consecuencia
de un incremento de la actividad ciclooxigena-
sa. Esto plantea la cuestion de cuél de las iso-
enzimas de la COX (COX-1, isoenzima constitu-
tiva o COX-2, isoenzima inducible) es respon-
sable de este aumento. Resultados de estos
Ultimos afios nos indican que la expresion de
COX-2 estéd aumentada en los canceres colo-
rrectales, sin que se encuentren variaciones
significativas de COX-128. La concentracion de
PGE, esta aumentada en los adenomas de co-
lon humanos28, en el colon de ratas expuestas
a carcindgenos82’ y en los ratones Min que
poseen una mutacién dominante en el gen su-
presor tumoral APC (Adenomatous Polyposis
Coli), que también estd mutado en la poliposis
adenomatosa familiar humana (FAP), que pro-
duce adenomas gastrointestinales a los 3 me-
ses de edad?®3. Este aumento de PGE, en las
células intestinales seria consecuencia de un
incremento en la actividad ciclooxigenasa.
También en las células epiteliales neoplasicas
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Fig. 2. Isoenzimas de la ciclooxigenasa.

del intestino de los ratones Min se han detecta-
do concentraciones aumentadas de proteina y
ARNm de COX-2. En cambio, no se encuen-
tran variaciones significativas de COX-1 en to-
dos estos modelos. Ademas, se han publicado
resultados en los que se refiere que la incuba-
cion de células derivadas de cancer de colon
con inhibidores selectivos de COX-2 inhibe su
crecimiento?’:3L. Estos resultados sugieren que
algun factor favorece la sobreexpresion de
COX-2 en estas células, siendo su papel esen-
cial en la produccion aumentada de PGE,.

Uno de los mecanismos propuestos para ex-
plicar el efecto antitumoral de aspirina y otros
AINE es la modulacion de la proliferacion celu-
lar. Para estudiar este efecto hemos utilizado
el cultivo de fibroblastos Swiss 3T3 de ratén,
ya que es un modelo muy Util para identificar
los factores extracelulares que regulan el cre-
cimiento y conocer las sefiales y fenémenos
moleculares que conducen a la mitogénesis.
Estas células pueden mantenerse quiescentes
en la fase Gy-G; del ciclo celular en un medio
libre de factores de crecimiento exégenos. La
adicién de suero fresco o de determinados
factores mitogénicos induce la sintesis de ADN
y su division. Este es uno de los sistemas celu-
lares en que mejor se han estudiado los meca-
nismos a través de los cuales los factores de
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crecimiento, generando sefiales intracelulares,
inducen la division celular.

La adicion de aspirina o indometacina a los
cultivos de fibroblastos Swiss 3T3 inhibe signifi-
cativamente la sintesis de ADN inducida por
los factores de crecimiento bombesina y PDGF
(platelet-derived growth facton32. La aspirina, a
dosis inferiores a 1 mM, sélo inhibe la accién
mitogénica de factores de crecimiento que li-
beran acido araquidonico, el sustrato de COX,
y el efecto antiproliferativo de aspirina se puede
revertir con PGE, exogena, el derivado mayori-
tario de la via de COX en estas células. Estos
resultados indican que la accion antiproliferati-
va de la aspirina, a dosis bajas, es a través la
inhibicion de COX. La explicaciéon mas simple
para comprender estos resultados es que PGE,
y/o otros eicosanoides derivados de la PGH,
participan en las vias de transduccién de sefia-
les estimuladas por PDGF y bombesina, poten-
ciando alguna de las vias conocidas o bien ac-
tivando nuevas vias no identificadas implicadas
en la sintesis del ADN. También es posible que
las sefales inducidas por PGE, actien mante-
niendo mas tiempo las sefiales inducidas por
PDGF y bombesina (fig. 3).

Concentraciones de aspirina mas altas
(5 mM) inhiben totalmente la accion mitogéni-
ca de concentraciones de PDGF saturantes.
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Existen tres argumentos que indican que este
efecto a dosis altas de aspirina no es mediado
por inhibicién de COX: a) 5 mM de aspirina in-
hiben también el efecto mitogénico de EGF vy
insulina, los cuales no inducen liberacién de
acido araquidonico; b) el efecto inhibidor de
aspirina (5 mM) en la mitogénesis estimulada
por PDGF no es contrarrestado por PGE, ex6-
gena, y ¢) la curva dosis-respuesta de aspirina
para inhibir la sintesis de ADN es bifasica, lo
que sugiere dos mecanismos diferentes. EI me-
canismo de inhibicién de la proliferacion celu-
lar independiente de COX, a concentraciones
de aspirina superiores a 2 mM, se desconoce.

Apoptosis

Las células epiteliales intestinales estan pro-
gramadas para dividirse y diferenciarse en el
proceso que las conduce desde las criptas a la
superficie del intestino. El nimero de células
depende de la capacidad de proliferacion, di-
ferenciacion y de la velocidad de muerte indu-
cida por la apoptosis. Cualquier alteracion en
este proceso puede dar lugar a su acumula-
cion y a la formacién de pdlipos y tumores. El

mecanismo de muerte celular programada es
el caracteristico de las células epiteliales intes-
tinales y es progresivamente inhibido durante
el desarrollo del céancer colorrectal. La induc-
cion de apoptosis podria ser uno de los meca-
nismos de accion de los AINE. Se ha demos-
trado que sulindaco, sulindaco sulfuro, aspiri-
na, indometacina, naproxeno, piroxicam vy
salicilatos inducen apoptosis en células deriva-
das de céncer de colon.

Elder et al®3 demostraron que los salicilatos
producian una parada del ciclo celular en la fa-
se Gy-G; y también inducian apoptosis en dife-
rentes lineas celulares. En los ultimos afios se
ha comprobado que la sobreexpresion de COX-2
en las células intestinales puede inducir carac-
teristicas que aumenten el potencial tumorigé-
nico3435 incluyendo disminucion del proceso
de apoptosis y de expresion de ciertos recepto-
res de factores de crecimiento y moléculas de
adhesion. La apoptosis es un mecanismo basi-
co para mantener un rapido recambio del epi-
telio intestinal y una disminucién de la activi-
dad apoptética puede resultar en una supervi-
vencia aumentada de las células anormales.
Este es uno de los mecanismos que explicarian
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Fig. 3. Mecanismo de inhibicién de la proliferacion celular.
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la acumulacion de células del epitelio y la for-
macién de polipos y tumores. Shiff et al3® han
demostrado que diferentes AINE reducen la
proliferacion, aumentan el nimero de células
en fase Gy-G; e incrementan también el proce-
so de apoptosis. En este sentido, se han publi-
cado resultados en los que se ha comunicado
que sulindaco sulfuro, sulindaco sulfona y as-
pirina inducen apoptosis en células de carcino-
ma de colon humano HT-2936:37. El mecanis-
mo responsable de este efecto apoptdsico de
los AINE no esta claro, aunque se ha descrito
que la sobreexpresion de COX-2 en células epi-
teliales intestinales de rata inhibe la apoptosis y
que ésta se puede restablecer administrando
inhibidores de COX-234,

