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Aquellas abreviaturas cuya sigla no se corresponda con las palabras que la definen en castellano, se

definiran en inglés.
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Bak: Bcl-2 homologous antagonist/killer protein

Bax: Bcl-2 associated X protein
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COX-1V: Cytochrome c oxidase subunit IV
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DISC: Death.inducing signalling complex

DIV: Dias in vitro
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Introduccion

1. Excitoxicidad

El fendmeno de excitoxicidad fue descrito en la década de los 50 como un proceso desencadenado
por la sobre-exposicién de ciertos tipos celulares a determinados aminoacidos excitadores, fendmeno
que desemboca finalmente en procesos de muerte celular (Lucas y Newhouse, 1957). Esta observacién
inicial, fue extendida a todas aquellas neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC) que poseian
receptores para los aminoacidos excitadores causantes del dafio (Olney y cols, 1969), sentandose asi las
bases para considerar la relevancia de los fendmenos excitotdxicos en la afectacion y pérdida neuronal
caracteristicas de multitud de enfermedades neurodegenerativas (Choi y cols, 1988; Lipton y cols,
1994).

A posteriori, el concepto de excitotoxicidad fue ampliado también a las células gliales del SNC.
Concretamente la poblacidn oligodendroglial, responsable de la mielinizacién axonal, es altamente
vulnerable a concentraciones extracelulares anormales de glutamato, capaces de provocar la sobre-
activacion de los receptores ionotrépicos de este receptor. Este hecho ha sido puesto de manifiesto en
multitud de trabajos que dejan claro que la activacién sostenida de los receptores glutamatérgicos
genera dafio tanto en oligodendrocitos in vitro (Matute y cols., 1997; Sanchez-Godmez y Matute, 1999)
como in vivo (Matute, 1998; Li y Stys, 2000). Ademas, la inhibicidn del fendmeno excitotéxico se reveld
eficaz a la hora de paliar los sintomas en la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE), paradigma
experimental en modelos animales para la esclerosis multiple (Pitt y cols, 2000; Smith y cols, 2000).
Todos estos trabajos constituyen la base a partir de la cual surge la idea del fendmeno excitotdxico
como parte fundamental de la etiologia de, entre otras, las enfermedades desmielinizantes (Matute y

cols, 2001).

1.1. Elementos de la seializacion glutamatérgica en el SNC

El glutamato supone el principal neurotransmisor excitador del SNC e interviene ademas en gran
parte de las principales funciones cerebrales como cognicién, memoria y aprendizaje. Por otra parte, es
fundamental en el desarrollo del sistema nervioso mediante acciones a nivel de la estructura sinaptica
asi como en la plasticidad, migracion y diferenciacion neuronal (Michaelis y cols, 1998). Por su rol
central en cuestiones tan diversas, alteraciones en la homeostasis de este neurotransmisor pueden
suponer uno de los mecanismos desencadenantes o participes en los procesos de dafo y muerte
celular.

En condiciones de excitotoxicidad, aquellas células integradas en la red de sefializacién
glutamatérgica, es decir, aquellos tipos celulares que poseen receptores y transportadores para este
neurotransmisor constituyen precisamente las poblaciones celulares potencialmente vulnerables a este

tipo de circunstancia. Por ello, el estudio de los receptores y transportadores del glutdmico ha
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constituido una de las aproximaciones basicas para dilucidar las caracteristicas del fendmeno
excitotdxico en los distintos tipos celulares afectados.

Los receptores glutamatérgicos estan localizados en la membrana citoplasmatica y se clasifican en
dos grandes grupos: receptores metabotrépicos y receptores ionotrdpicos. Los receptores
metabotrdpicos son monoméricos y estdn acoplados a proteinas-G, mientras que los ionotrépicos son
heterémeros que forman canales de alta permeabilidad catidnica, especialmente a Na*y Ca** (Michaelis
y cols, 1998; Mayer y cols, 2005). A su vez en base a criterios farmacoldgicos, electrofisiolégicos y
moleculares, los receptores ionotrépicos se subdividen en: receptores NMDA (activados por N-metil-D-
aspartico), receptores AMPA (activados por dacido a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazolpropiénico) y
receptores kainato (KA) (activados por este agonista).