El ratébn Min es un modelo animal de tumo-
rogénesis intestinal que se parece a la forma
de FAP. Los individuos con FAP tienen una
mutacion en un alelo del gen APC que les pro-
duce adenomas intestinales multiples después
de una mutacion soméatica o de la pérdida del
segundo alelo. Se ha observado que las células
intestinales alteradas de los ratones Min, con el
gen APC mutado, tienen una apoptosis dismi-
nuida, pero si se les administran AINE (sulin-
daco) recuperan la capacidad de inducir muer-
te celular programada, al mismo tiempo que
disminuye el contenido de COX-2 y PGE, de
estas células, lo que sugiere que el efecto so-
bre la apoptosis podria deberse a la inhibicion
de COX-2 y a la disminucién de la formacion
de PGE,*°. Por otro lado, Reddy et al’’ han
demostrado que los inhibidores especificos de
COX-2 inhiben la formacién de pdlipos en mo-
delos animales de carcinogénesis, sugiriendo
que el isoenzima COX-2 desempefia un papel
importante en este proceso. Ademas, se ha de-
mostrado también que la anulacion del gen de
COX-2 o bien el tratamiento con inhibidores se-
lectivos de COX-2 suprimen la formacion de tu-
mores en otro modelo de poliposis inducida
por la supresion del gen APC, lo que pone en
evidencia la relacion entre expresion de COX-2
y la formacién de pélipos38. En este modelo,
los adenomas han perdido ambas copias del
gen APC y sobreexpresan COX-2. La cuestion
basica es si estos dos procesos estan relacio-
nados. Se ha comprobado que en el tejido nor-
mal, préximo al adenoma, no se produce un
aumento de COX-2, lo que sugiere que la in-
duccion de esta isoenzima se produce después
de la pérdida del segundo alelo del gen APC. A
favor de esta hipdtesis tenemos que la proteina
COX-2 no se detecta en poélipos méas pequefios
de 2 mm, lo que indicaria que el tumor se ha
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iniciado antes de expresarse COX-238. No obs-
tante, otros investigadores han demostrado en
ratones Min que el epitelio préximo al tumor
tiene la isoenzima COX-2 aumentado. El meca-
nismo a través del cual COX-2 facilitaria el cre-
cimiento se desconoce, aunque se ha visto que
disminuye la respuesta apoptésica. Los datos
obtenidos de COX-2 en el cancer de colon
plantean la cuestion de si la presencia de esta
isoenzima es indispensable. La respuesta pare-
ce ser negativa. En el trabajo de Oshima et al38
se demuestra que en los ratones deficientes en
COX-2 el nimero de polipos se reduce el 86%,
pero no llega al 100%. Esto significa que hay
otras vias que favorecen la formacién de tumo-
res, independientemente de COX-2. En este
sentido, se ha descrito que la anulaciéon del
gen COX-1 en ratones Min también disminuye
el nimero de adenomas espontaneos.

Recientemente nuestro grupo ha demostra-
do que concentraciones de aspirina superiores
a 1,5 mM inducen apoptosis en células de
leucemia linfatica crénica humana a través de
un mecanismo independiente de COX y que
conlleva la activacién de caspasas®.

Conclusiones

Quedan aun muchas preguntas por resolver
sobre los posibles mecanismos de los AINE en
el control de la proliferacion celular y apopto-
sis, y también en la iniciacién, promociéon y
progresion de la transformacién neoplasica. En
los préximos afios habra que clarificar el papel
de los AINE en la inhibicion de las isoenzimas
de la COX y las moléculas relacionadas con
sus efectos, estudiando si el efecto se produce
por disminucién de los productos de las reac-
ciones catalizadas por estas isoenzimas (pros-
taglandinas PGE, o PGJ,, entre otras), por el
aumento de la concentracién de sustrato (ara-
quidoénico y ceramida) o bien por la disminu-
cion de la activacion de carcinégenos y pro-
duccién de radicales.

Un gran numero de trabajos apoyan la hipo-
tesis que la modulacion de la isoenzima COX-1
puede tener una gran importancia en la preven-
cion del cancer colorrectal. Desconocemos a
través de qué mecanismos se produce este
efecto, aunque sabemos que facilita la prolifera-
cion e inhibe la apoptosis en diferentes tipos
celulares (fig. 4). En relacion a la isoenzima
COX-2, los datos mas recientes refieren que su
expresion es un hecho temprano e importante
en el cancer de colon, lo que sugiere que los
farmacos que inhiben COX-2 deberfan ser efec-
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tivos en la quimioprevencion de este tipo de
cancer. En el futuro deberemos poder explicar
coémo se regula la expresion de COX-2, qué me-
canismos la activan en el proceso de carcinogé-
nesis, cudles son los productos relacionados
con sus efectos y a través de qué mecanismos
y, sin duda, conocer la eficacia de inhibidores
selectivos y las dosis necesarias para obtener
efectos benéficos. También debe destacarse la
posible utilizacion terapéutica de algunos AINE
en el tratamiento de diferentes enfermedades
relacionadas con la inhibicién de la apoptosis.

De acuerdo con la bibliografia actual, algunas
acciones de los AINE son independientes de la
via COX y el conocimiento de los mecanismos a
través de los cuales actian deberéa favorecer el
disefio de nuevas dianas farmacolégicas y nue-
vos enfoques diagndsticos y terapéuticos.
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M. PALACIN: ;Es posible alcanzar concentracio-
nes de 5 mM de acido acetilsalicilico en tra-
tamiento crénico con este farmaco?
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R. BARTRONS: Nosotros calculamos que las
concentraciones méaximas alcanzadas son de
1,5-2 mM, tras el empleo en tratamiento del
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acido acetilsalicilico. Se ha observado que
células leucémicas humanas entran en
apoptosis con concentraciones de 2,5 mM
de acido acetilsalicilico. Es principalmente
relevante haber podido demostrar en células
humanas, en este caso por primera vez, que
los AINE puedan ser, si no directamente, al
menos utilizados como coadyuvantes en el
tratamiento de la leucemia linfatica.

A. GARCIA DE HERREROS: Con relacion a estos
datos de muerte celular inducida por inhibi-
dores en células HT-29, ;habéis estudiado la
causa de las muertes, por ejemplo, bloguean-
do la apoptosis? ;Observais inhibicién de cre-
cimiento a dosis bajas?

R. BARTRONS: Actualmente estamos trabajando
en este tema. Puede inducirse apoptosis, de-
mostrada por fragmentacion de ADN y apari-
cion de un pico diploide en citometria, incu-
bando las células con concentraciones de
acido acetilsalicilico superiores a 2,5 mM.
Otros autores han demostrado que a concen-
traciones bajas no se observa induccion de
apoptosis. La respuesta a la segunda pre-
gunta es que puede observarse inhibicion de
crecimiento de las células incubadas en pre-
sencia de concentraciones bajas de AINE.

S. ErILL: Este efecto de la aspirina que no se
observa con otros AINE, ;se produce tam-
bién con salicilato sédico afiadido directa-
mente?

R. BARTRONS: Si que se produce. En una de las
graficas que he presentado se incluian los
resultados con salicilato sédico.

A. CELADA: ;La apoptosis se produce también
en células normales? Y, ;a través de qué via
ocurre?

R. BArRTRONS: No he presentado los datos de
estudios realizados con monocitos, en los
que observamos que se produce apoptosis y
por un mecanismo, por ahora desconocido,
mucho menos sensible tanto a salicilato co-
mo a aspirina.

J.M. BAEYENS: Aunque ya ha sido previamente
comentado, me preguntaba si podian existir

diferencias entre aspirina y otros AINE que
pudieran ser consecuencia de la capacidad
acetiladora de COX-2 y, por tanto, de la inhi-
bicion irreversible.

R. BARTRONS: En mi opiniéon deben coexistir
mecanismos de accién muy distintos. En los
estudios epidemioldgicos de prevencion car-
diovascular con el empleo de bajas dosis de
aspirina, la concentracion de farmaco que
llega al intestino es minima y no puede, por
tanto, explicar los efectos que se observan
mediante estudios in vitro. En este caso, a
bajas concentraciones, sugerimos que se
produce inhibicién de COX (1 o 2), mientras
que en otras situaciones, a concentraciones
superiores a 2 mM, se verian afectadas otras
vias de sefializacion que conducirian a la
apoptosis.