Los receptores NMDA se componen de las subunidades NR1, NR2A-D y NR3A-B. Poseen alta
permeabilidad al Ca*?, son bloqueados por Mg*?y sus antagonistas mas utilizados son el MK-801 y el D-
AP5 (D-2-amino-5-fosfonovalenato) (Dingledine y cols, 1999; Cull Candy y cols, 2004).

En relacién a los receptores tipo AMPA y Kainato, ambos son activados por kainato, si bien los
segundos presentan mayor afinidad por este agonista. Los receptores AMPA nativos del SNC estan
compuestos mayoritariamente por las subunidades GluR1-GluR4 mientras que los kainato se componen
de las subunidades GIuR5-7 y KA1-KA2 (Matute y cols, 2006). La permeabilidad de ambos al Ca* es
inferior a la mostrada por los receptores NMDA, si bien poseen la capacidad de generar excitotoxicidad
tanto en neuronas como en oligodendrocitos. Existe una gama de compuestos que permiten la
manipulacién de ambos subtipos de receptores con relativa simplicidad: los receptores AMPA/Kainato
son antagonizados mediante CNQX, DNQX, y NBQX (Fletcher y cols, 1988; Sheardown y cols, 1990). Para
discriminar entre uno y otro subtipo, se suele emplear el compuesto GYKI53655, como inhibidor
selectivo de los receptores AMPA. Otra caracteristica de ambos receptores (AMPA y KA) es que
presentan una rapida desensibilizaciéon que dificulta el registro de las respuestas fisioldgicas al aplicar
sus agonistas. Este hecho se soluciona empleando ciclotiazida (CTZ) o concavalina A para evitar la
desensibilizacidn de los receptores tipo AMPA o kainato, respectivamente (Partin y cols, 1993).

Ademads de los receptores, el sistema de transportadores del glutamato constituye el otro
componente fundamental en la regulacién de la transmisién glutamatérgica. Se han descrito cinco
subtipos distintos de transportadores que pueden expresarse en neuronas y/o células de la glia. Los
transportadores gliales EAAT-1 (GLAST) y EEAT-2 (GLT-1) son expresados tanto por astrocitos como por
oligodendrocitos (Domercq y cols, 1999) y son responsables de la mayor parte del transporte del
glutdmico, jugando un papel fundamental en el mantenimiento de niveles aceptables de glutdmico en

el ambito extracelular.
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2. Relevancia clinica del daiio mediado por glutamato a la sustancia blanca

La sustancia blanca supone alrededor de un 50% del volumen cerebral, hecho que refleja la
relevancia que la muerte oligodendroglial inducida por glutamato puede suponer como parte de la
patofisiologia de enfermedades del SNC. De hecho, la pérdida de oligodendrocitos y/o el dafio a nivel
de la sustancia blanca cerebral son fenémenos observados en isquemia, traumatismos, enfermedades
neurodegenerativas, esclerosis multiple (MS) (Matute y cols, 2006), asi como en enfermedades
psiquiatricas (Davis y cols, 2003).

En referencia a la esclerosis multiple, linea de investigacion central de nuestro laboratorio, se trata
de una enfermedad en la que el sistema inmune ataca a la sustancia blanca cerebral y de la médula
espinal con consecuencias fatales para el individuo, tales como paralisis. La poblacién oligodendroglial y
consecuentemente la mielina se pierden debido a la liberacién de citoquinas tdxicas por parte de las
células inmunes, por la presencia de autoanticuerpos y por la existencia de concentraciones
anormalmente elevadas de glutamato (Matute y cols, 2001; Srinivasan y cols, 2005).

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), modelo animal que exhibe las caracteristicas
clinicas y patoldgicas propias de la MS, constituye una aproximaciéon metodolégica habitual en su
estudio. La aplicacién de antagonistas de los receptores AMPA y KA, atenua la severidad de la EAE (Pitt
y cols, 2000; Smith y cols, 2000; Groom y cols, 2003). El bloqueo de estos receptores en combinacion
con agentes anti-inflamatorios, supone un mecanismo protector eficaz incluso en estadios avanzados
de EAE, incrementando la supervivencia oligodendroglial y la remielinizacién, mientras que disminuye
el grado de pardlisis, apoptosis y dafio axonal (Kanwar y cols, 2004).

La concentracidon de glutamato en el liquido cerebro espinal (CSF), mayor en pacientes con MS
aguda en comparacion con MS silente o controles (Stover y cols, 1997), se ha asociado con el transcurso
y severidad de la misma (Barkhatova y cols, 1998). Son variados los factores que pueden contribuir al
incremento en los niveles de glutamato en el CSF: la microglia activada puede liberar glutamato
revirtiendo la funcidon de su transportador, proceso que es potenciado en condiciones patoldgicas
(Noda y cols, 1999). El estrés oxidativo, puede contribuir al incremento en la concentracion de
glutamato extracelular dado que los radicales libres reducen la eficiencia de los transportadores de
glutamato (Volterra y cols, 1994). Ademas, se tiene constancia de alteraciones en la expresion de los
receptores glutamatérgicos oligodendrogliales (EAAT-1 y EAAT-2) como consecuencia de la exposicion a
la citoquina pro-inflamatoria TNFa (Pitt y cols, 2003, Vallejo-lllarramendi y cols, 2006).

En conjunto, las alteraciones citadas convergen en la acumulacién extracelular de glutamato y en el

inicio del mecanismo excitotdxico, evento subyacente en la etiologia de la MS.
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3. Caracteristicas de la excitotoxicidad oligodendroglial

Los fendmenos de excitotoxicidad con los que abriamos el presente capitulo han sido vinculados
inicialmente a neuronas y en el caso concreto del glutdmico, a la sobre-activacién de los receptores tipo
NMDA. Dada la alta permeabilidad de estos receptores al Ca** se los considerd, en un principio, como
los mas relevantes a la hora de mediar los procesos de muerte neuronal excitotdxica desarrollados bajo
diversas condiciones. Sin embargo, es conocido el hecho por el cual la activacién de los receptores tipo
AMPA o kainato puede provocar un efecto excitotdxico superior incluso en determinados tipos

neuronales, como las motoneuronas (Weiss y cols, 1999; Carriedo y cols, 2000).
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Figura 1. El fendmeno excitotdxico afecta tanto a neuronas como a oligodendrocitos, dado que ambos tipos
celulares poseen receptores y transportadores de glutamico. La presencia de los distintos subtipos de
receptores (NMDA, AMPA y Kainato) asi como de los transportadores de glutdmico, tanto en neuronas como en
oligodendrocitos, hace vulnerables a ambos tipos celulares frente a concentraciones excitotdxicas de dicho
neurotransmisor. En el caso concreto de los oligodendrocitos, la vulnerabilidad frente al glutamato, implica
fundamentalmente a los receptores AMPA y Kainato. Ademas, existen una serie de matices entre las neuronas y
las células oligodendrogliales en referencia a las distintas subunidades que integran cada tipo de receptor, asi
como en su localizaciéon subcelular. En el margen inferior derecho de la imagen, se muestra en detalle la
participacion de los receptores y transportadores del glutdmico en los mecanismos de excitotoxicidad
oligodendroglial.