O. BULBENA: El intestino es de los pocos 6rga-
nos en donde se ha descrito que el NFk-B
esta incluso expresado en condiciones basa-
les y que existe iINOS constitutiva. Tal vez un
posible mecanismo de accién de la aspirina
pudiera estar relacionado con su efecto inhi-
bitorio sobre el NFk-B.

R. BARTRONS: Desconocemos si 80-125 mg de
aspirina pueden modificar el NFk-B intesti-
nal. En los trabajos que se han publicado so-
bre el efecto de los salicilatos sobre NFk-B
se empleaban concentraciones muy altas,
del orden de 10-20 mM. Para alcanzar estas
concentraciones en el intestino, deberian ad-
ministrarse méas de 12 g de aspirina, lo que
ningun farmacélogo se atreveria a probar.

P. KaLIMAN: Recientemente se ha publicado un
trabajo que relaciona p38 MAP-cinasa con al
apoptosis inducida por salicilatos. ;Han estu-
diado si con el inhibidor se modifica la apop-
tosis?

R. BArRTRONS: Nuestro grupo ha estudiado p38
en dos modelos distintos y no se modifica la
apoptosis, ni la MAP-cinasa tampoco. Es
probable que Ik-B esté modificada, aunque
es dificil de estudiar a través de nuestros mo-
delos experimentales.
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Introduccién

Las células estan constantemente adaptan-
dose y respondiendo a los cambios que sufre
su entorno, asi como, en organismos pluricelu-
lares, a mensajes procedentes de otras células.
La transduccion de sefiales es el proceso por el
cual el estimulo, una vez ha sido percibido por
la célula, es convertido en una sefial intracelu-
lar y enviada a todos aquellos efectores cuya
actividad es necesaria para que se produzca la
respuesta celular apropiada. El avance en el
conocimiento de las rutas de transduccién de
sefiales implicadas en procesos de prolifera-
cion y/o activacion celular en los ultimos afios
hace prever un aumento en el nimero de fren-
tes sobre los cuales se puedan ejercer accio-
nes dirigidas a controlar en este tipo de proce-
sos. Fendémenos de proliferacion celular ané-
mala e inflamacién acompafan, en ocasiones
simultdneamente, a enfermedades muy diver-
sas, algunas de ellas con una alta repercusion
social como neoplasias, artritis reumatoide y di-
versas enfermedades autoinmunes, neurode-
generativas, etc. Por esta razon, establecer es-
tos potenciales frentes de accion, asi como dis-
poner de moléculas capaces de interferirlos
especifica y controladamente, tiene un claro in-
terés farmacolégico.

La Jun N-Terminal Kinase (JNK), también
conocida como Stress-Activated Protein Kinase
(SAPK), pertenece a la familia de Mitogen-Acti-
vated Protein Kinases (MAPK) y constituye el
eslabon final de una ruta de transduccién de
sefiales inicialmente implicada en la respuesta
a citocinas y condiciones de estrés celular y, en
consecuencia, potencial candidata a participar
en la respuesta inflamatoria. La via de la JNK

Investigacion financiada por la Comisién Interministerial
de Ciencia y Tecnologfa, Plan Nacional de Salud
(SAF95-0738 y SAF98-0060). Los resultados que apa-
recen en este articulo han sido en parte publicados en
la revista Genes & Development 1997; 11: 3.351-3.364.

también ha sido involucrada en la regulacion
de otros procesos como la proliferacion, la
muerte celular programada (apoptosis) y
la morfogénesis. Este repertorio funcional de la
via de transduccion de sefiales de la JNK, con-
juntamente con otros datos que se van a discu-
tir en este articulo, la hacen especialmente in-
dicada para la busqueda de agentes de poten-
cial interés terapéutico.

La via de transduccion de sefiales de la JNK

Bajo la denominacion de JNK se engloba un
grupo de proteinas quinasas codificadas por
tres genes: jnkl, jnk2'y jnk3, a partir de los
cuales, mediante procesamiento alternativo de
los correspondientes transcritos, se generan un
total de 10 isoformas, 4 de JNK1, 4 de JNK2 y
2 de JNK3, respectivamentel2. Por una parte,
este procesamiento alternativo produce las iso-
formas correspondientes a Mr 46.000 y
55.000, que hasta el momento no han presen-
tado diferencias funcionales entre si. Por otra
parte, un segundo procesamiento alternativo
produce dos tipos de isoformas, denominadas
o y B, de los transcritos de los genes jnkl y
Jnk2, las cuales in vitro difieren en la especifici-
dad de sustrato?.

Como rasgos comunes con el resto de
MAPK, la JNK se activa por fosforilacion dual
en los residuos de tirosina y treonina de la se-
cuencia Thr-Pro-Tyr localizada en el subdomi-
nio VIII, y constituye el Ultimo paso de una cas-
cada de transduccion de sefiales en la que los
eslabones inmediatamente anteriores estéan
constituidos por otras proteincinasas denomina-
das, de forma genérica, cinasa de la MAPK
(MAPKK) y cinasa de la MAPKK (MAPKKK),
respectivamentel3. Una vez activada, la JNK se
transloca al nucleo, donde se hallan algunos de
sus sustratos (como se vera posteriormente).

Hasta el momento, se han caracterizado dos
MAPKK responsables de la activacion de la JNK
por fosforilacion dual, la SEK1/MKK4/JNKK1 y
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la MKK7/JNKK234, De ellas cabe resaltar que,
mientras MKK7 es especifica de JNK, MKK4
también puede activar a otro miembro de la fa-
milia de MAPK, la proteincinasa p384. Ademés,
en células deficientes en MKK4, la activacion
de JNK permanece refractaria Unicamente fren-
te a determinados estimulos, lo que indica que
existe una especificidad de respuesta entre
MKK4 y MKK7, y corrobora que JNK puede ser
activada por ambas enzimas#®. Se han descrito
varias MAPKKK responsables de la activacion
de MKK4 y MKK7 o, incluso, capaces de activar
la ruta de JNK de forma independiente a
éstas®. Finalmente, el repertorio de moléculas
implicadas en transducir la sefial desde el esti-
mulo extracelular a la cascada de fosforilacién
de la JNK es realmente amplio. En la actualidad
se esta dedicando un considerable esfuerzo a
definir las moléculas que intervienen en la ruta
de la JNK en condiciones fisiolégicas?®.

Se han descrito distintos mecanismos de in-
hibicion de la actividad JNK. En primer lugar, y
al igual que sucede con las otras MAPK, la
JNK activada por fosforilacion dual en Tyry Thr
puede inactivarse por accion de fosfatasas de
especificidad dual, recogidas bajo la denomi-
nacion de Ser/Thr/Tyr MAP Kinase Phosphata-
ses (MKP), cuya preferencia hacia las distintas
MAPK depende de cada isoforma en
particular’. La actividad JNK puede inhibirse, a
diferencia de otras MAPK, por su interaccion
directa con otras proteinas como la JNK Inter-
acting Protein (JIP)-1, que evita su transloca-
cién nuclear8, o el producto del gen wafl/cipl,
la proteina p21, méas conocida por su accion
inhibidora de los complejos ciclina/cg/c//'n—de—
pendent kinase (CDK) del ciclo celular®.