En el tipo celular que nos ocupa, las células de estirpe oligodendrogial, se ha detectado la presencia
de las subunidades GIuR3 y GluR4 de los receptores AMPA asi como todas las subunidades de los

receptores Kainato excepto la GIuR5 (Matute y cols, 1997). En cuanto a la expresidén de los receptores
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tipo NMDA, existen una serie de trabajos en los que se ha observado la expresidon de las subunidades
NR1, NR2C, NR3A a nivel de los procesos distales y de la vaina de mielina generada por los
oligodendrocitos (Karadéttir y cols, 2005; Salter y Fern, 2005; Micu y cols, 2006). En concordancia con
estos datos, la exposicidn aguda o crénica de cultivos oligodendrogliales a los agonistas kainato y AMPA
ocasiona toxicidad celular mientras que tanto los agonistas de los receptores NMDA como los de los
receptores metabotrépicos no alteran la viabilidad basal de estos cultivos (Alberdi y cols, 2002). Por
ello, la manipulacion de los receptores tipo AMPA o Kainato constituye la herramienta mas adecuada a
la hora de investigar la afectacion de las células oligodendrogliales bajo contextos de excitotoxicidad

glutamatérgica.

3.1. Disrupcion de la homeostasis del Ca*?

Una de las caracteristicas mas inmediatas y notorias del fendmeno excitotdxico, observada ya en los
estudios realizados sobre excitotoxicidad neuronal mediada por la sobre-activacion de los receptores
tipo NMDA, fue la notable entrada de iones Ca** a través del receptor, que interrumpe la finamente
regulada homeostasis celular de este catién (Choi y cols, 1995). Al menos cuatro procesos bdasicos
controlan dicha homeostasis: la entrada de Ca* desde el espacio extracelular al citoplasma, la
liberacion de Ca** desde los almacenes intracelulares al citosol, la liberacién de Ca** desde el citoplasma

al exterior celular y la captacion de Ca** a los compartimentos intracelulares (Petersen y cols, 1994).

Este evento critico, también se observd a posteriori en la muerte neuronal mediada por receptores
AMPA/Kainato. La muerte oligodendroglial por excitotoxicidad determinada principalmente, como ya
hemos mencionado, por la activacidn de los receptores AMPA/kainato también se ve condicionada en
gran medida por la presencia de Ca*” en el medio extracelular (Sdnchez-Gémez, 1999; Alberdi y cols,
2002). Se trata pues, de un evento central en la muerte celular por excitotoxicidad, sea cual fuere el
subtipo de receptor glutamatérgico implicado. Sin embargo, si bien constituye condicién sine qua non
para el avance del mecanismo excitotdxico, ha de converger con otras alteraciones intracelulares cuyo

sumatorio desemboca finalmente en la muerte celular (Duchen y cols, 2000; Alberdi y cols, 2002).

3.2. Mitocondria y homeostasis del Ca*

Una diana intracelular directa de la toxicidad mediada por el Ca*? es la mitocondria. La afectacion de
este organulo durante los eventos citotdxicos generados por sobre-activacién de los receptores
glutamatérgicos, supone otro de los fendmenos centrales e inherentes a los mecanismos de
excitotoxicidad. La mitocondria, es un organulo celular con una gran capacidad para captar altas
concentraciones de Ca*? de forma dependiente del potencial eléctrico (Duchen y cols, 2000; Hajndczky

y cols, 2003). Este sistema de tamponado celular se ve en ocasiones sobrepasado, perturbando de
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forma primaria la propia estabilidad mitocondrial. Dichas alteraciones provocaran entre otros, la
despolarizacion de la membrana mitocondrial interna (AW,) (Dunchen y cols, 2000), pardmetro
directamente vinculado al control de la respiracién mitocondrial, la sintesis de ATP, la capacidad de
captacion de Ca* y a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), todos ellos eventos cuya
desregulacion es incompatible con la supervivencia celular (Ward y cols, 2000). Al igual que en
neuronas, también en los oligodendrocitos se ha puesto de manifiesto la reduccién del potencial
mitocondrial tras la exposicién a los agonistas glutamatérgicos (Sanchez-Gémez y cols, 2003). Esta
reduccion, va acompafada por un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
tras la sobre-activacidn de los receptores AMPA o KA oligodendrogliales, siendo mds notorio en el caso
de los primeros (lbarretxe y cols, 2006). En los oligodendrocitos, la alta produccion de ROS supera
desde etapas muy tempranas las capacidades de tamponamiento celular dirigidas a paliar el estrés
oxidativo. En concordancia con esta afirmacién, los niveles de Glutatién reducido (GSH) disminuyen
rapidamente tras la aplicacion de agonistas glutamatérgicos, lo cual refleja una incapacidad manifiesta
a la hora de neutralizar de forma efectiva el estrés oxidativo emergente, caracteristico del fendmeno
excitotoxico (Sanchez-Gdmez y cols, 2003; Ibarretxe y cols, 2006).

La convergencia de las anomalias generadas a nivel de la sefalizacién del Ca*’, la consecuente
despolarizacion de la membrana mitocondrial y el estrés oxidativo en aumento, ocasionan el colapso
funcional y estructural de la mitocondria. En este punto, se produce la liberacidn de una serie de
moléculas propias del espacio intermembrana mitocondrial al citosol, hecho clave en la determinacion

del tipo de mecanismo que gobernara el subsecuente proceso de muerte celular.

3.3. Estrés de Reticulo Endoplasmatico (RE)

El reticulo endoplasmatico, es un organulo celular presente en todas las células eucariotas, que
aglutina el 50% de las membranas celulares asi como el 10% del volumen celular. Se trata de un
organulo fundamental, entre otros, en los procesos de sintesis y plegamiento proteico. Ademas, el RE
posee una funcién clave como parte de los mecanismos que regulan la homeostasis del Ca** ya que
almacena vy libera Ca™ rapidamente en funcién de las necesidades fisioldgicas de la célula. Sin
embargo, bajo condiciones de estrés celular, esta funciéon podria verse comprometida y contribuir al
incremento del Ca* acumulado en la mitocondria y por tanto a la amplificacién del mecanismo
apoptético emergente (Verkhrastsky y cols, 2005; Ruiz y cols, 2009; Rizzuto y cols, 2009). Las
alteraciones en la homeostasis del Ca* pueden ser una de las causas que perturben, a su vez, la otra
funcién fundamental desempefiada por el RE: el procesamiento proteico (Marciniak y Ron, 2006). La
acumulacidn de proteinas mal plegadas en el lumen reticular constituye la base del denominado estrés

de RE (Rutkowski y Kaufman, 2004; Wang y Kaufman, 2014). Este tipo estrés, mediard la activacién de
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una serie de cascadas de sefalizacion intrinsecas, integradas en lo que se ha denominado “unfolded
protein response” (UPR), que supone una compleja red de sefalizacion (ver fig.2) dirigida en primer
término a recuperar la funcionalidad del reticulo y en ultima instancia a preservar la integridad celular
en su conjunto (Merksamer y Feroz, 2010; Walter y Ron, 2011). Sin embargo, si esta respuesta
adaptativa frente al estrés celular se ve superada por la intensidad o duracién del mismo, puede acabar
contribuyendo finalmente al progreso de la cascada apoptdtica en ciernes (Woehlbier y Hetz, 2011;
Jager y cols, 2012).

La via UPR se basa en la integracién de tres rutas o brazos de sefializacién principales. El punto
inicial de dichas rutas lo marca la activaciéon de una serie de proteinas transmembrana presentes en el
RE que funcionan como “sensores de estrés”: el factor de transcripciéon activador (ATF6), la enzima
dependiente de inositol (IRE-1) y la quinasa del RE de tipo PKR (PERK) (Wu y Kaufman, 2006). En
condiciones de no estrés, los extremos N-terminales de estas proteinas transmembrana estan unidas a
la proteina intraluminal denominada BIP/GRP78 (proteina de union a inmunoglobulina/ proteina 78
regulada por glucosa), manteniéndose de esta forma inactivas. Durante la irrupcion de un agente
generador de estrés celular se producird un exceso de proteinas mal plegadas, que se uniran a BIP y se
acumularan en la zona luminal del RE. En este contexto de “secuestro” de BIP por parte del exceso de
proteinas mal plegadas, tendra lugar la activacion de la via UPR (Carrara y cols, 2013; Wang y Kaufman,
2014). La no asociacion de IRE1 y PERK con BIP, inducird la homodimerizacidn y activacion de ambas
proteinas transmembrana.