Regulacién de la transcripcion
por la via de la JNK

Estda ampliamente aceptado que la via de
la JNK regula la expresion génica mediante la
modulacion de la actividad de distintos factores
de transcripcion que figuran entre los sustratos
de la JNKIO. Asf, la JNK es capaz de regular la
actividad de algunos miembros de las familias
de activadores transcripcionales Jun, ATF y Ets
(c-Jun, ATF2 y Elk-1, respectivamente) me-
diante la fosforilacion de sus respectivos domi-
nios de transactivacion1®. Esta fosforilacién es
un requisito para la interaccion de estos activa-
dores transcripcionales con otras moléculas
coactivadoras, como la CREB-binding protein
(CBP) o la p300, necesarias para activar la
transcripcion génicall. Estos coactivadores son
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capaces de modificar la estructura de la cro-
matina in situ mediante la acetilaciéon de las
histonas, y/o de reclutar moléculas con dicha
actividad histona-acetil-transferasa como
P/CAF12. Alternativamente, la fosforilacién por
JNK puede modular la actividad de los factores
de transcripcion a través de otros mecanismos
como la regulacion de la estabilidad de la pro-
teinal3 o del transporte al ntcleo4. Finalmen-
te, la ruta de la JNK puede regular la expresion
génica también postranscripcionalmente, como
es el el caso de la traduccion del ARN del fac-
tor necrosante de tumores de tipo alfa o Tu-
mor-Necrosis Factor (TNF)-a15.

Regulacion de la actividad del complejo AP-1
por la ruta de la JNK

Sin duda, c-Jun es el activador transcripcio-
nal cuya regulacion mediante fosforilacion por
JNK ha sido mejor estudiada. c-Jun es el prin-
cipal componente del factor de transcripcion
AP-1, un complejo dimérico formado por homo
o heterodimeros entre las proteinas codificadas
por los distintos miembros del la familia del
protooncogén c-jun (c-Jun, JunB y JunD) o por
heterodimeros entre éstas y los productos de
los miembros de la familia del protooncogén c-
fos (c-Fos, FosB, Fral y Fra2)'6. AP-1 es fre-
cuentemente activado por estimulos que indu-
cen la proliferacion y/o activacion celular como
mitdégenos, oncoproteinas, citocinas y condicio-
nes de estrés!®.

La actividad del complejo AP-1 puede indu-
cirse mediante mecanismos tanto independien-
tes como dependientes de la expresion génica.
En ambos casos la actividad JNK desempefia
un papel clavel’. La induccién de la actividad
AP-1 de manera independiente de transcrip-
cion transcurre a través de la modificacion pos-
transduccional de los componentes del comple-
jo. En este sentido, uno de los mecanismos mas
relevantes es la fosforilacion del dominio amino-
terminal (N-terminal) de c-Jun, concretamente
en los residuos de serina 63 y 731718, La pro-
teincinasa responsable de esta fosforilacion es
la JNK. De hecho, esta fosforilacién se produce
en respuesta a algunos de los estimulos que in-
ducen AP-1, como la irradiacién con luz ultra-
violeta (UV) o TNF-a, los cuales, a su vez, son
inductores de la ruta de JNK!718,

El mecanismo de activacion de AP-1 depen-
diente de transcripcion generalmente implica
un incremento neto de los componentes del
complejol’. La participacion de la ruta de JNK
también en este mecanismo queda patente por
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el hecho de que la activacién transcripcional
de los genes c-jun y c-fos depende, en gran
medida, de la actividad de los factores de
transcripcion ATF2 y Elk-1, respectivamentel”.
Como ya se ha comentado en anteriormente,
tanto ATF2 como Elk-1 son sustratos de la
JNKIO,

Actualmente existen evidencias directas de
que la ruta de la JNK regula in vivo la actividad
transcripcional del complejo AP-1. En células
deficientes en MKK4, tanto JNK como AP-1
permanecen refractarios a la estimulacion por
agentes de estrés celularl®. Por otra parte, ra-
tones en los que se ha inactivado el gen jnk3
carecen de actividad JNK en las neuronas del
hipocampo vy, a su vez, en estas células no se
produce el incremento en la actividad AP-1
que sigue a su estimulacion con agentes exci-
totéxicos?0.

La via de JNK en procesos fisiolégicos
y patolégicos

En la medida en que la via de la JNK va
siendo caracterizada y estudiada se amplia el
abanico de procesos, tanto fisioldgicos como
patolégicos, en los que es implicada. Por razo-
nes de espacio, comentaremos a continuacion
s6lo algunos de ellos?.

La activacion del complejo AP-1 es un acon-
tecimiento que frecuentemente se ha vincula-
do a la transformacién oncogénical®. En este
contexto, la implicacion de la JNK en dicha ac-
tivacion sugirié, desde un principio, que esta
ruta podria estar asociada a transformacion ce-
lular?l., Aunque la actividad JNK es inducida
por algunos oncogenes, actualmente este as-
pecto es tema de debate, en parte debido a su
reciente implicacién también en la induccién
de agoptosis en determinados modelos celula-
res4<0,

Desde un principio, la activaciéon de la ruta
de la JNK por citocinas proinflamatorias como
TNF-a y condiciones de estrés celular sugirié
su participacion durante la respuesta inflama-
toria2. De hecho, la actividad JNK se induce
en la activacion por coestimulacion de células
T23 'y contribuye a la produccion y secrecion de
IL-223.24 y 3 |a proliferacion de timocitos24. Por
otra parte, también participa en la secrecion de
la citocina proinflamatoria TNF-a, como ya se
ha comentado!®, y en la activacién del gen de
la E-selectina en respuesta a TNF-a en células
endoteliales?.

La ruta de la JNK ha sido, asi mismo, impli-
cada en la regulacion de procesos de supervi-

vencia y muerte celular. La supervivencia du-
rante el desarrollo y la activacion de células T
necesita de la transduccion de sefales a través
de MKK4®. En contraposicién, tanto la activi-
dad JNK como la de AP-1 participan en la
apoptosis de la neuronas del hipocampo en
respuesta a agentes que causan excitotoxici-
dad?0,

Antagonismo entre los receptores
hormonales nucleares y el factor
transcripcional AP-1

Los esteroides, retinoides y otras hormonas
de naturaleza lipofilica ejercen la mayoria, si no
todas, sus acciones a través de su interaccion
con sus receptores celulares, que constituyen
la denominada superfamilia de los receptores
hormonales nucleares (HR). Los HR actuan
como factores de transcripcion cuya actividad
estd modulada por la interaccién con su ligan-
do, y pueden regular la transcripcion de forma
positiva 0 negativa2®. La activacién de la expre-
sién génica implica la unién de los receptores a
secuencias especificas de nucleétidos, deno-
minados elementos de respuesta hormonal,
presentes en las regiones reguladoras (promo-
tores) o en el interior (intrones o exones) de los
genes diana. Curiosamente, el mecanismo de
represion transcripcional en general no requie-
re la interaccion del HR con secuencias de
ADN especificas, sino que parece tener lugar a
través de la interferencia con la actividad de
otros factores de transcripcion, por lo que reci-
be el nombre de transrepresion. Entre estos
factores antagonizados por los HR se encuen-
tra AP-127.

El estudio del mecanismo por el que tiene
lugar el fendmeno de transrepresion entre HR
y AP-1 tiene un especial interés, ya que para el
caso de glucocorticoides y retinoides esta pro-
piedad se ha correlacionado con algunas de
las acciones farmacolégicas de estas hormo-
nas, como son las antineoplasicas, inmunosu-
presoras y/o antiinflamatorias2’:28, Por ejemplo,
en relacion a la actividad antiproliferativa, de-
terminados tipos de retinoides capaces de acti-
var selectivamente la funcion de transrepresion
del receptor del acido retinoico inhiben la proli-
feracion de aquellas lineas celulares con activi-
dad AP-1 enddgena (p. €j., las células Hela),
pero no asi la de aquellas que carecen de esta
actividad (como las células F9)29. Por otra par-
te, el efecto positivo de los glucocorticoides en
el tratamiento de determinadas leucemias, lin-
fomas y algunas enfermedades de naturaleza
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autoinmune puede correlacionarse con la pro-
piedad de estas hormonas de inducir apoptosis
de células T, propiedad que requiere Unica-
mente de la funciéon de transrepresion del re-
ceptor hormonal activado, y que es indepen-
diente de la de transactivacion3. Finalmente, y
en relacion con su actividad antiinflamatoria y
antienvejecimiento de la piel, los retinoides son
capaces de inhibir la induccion de AP-1 que
sigue a la exposicion prolongada al componen-
te de ultravioleta de la luz solar, blogueando
con ello la inducién de metaloproteinasas que
degradan la matriz extracelular como colagena-
sas, estromalisina 1 y gelatinasas3!.

El fendbmeno de la transrepresion de los HR
y AP-1 fue descrito a principios de esta década
y, desde entonces, distintos mecanismos han
sido propuestos para explicarlo a nivel molecu-
lar27:28. Recientemente se ha observado que
los HR, al igual que el factor AP-1, requieren
del coactivador transcripcional CBP para acti-
var la transcripcion génica. Este hecho ha lle-
vado a proponer la competencia entre los HR y
AP-1 por cantidades limitantes de CBP como
mecanismo para explicar la transrepresion32.
Es importante hacer notar que la interaccién
con CBP, tanto por parte de AP-1 como de los
HR, requiere de un paso previo de activacion,
que es la fosforilacién del dominio N-teminal
de c-Jun y la unién del correspondiente ligan-
do, respectivamentell:32, Recientemente, re-
sultados de nuestro laboratorio han demostra-
do que la activacion de distintos HR como los
de glucocorticoides, retinoides, hormona tiroi-
dea y vitamina D inhiben la induccion de la ru-
ta de la JNK en respuesta a distintos
estimulos33. De acuerdo con el papel de la
JNK en la activacion de AP-1, la interferencia
con esta ruta se correlaciona con la propiedad
de estos HR de bloquear la fosforilacion del do-
minio N-terminal de c-Jun y, en consecuencia,
de inhibir la activacion transcripcional depen-
diente de AP-1. Ademas, la inhibicién por par-
te de los HR de la ruta de la JNK afecta tam-
bién a la activacion de otros factores de trans-
cripcion activados por JNK, como ATF2 y
Elk-1. Es decir, mediante la inhibiciéon de la ru-
ta de la JNK, los HR inhiben la activacion de
AP-1 mediada tanto por mecanismos indepen-
dientes de transcripcion (fosforilacion del domi-
nio N-terminal de c-Jun) como dependientes
de transcripcion (expresion de los genes c-jun
y c-fos mediada por ATF2 y Elk-1). En resu-
men, la interferencia con la ruta de la JNK re-
presenta un nuevo mecanismo a través del
cual HR antagonizan a AP-1y, en definitiva, un
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mecanismo alternativo por el que hormonas
como los glucocorticoides y retinoides pueden
ejercer sus acciones farmacolégicas33. De he-
cho, la inhibicién de la JNK y /o ERK (otro
miembro de la familia de MAPK frecuentemen-
te implicado en proliferacion celular) por parte
de distintas hormonas lipofilicas como el gluco-
corticoide sintético dexametasona, acido reti-
noico, estradiol y progestrona ha sido implica-
da en el mecanismo por el que estas hormo-
nas son capaces de inhibir respectivamente la
produccion de TNF-al®, la expresion del gen
c-fos3* o de la endotelina 1 en respuesta a la
angiotensina 113°.

La ruta de la JNK participa en la transduc-
cion de sefales implicadas tanto en procesos
fisiol6gicos normales como en aquellos que se
producen en respuesta a condiciones de es-
trés, como es la respuesta inflamatoria, por lo
que es previsible que moléculas capaces de in-
terferir con esta ruta sean candidatas a contro-
lar estos procesos. Esta hipétesis estd apoyada
por el hecho de que moléculas que normal-
mente estan implicadas en el mantenimiento
de la homeostasis celular como las hormonas
esteroides, tiroideas y las vitaminas Ay D y sus
metabolitos actuando a través de sus recepto-
res intracelulares son capaces de inhibir la ac-
tivacion de la ruta de la JNK, y esta propiedad
se correlaciona con su habilidad de antagoni-
zar la actividad del complejo AP-1. Al menos
en el caso de glucocorticoides y retinoides, esta
capacidad de transrepresion esta intimamente
ligada a sus acciones antiproliferativas, inmu-
nosupresoras y/o antiinflamatorias. Es, por tan-
to, razonable pensar que inhibidores de la via
de sefializacion de la JNK puedan tener utili-
dad farmacolégica. Un posible mecanismo de
accién de dichos inhibidores es la activacion
de los HR, pero ain mas conveniente serian
aquellos inhibidores que actien independien-
temente de aquéllos, ya que esto evitaria los
efectos secundarios de los tratamientos con
glucocorticoides y retinoides, que son en gran
medida consecuencia de la activacion génica
por estas hormonas.
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R. BorGEs: Mi primera pregunta esta relaciona-
da con el esquema que presentaste donde la
hormona tiroidea y el acido transretinoico se
incorporaban en distintas dianas, pero me
pareci6 entender que actuaban exactamente
en el mismo sitio, cuando los efectos de estas
sustancias son muy distintos. En segundo lu-
gar, y dado que existe una diferencia en la
potencia de los glucocorticoides que se utili-
zan en clinica, tal vez una forma correcta de
iniciar el cribado podria ser probando otros
glucocorticoides, no solamente dexametaso-
na, a fin de comprobar si esta accién dual
que has descrito se centra méas en un lado
que en otro, y podria explicar la distinta po-
tencia de un glucocorticoide frente a otro.

A. MuNoz: Respondiendo a tu primera pregun-
ta, en realidad no es como tu lo has descrito.
El receptor de la hormona tiroidea o el de al-
guna vitamina D, forma un heterodimero con
el receptor que se denomina RXR, que lo es
del acido 9-cis-retinoico. El receptor del al-
trans-retinoico, que es el RAR también forma
un heterodimero con la proteina RXR, de ma-
nera que el receptor de la hormona tiroidea y
el receptor de all-transretinoico no se pegan a
los mismos sitios ni regulan los mismos genes
obviamente, pero comparten la proteina con
la que dimerizan, de manera que si se sobre-
expresa uno, se inhibe por competencia con
RXR la funcién de la otra hormona. Evidente-
mente, la vitamina A y la hormona tiroidea no
hacen lo mismo. Respecto a tu segunda pre-
gunta, préximamente pondremos a punto un
sistema que pretendemos sea facil, econdmi-
co y cuantitativamente posible, para analizar
sustancias que se fijen e inhiban JNK. De he-
cho, no estamos buscando mas glucocorticoi-
des con menos efectos secundarios ni molé-
culas que se unan a los receptores para evitar
en lo posible los efectos secundarios, si no
que buscamos inhibidores especificos de
JNK, para posteriormente y con ayuda de al-
guna compafiia farmacéutica, poder seleccio-
nar los que no sean toxicos.

F. VENTURA: ;Los efectos de represion los ha-
béis observado s6lo con AP-1 o también con
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otros sistemas que utilizan CBP, como por
ejemplo, con factores miogénicos?

A. MuRNoz: Se sabe y estd publicado, que existe
también con NFK-B, aungue nosotros sélo lo
hemos hecho con AP-1.

G. Pons: jHabéis estudiado si este efecto de in-
hibicion de la JNK se produce sin necesidad
de que el receptor penetre en el nucleo? Si
asi fuera, quedaria claro que no hay ningun
efecto sobre transcripcion.