Por un lado, PERK fosforila al factor de iniciacion eucariota (elF2a), hecho observado en
oligodendrocitos bajo condiciones de excitotoxicidad (Ruiz y cols, 2010), impidiendo la traduccién de la
mayoria de los ARNm y por tanto frenando la biosintesis proteica. Sin embargo la transcripcion de
ciertos ARNm, como el responsable de la expresién de ATF4, puede verse favorecida mediante la
fosforilacién de elF2a. La expresién de ATF4, resulta fundamental dentro de la respuesta que ofrece el
RE ante situaciones de estrés, pues regula la expresién de ATF3, BiP/GRP78 y la proteina homologa a
C/EBP (CHOP), asi como genes relacionados con procesos de autofagia, respuesta antioxidante y

apoptosis (Carrara y cols, 2013; Wang y Kaufman, 2014).
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Figura 2. Principales moléculas y vias de sefalizacion integradas en la via UPR desencadenada por el estrés
de RE. Una de las principales alteraciones generadoras del estrés de RE, es la acumulacién de proteinas mal
plegadas en el lumen de este orgdnulo celular. Estas proteinas, “secuestran” a la chaperona luminal GRP78 (BIP),
gue bajo condiciones normales (ausencia de estrés) mantiene inactivas a PERK, IRE1la y ATF6. La activacién de las
distintas vias del mecanismo UPR promueve, en primera instancia, el correcto procesamiento proteico, el
transporte y la degradacién de proteinas asociadas al RE (ERAD) a la par que limita la sintesis proteica de novo. Si
el estimulo inductor de dafio es demasiado intenso y por tanto inflige un estrés de RE demasiado severo, la
acumulacion de proteinas mal plegadas junto con las alteraciones en la homeostasis del Ca+2, no podran ser
contrarrestadas y la sefalizacion mediada por la via UPR acabara contribuyendo a la cascada apoptética
emergente a través de diferentes mecanismos. Adaptado de Wang y Kaufman, 2014.

La segunda via integrada en el mecanismo UPR e iniciada por la activaciéon de IREla comienza una
vez liberado este de la accidn inhibitoria de BIP, hecho que posibilita la dimerizacion y autofosforilacion
qgue conducen a su activacidn. Mediante su actividad endoribonucleasa IRE1a crea, a través del splicing
alternativo del ARNm responsable de la proteina de unién a X-Box (XBP1), la versidn activa de este
factor de transcripcién (XBP1s) (Carrara y cols, 2013; Coelho y Domingos, 2014; Wang y Kaufman, 2014;
Tohmonday cols, 2015).

Por ultimo, la tercera via de sefializacion que conforma la UPR, esta iniciada por ATF6 también tras
su liberacion de BIP, seguida de su traslado al aparato de Golgi, donde serd procesado por proteasas. El
fragmento N-terminal de ATF6 migrara entonces al nucleo y al igual que ATF4 o XBP1s actuard como
factor de transcripcién cuya accién incrementa la expresion de proteinas como BIP o GRP94,
componentes de la via de degradacién asociada al RE (ERAD) para la eliminacién de proteinas mal

plegadas (Wu y cols, 2006; Wang y Kaufman, 2014).
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4. Vias apoptoticas asociadas al fendmeno excitotoxico mediado por la