A. MuNoz: En el caso de los glucocorticoides
no hemos hecho experimentos de transloca-
cion al nucleo. Anteriormente publicamos los
resultados de la cinética de inhibicion donde
apreciamos que practicamente en 10 min la
JNK esta ya inhibida al 50%. Aunque no lo
hayamos analizado directamente, esto permi-
te predecir una buena correlacion entre la ci-
nética de paso al nucleo y la cinética de inhi-
bicion. Desde luego, necesariamente tiene
que estar presente la hormona, con lo cual
creemos que evidentemente es el complejo
dentro del nucleo lo que inhibe. Sobre el Ulti-
mo comentario, podemos afirmar que no se
necesita transcripcion. Lo hemos estudiado
con un mutante de GR, el LS-7, que es de-
fectivo en actividad transcripcional, y lo he-
mos hecho también con inhibidores, de ma-
nera que es un efecto independiente de la
activacion génica, requiere el receptor muy
posiblemente dentro del nucleo, ligado a su
hormona respectiva, y es dependiente de la
concentracion de receptor.

M. PALACIN: En relacion con el efecto de trans-
represion, ;habéis visto si existe una interac-
cion fisica directa entre el receptor ocupado y
JNK, o alguna de las cinasas que le prece-
den?

A. MuNoz: Es exactamente lo que estamos es-
tudiando actualmente, ademés de si existe
interaccion directa. A continuacion pretende-
mos esclarecer si es posible que lo que estén
haciendo estos receptores hormonales es, en
lugar de inhibir per se la actividad cindsica
de la JNK, sencillamente activar su desfosfo-
rilacion. El problema es que hay muchas fos-
fatasas, y son mal conocidas. Recientemente
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se han publicado dos articulos en Science
sobre la regulacion de la ERK y la calcio-cal-
modulin-cinasa-4 dentro del ndcleo por una
fosfatasa que esté unida a ella. De manera
que la desensibilizacion natural fisiologica de
todas estas cinasas sera porque ellas mis-
mas activan a la fosfatasa que esta unida y
que las inhiben. Podria ser que la accién se
produjese por activar antes de tiempo esta
fosfatasa, que al parecer, esta siempre unida
a la cinasa.

A. CELADA: Me parece muy interesante el meca-
nismo de las JNK, particularmente cuando se
recuerdan los articulos que se publicaron en
Cell en el afio 1991, de los cuales incluso se
derivaron algunos hechos éticamente cuestio-
nables. Fui uno de los que demostrd la inter-
accion entre el MHC de clase Il con los corti-
coides y también intenté rehacer lo que los
otros autores habian realizado para demostrar
que las dos proteinas se unfan. Pero el siste-
ma me parecidé tan sumamente artificial que
nunca crei en él. Es posible que haya otro me-
canismo, y quizas el Unico problema de vues-
tra teoria es que no entiendo cémo, por ejem-
plo, las moléculas de clase Il del MHC son
fosforiladas por la JNK. Es muy posible que
ademés haya otro mecanismo mucho mas
sencillo, que es el mecanismo de captura y de
interaccion proteina-proteina. Entiendo el
mundo de los factores de transcripcion como
una balanza entre activadores e inhibidores, y
entre ellos pueden establecerse interacciones
proteina-proteina y puede ser que inhiban la
unién a los promotores. Esto lo hemos demos-
trado en otros sistemas y quiza también sea el
caso de los glucocorticoides.

A. Munoz: Creo que estas proponiendo una
uniéon de receptores hormonales activados
por su hormona, con algunos de los factores
transcripcionales que se inhiben. Sabes me-
jor que yo la gran cantidad de bibliografia pu-
blicada al respecto, aunque hay un articulo
en el que la adicion de glucocorticoides no
afectaba el foot-printing in vivo de AP-1.
Siempre hay que tener cuidado entre lo que
uno observa en una co-inmunoprecipitacion
0 en un gel-shift in vitro, y lo que ocurre de
verdad in vivo. La Unica excepcion se produ-
cirfa con promotores como la proliferina, en
que los sitios estan solapantes. Hay también
promotores en los que, sin inhibir la uniéon a
ADN de AP-1, sin embargo la transcripcion
esta inhibida por el receptor. Proponemos
que sea porque esta inhibiendo la fosforila-
cion de c-Jun por la JNK.

A. CeLADA: Todo esto es muy sencillo. Si a una
proteina que esta unida al ADN le pegas otra
proteina, la ARN polimerasa no puede actuar
y no se produce transcripcion. Creo que esto
no es ningun problema. En este caso, el pro-
motor puede estar ocupado in vivo por los
factores de transcripcion. Es posible que
vuestra teorfa, que es muy atractiva, sea cier-
ta pero creo que también deben considerarse
otras opciones.

A. Munoz: El problema es que muchas veces
no se dispone de suficientes herramientas
para avanzar como, por ejemplo, para poder
detectar qué factor de transcripcion ocupa el
promotor. Por tanto, no siempre resulta tan
facil como pudiera parecer. Evidentemente,
se trata de una teoria con la que pretende-
mos seguir trabajando.
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Introduccién

Los mecanismos de sefalizacién celular aco-
plan los receptores de factores de crecimiento
o citocinas inflamatorias con respuestas celula-
res como proliferacion, quimiotaxis, diferencia-
cion o apoptosis. Estos procesos de sefaliza-
cion constituyen un intrincado sistema de re-
des bioquimicas que permiten el flujo de la
informacién desde el entorno extracelular hasta
el nucleo de la célula. En la actualidad, la iden-
tificacion de los distintos componentes que
participan en estas rutas y de sus alteraciones
en situaciones fisiopatolégicas son objeto de un
intenso estudio en busqueda de nuevas dianas
terapéuticas. En estas rutas desempefa un pa-
pel destacado la génesis de segundos mensa-
jeros lipidicos que conducen a la activacion de
cascadas de cinasas activables por lipidos. En-
tre éstas, la familia de las proteincinasas C
(PKC) es una de las mejor caracterizadas!. Son
ya mas de 12 los isotipos de PKC que han sido
identificados y que se agrupan en tres subfa-
milias, seglin sus caracteristicas estructurales y
sus propiedades bioquimicas!. La subfamilia
de las PKC clasicas (cPKC), cuyo prototipo es
aPKC, es sensible a Ca2*+ y a diacilglicerol
(DAG), mensajeros producidos por la activa-
cién de fosfolipasa C de fosfoinositidos!, mien-
tras que las nuevas (nPKC) son activables por
DAG y no responden a Ca2*, pudiendo ser dia-
nas de fosfolipasa C de fosfatidilcolina2. La clo-
nacion del isotipo 23, que constituye juntoa A y
| la subfamilia atipica3®, abrié nuevas perspec-
tivas en el estudio de la sefalizacién celular por
estas cinasas.

Caracteristicas de las PKC atipicas

(PKC a diferencia de las clasicas, y al igual
que las nuevas, no es regulable3 por Ca2+. Otra
caracteristica que distingue a esta nueva isofor-
ma de las otras de su familia es su Unico zinc
finger (lugar hipotético de unién a fosfolipidos)

que es doble en las clasicas y nuevas, y que en
otras PKC parece ser responsable de la activa-
cién por diacilglicerol y ésteres de forboll. Es
interesante destacar que las PKC atipicas
(aPKC) son insensibles a ésteres de forbol y
DAG3". Sin embargo, son activables por im-
portantes segundos mensajeros lipidicos tales
como fosfatidilinositol 3,4,5-P5 (Pl 3,4,5-P3) y
ceramida®® que se generan fras la activacion
celular por citocinas inflamatorias y factores de
crecimiento!0-12, De acuerdo con esto, se ha
descrito la implicacion de esta subfamilia atipi-
ca de PKC en importantes funciones celulares.
Asi, la microinyeccion de un péptido inhibidor
con la secuencia del seudosustrato de las
aPKC, pero no de a o ePKC inhibe completa-
mente la maduracion y la activacion de NF-kB
en oocitos de Xenopus laevis, asi como la reini-
ciacion de la sintesis de ADN en fibroblastos
quiescentes de raton!314. Ademds, la deple-
cion de MiPKC con oligonucleétidos antisenti-
do o su inhibicién por transfeccién de mutan-
tes que carecen de actividad cinasa y son do-
minante negativos inhibe la capacidad
proliferativa celular, asi como la activacion de
MAPK1516 |3 actividad de promotores depen-
dientes de elementos kB1417-20 |3 liberacién
de PGE, en respuesta a IL-1B%1, la expresion
del gen de a,, integrina inducida por PDGF?? y
la diferenciacion de células PC12 en respuesta
a NGF23. Asi mismo, se ha demostrado recien-
temente in vivo que APKC, y muy probable-
mente también (PKC, es una etapa clave en la
transmision de la cascada mitogénica activada
por PI-3 cinasa425,

Mecanismos de regulacion y PKC atipicas

Las PKC atipicas no son soélo regulables por
lipidos, sino que también lo son por regulado-
res proteicos. Asi, (PKC interacciona con Ras
in vitro e in vivo26-28, o que podria explicar el
requerimiento de este oncogén en la activacion
de las aPKC por PDGF26 y el hecho de que
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(PKC medie, al menos en parte, las sefiales
mitogénicas de Ras!3:2930 Sin embargo, tanto
Ras como los mediadores lipidicos descritos
como cofactores para las PKC atipicas no son
selectivos para éstas. Asi, el PIP; no solo activa
a (PKC o APKC sino que, ademas, es impor-
tante en la activacién de otras cinasas como
€PKC, 3PKC, c-AKT o PRK124, Las ceramidas,
no solo activan a {PKC sino que también regu-
lan a la CAP cinasa o a la CAP fosfatasall.

Por tanto, la identificacion y caracterizacion
de moduladores proteicos especificos para ca-
da isotipo de PKC es importante en el estable-
cimiento de estrategias especificas para el blo-
queo selectivo de cada isoforma. Es de desta-
car, en este sentido, la identificaciéon utilizando
el sistema de doble hibrido en levadura, de dos
nuevos moduladores proteicos que controlan la
actividad de las aPKC: LIP y el producto del
gen par-41831, LIP es un activador selectivo de
MPKC a través de su interaccion con el domi-
nio “dedo de cinc” de la cinasa!8. Por otro la-
do, el producto del gen par-4, que se induce
durante la parada del crecimiento celular y la
apoptosis32, también interacciona especifica-
mente con el “dedo de cinc” de (PKC y
MPKC, lo que conduce a la inhibicién de su
actividad enzimatica. La interaccién de las
aPKC con Par-4 ha permitido desvelar el papel
fundamental de estas cinasas en la superviven-
cia celular3!.

Uno de los posibles efectores directos de es-
tas PKC en el control de la supervivencia y la
proliferacion celular es la cascada de
MAPK3133.34 Al contrario que Raf-135, MAPK
parece estar implicada de modo decisivo en los
mecanismos de accion de las aPKC en super-
vivencia. El hecho de que estas PKC regulen la
activacion de promotores dependientes de AP1
en respuesta a estimulos mitogénicos24:36 y
Ras?9, junto con la evidencia de que ZPKC es
un efector clave de Ras26:28, ya sugeria que es-
tas isoformas podrian estar implicadas en la
activacion de MAPK. En este sentido, se ha de-
mostrado recientemente que la sobreexpresion
de un mutante permanentemente activo de
(PKC o M PKC es suficiente para activar
MAPK sin efecto alguno sobre SAPK o
p70s6K16. Ademéds, mutantes dominantes ne-
gativos de PKC atipicas inhiben significativa-
mente la activacion de la cascada de MAPK!®.
Es interesante destacar que la activaciéon de
MAPK por los isotipos clasicos y nuevos de
PKC implica la activaciéon de Raf, mientras que
las acciones de aPKC son independientes de
Raf pero mediadas por MEK'637. Todas estas
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evidencias en su conjunto indican que las
aPKC constituyen una ruta paralela a Raf para
activar MAPK sin afectar la cascada de
SAPK16:27,30,37.38  Esto puede ser de especial
relevancia ya que el balance de la actividad de
MAPK frente a SAPK y p38 guede ser critico
en la induccién de apoptosis3®49. De hecho, el
bloqueo de las aPKC por Par-4 o la irradiacion
ultravioleta conlleva la inhibicion de MAPK y
una activacion concomitante de p3833. Resul-
tados recientes demuestran, ademas, que la
simple inhibiciéon de la actividad basal de
MAPK es suficiente para desencadenar la acti-
vacion de p38 de manera dependiente de cas-
pasas34. Este efecto se blogquea en presencia
de suero a través de la cascada de PI-3 cinasa-
Akt34. El hecho de que las aPKC sean activa-
das por productos de PI-3 cinasa®’:25 indica
que estas PKC estan sujetas a un doble meca-
nismo de control en respuesta a sefiales de es-
trés: la interaccion con Par-4 y la inactivacion
de PI-3 cinasa.

Sin embargo, la regulacion de las cascadas
de MAPK no es la Unica via por la que las PKC
controlan la supervivencia celular. Existen soli-
das evidencias que implican a las aPKC en la
regulacién de NF-kB89:13.16,17,19.20.29  Eqte
importante factor de transcripcion es esencial
para la induccién de la supervivencia celular y
el bloqueo de la apoptosis, por lo que un cam-
po de investigacion importante en la actualidad
lo constituye el estudio del mecanismo por el
que estas PKC controlan NF-kB. Resultados
recientes sugieren que la accion de las PKC en
esta ruta estda mediada por las cinasas respon-
sables de la fosforilacion de IkB, las IKK41.

Un mejor conocimiento y caracterizacion de
los mecanismos que regulan estas cinasas
puede suponer un avance significativo para el
disefio de posibles nuevas dianas terapéuticas
mas eficaces y selectivas.
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A. ZorzANO: En relacion con el papel propuesto
de la {PKC en proliferacion y supervivencia,
;como lo cuadras con los resultados de tu co-
laboracion con Bob Farese de los cuales se
evidencia que {PKC participa en los efectos
tipicos de una célula diferenciada, como es la
respuesta a la insulina estimulando el trans-
porte de glucosa?

J. MoscAaT: Aungue no participé directamente
en estos trabajos de Farese, no es tan sor-
prendente lo que comentas porque, por
ejemplo, estd ampliamente aceptado que
PI-3 cinasa esta implicada en supervivencia
celular y, sin embargo, parece ser que tam-
bién lo esta en el control de GLUT-4. Esto es
muy interesante, porque se relaciona con la
localizacion geografica de las cinasas. EGF y
PDGF inducen PI-3 cinasa y, sin embargo,
no inducen GLUT-4. Pero la diferencia es
que al estimular PI-3 cinasa por insulina, se
localiza cerca del IRS-1 y cuando se estimu-
la por el factor de crecimiento esta en otro
lugar. Por esta razon, la proteinasa que he-
mos clonado en p62 puede ser muy intere-
sante porque estéd ubicando {PKC en una
region en la que pueda haber un complejo
de sefalizacion distinto seglin cada tipo ce-
lular.
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A.M. PLANAS: Vosotros habéis estudiado este
control de la supervivencia en diversos tipos
celulares. Sin embargo, in vivo existen mu-
chos mas tipos celulares diferentes, sobre to-
do pensando en el cerebro que es el 6rgano
con el cual trabajo. ;Hasta qué punto pen-
sais que vuestros hallazgos podrian ser de-
pendientes del tipo celular con el que se esta
trabajando? Me refiero a que, tal vez, una se-
rie de cinasas podrian estar activadas en un
sistema y no en otros.

J. MoscaT: Desde mi perspectiva de bidlogo
molecular y celular sélo puedo decirte que,
en nuestro grupo, trabajamos en sistemas
modelo que intentamos que reproduzcan al
méaximo lo que realmente ocurre en situacio-
nes fisiolégicas. Por ejemplo, el modelo de PI-3
cinasa en supervivencia se definié en células
PC-12, que son realmente unas células de
muy mala calidad, pero que los hallazgos de-
rivados de su estudio han sido posteriormente
confirmados con experimentos realizados con
células reales de hipocampo y de otras regio-
nes cerebrales. Los resultados que he pre-
sentado indican que existen muchisimos ba-
lances relacionados con las proteinas cinasas
C y deben interpretarse de forma que en al-
gunas células el balance puede estar favore-
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cido algunas de estas rutas, pero que en
otras células tal vez participan rutas que toda-
via desconocemos. La ventaja de utilizar sis-
temas modelo es que son sistemas bastante
limpios, en los que uno puede diseccionar es-
tas rutas, aunque la significacion que esto
luego pueda tener en la fisiologia o la clinica
dependera de que podamos disponer de inhi-
bidores farmacolégicos para administrar al
animal y estudiar sus efectos. La otra alterna-
tiva es utilizar animales knock-out, aunque en
este caso se incurre en el riesgo de que se
desarrollen mecanismos compensatorios que
pueden complicar la interpretacion de los re-
sultados.

P. KaumaN: En vuestro sistema ;la activacion
de IKK por {PKC depende de PI-3 cinasa? Y,
en segundo lugar, cuando precipita el com-
plejo de IKK, ;precipita también algin otro ti-
po de PKC?

J. MoscAT: La influencia de PI-3 cinasa la esta-
mos explorando en la actualidad. Creo que en
determinados tipos de factores de supervi-
vencia la PI-3 cinasa va a ser necesaria, aun-
que posiblemente no sea suficiente. Si sobre-
expresamos PI-3 cinasa no se aprecia (PKC
mas activa, sin embargo, si bloqueamos PI-3
cinasa sf que se inhibe PKC. Si realmente es
tan importante {PKC como pensamos para la
estimulacion de NFk-B y de NFk-B cinasa,
deberfamos tener una respuesta similar.

P. KaLimaN: Esto estarfa relacionado con mi co-
mentario anterior sobre la limitacion endoge-
na del sistema. Por ejemplo, cuando nosotros
sobreexpresamos la p85 salvaje y estimula-
mos las células para diferenciarlas, no vemos
que se diferencien mas que las células con-
troles.

J. MoscaT: En vuestro experimento afadisteis
p85 & que es dominante negativo, mientras
que p85 de tipo salvaje no hace nada, por lo
que sugerf afiadir p110 permanentemente
activo. Nosotros disponemos del mutante
p110 permanentemente activo que es perfec-
tamente activo, puesto que estimula RAC y
JNK. Fisiolégicamente tampoco estamos se-
guros de lo que significa, pero por lo menos
sabemos que esta funcionando. En estas
condiciones no es suficiente para estimular
(PKC, lo cual no quiere decir que sea una li-
mitacion del sistema, sino que {PKC puede
utilizar una actividad basal de PI-3 cinasa
aungue no sea estimulable. De esto hay
ejemplos, como AKT que se fosforila por
PDK-1 y PDK-1 Unicamente es capaz de esti-
mular a AKT porque esté unido a un PIP 3-4

basal. No hace falta mas PIP-3 para estimular
PDK-1, aunque si para estimular AKT. Es de-
cir, hay un papel de la PI-3 cinasa basal que
puede ser necesario, aunque su estimulacion
puede no ser suficiente.

P. KaLIMAN: Esto también se recoge en un arti-
culo que publicamos hace unos afios, donde
el trafico de GLUT-1 basal en mioblastos de-
pende de una actividad basal de PI-3 cinasa.
Por mas insulina que se afiada no vemos
mas efectos.

J. MoscAT: Sobre tu pregunta de si podiamos
precipitar otras PKC, estudiamos aPKC y
ePKC, esta ultima no esta presente pero la so-
breexpresamos. Cuando se sobreexpresa de
forma ectopica aPKC con IKK podemos ver
una asociacion. Sin embargo, cuando se ana-
liza la interaccion de las proteinas enddgenas
no se observa interaccion, lo que quiere decir
que si forzamos el sistema podemos llegar a
ver una interaccion que es inespecifica. Pre-
cisamente esto es todo lo contrario de lo que
pasa con la {PKC, puesto que tras la expre-
sién ectépica de IKK observabamos que
TNFa inducia a la asociacion de la endogena,
lo que no ocurre si se hace lo mismo para
aPKC, ni incluso estimulando con PMA, por
lo que pensamos que las otras PKC no estan
implicadas en la regulacion fisiolégica de IKK.
Ademaés, esto concuerda con que inhibidores
mas o0 menos selectivos para aPKC o la BPKC
y sin efecto sobre las ¢ son incapaces de blo-
quear el efecto TNFa.

F. VENTURA: En tu presentacion has comentado
que la (PKC activaba tanto p38 como IKK.
;Habéis estudiado la implicacion de Met cina-
sa en estos efectos?

J. MoscaT: En realidad es la inhibicién de (PKC
la que estimula p38. Cuando se induce PAR-
4 se inhibe (PKC y es esta inhibicion la que
promueve la estimulacion de p38 a través de
su sistema de caspasas. Respecto a tu pre-
gunta, hemos realizado varios experimentos y
no hemos podido constatar ningln tipo de in-
teraccion entre (PKC y Met cinasa.

A. GARCIA DE HERREROS: jPodrias comentar algo
mas sobre la p62 y su papel de localizacion
de la CPKC en la membrana? Me refiero, por
ejemplo, a si esta involucrada en la activacion
de CPKC.

J. MoscAT: p62 no es capaz de estimular
(PKC porgue interacciona por un dominio
que nada tiene que ver con el dominio de in-
teraccion. En resultados preliminares de la-
boratorio, hemos observado que p62 permi-
te que SARK fosforile a la ¢PKC en una re-
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gion que la activa. De confirmarse, esto seria
bastante novedoso porque constituiria una
evidencia de que las {PKC son activables
por fosforilacion en tiroxina. El hecho de que
nadie haya objetivado que {PKC in vitro se
fosforile por SARK o por miembros de esta
familia, se debe simplemente a la falta de
p62. Si no hay p62 que las una e induzca
un cambio conformacional, no puede haber
fosforilacion. Pensamos, por tanto, que real-
mente va a ser importante la estimulacion
por tirosincinasas.

R. TrRuLLAs: ;El tratamiento con suero altera de
alguna manera la reduccion de ERK? Mi se-
gunda pregunta seria si el efecto del suero se
revierte completamente con wortmanina.
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J. Moscat: He presentado los resultados basa-

les de ERK. El valor de ERK no varia tengan o
no tengan suero, porque su valor basal no va-
rfa ni en células en quiescencia, detenidas en
Gy-G;, ni en células que estén proliferando
activamente. La Unica diferencia es que en
células que estan en quiescencia, al afiadir
suero, se produce un pico que es mas o me-
nos sostenido por las respuestas del valor ba-
sal. Nosotros hemos observado que en células
que proliferan activamente y sin la presencia
de suero, a pesar de que el suero no modifi-
que en absoluto ERK, si se bloquea {PKC por
induccién de par-4 se induce apoptosis. So-
bre tu segunda pregunta, la wortmanina re-
vierte totalmente el efecto del suero.
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