activacion de los receptores AMPA

4.1. Via apoptética intrinseca o mitocondrial

Las distintas perturbaciones celulares descritas hasta el momento implican alteraciones en la
sefializacién mediada por el Ca*” en intima conexién con la marcada afectacién mitocondrial y con el
estrés generado a nivel del RE, como ejes centrales del proceso apoptdtico desencadenado por la
sobre-activacién de los receptores AMPA, en oligodendrocitos. Bajo estas condiciones se pueden
generar, en funcién de la intensidad del estimulo, mecanismos de muerte celular de tipo apoptético o
necrético (Sanchez-Gémez, 2003). Los mecanismos apoptdticos, por definicion, estan bioquimicamente
regulados y acarrean la participaciéon de una serie de moléculas asi como la sucesién de etapas bien
definidas que posibilitan su estudio. Cuando el estrés oxidativo y la sobrecarga de Ca* inducen la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial (MOMP), la viabilidad celular estd
irremediablemente comprometida. Una de las consecuencias de la disrupcién en la integridad de la
membrana mitocondrial es la liberacion de proteinas presentes en el espacio intermembrana al citosol
pudiendo activar tanto mecanismos de muerte dependientes como independientes de caspasas
(Galluzzi y cols, 2009). Entre las proteinas liberadas, ocupa un lugar destacado el citocromo-c cuya
presencia citosdlica temprana supone, en este caso, la activacion de vias apoptéticas dependientes de
caspasas (Sanchez-Gémez y cols, 2003). A este respecto, esta ampliamente documentada la interaccién
del citocromo-c con la proteina adaptadora denominada APAF-1 (apoptotic peptidase activating factor)
asi como con la pro-caspasa 9 (iniciadora), dando lugar a una supraestructura conocida como
Apoptosoma, que conducirda a la activacidn de la propia caspasa 9 y finalmente de la caspasa-3
(efectora). Esta sucesién de eventos, expuestos en la Figura 3, se conoce como ruta apoptotica

intrinseca o mitocondrial (Galluzi y cols, 2009; Tait y Green, 2010).
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Figura 3. Principales eventos de la via apoptética intrinseca o mitocondrial y conexién con el estrés a nivel
de RE. Un potencial agente citotdxico, puede generar un dafio o estrés celular caracterizado por el incremento de
la concentracidn intracelular de Ca+2y en la produccién de ROS, fendmenos que convergen en la activacion de una
cascada de sefializacidon apoptética cuyo nucleo central radica en las alteraciones a nivel mitocondrial: si el
balance entre la accidn de las denominadas moléculas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL, MCL-1) y las moléculas pro-
apoptoticas (Bim, PUMA, Noxa, Bad) se desplaza a favor de las segundas, la accidon de multitud de vias y moléculas
impulsoras de los procesos apoptdticos convergera en la mitocondria, activandose moléculas pro-apoptdticas y
efectoras a este nivel (Bak o Bax), contribuyendo a la alteracién de la integridad estructural y funcional de dicho
organulo. Ademas, el estrés de RE puede impulsar también, a varios niveles, el mecanismo apoptético: por un
lado contribuyendo a la sobrecarga de Ca*” mitocondrial y por otro, si el grado de estrés celular es demasiado
severo, podria hacerlo de forma directa, a través de la via UPR. La permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa (MOMP) supone un punto de no retorno ya que posibilita la liberacion de proteinas del espacio
intermembrana mitocondrial al citosol. Entre las moléculas liberadas, el citocromo-c junto con APAF-1 y la pro-
caspasa 9, formard el Apoptosoma que posibilitara la activacion de la caspasa-9 (iniciadora). Finalmente la
caspasa-9, ya activa, promueve a su vez la activacion de las caspasas efectoras (3y 7) y con ello la ejecucién de las
etapas finales del programa apoptdético.

4.2. Via apoptotica extrinseca

Existe otro nivel de complejidad dentro de los mecanismos apoptéticos representado por la
denominada via apoptdtica extrinseca, ligeramente esbozada en la imagen anterior (fig.3), cuyo
esquema de acontecimientos no implica necesariamente a la mitocondria. Esta via, se inicia a nivel de
receptores de membrana que transmiten sefiales extracelulares de dafio. Dichos receptores
oligomerizan en presencia de sus ligandos, como paso inicial para la formacién del DISC (death-
inducing signaling complex) a través del reclutamiento, en la regidn intracelular del receptor, de

moléculas adaptadoras como FADD (Fas-associated death domain factor) que a su vez se unirdn a las
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pro-caspasas -8 o -10 (Fig.4). Una vez conformada la estructura completa del DISC, se producira la
activacion de la caspasa-8 (Cullen y Martin, 2009; Parrishy cols, 2013). En este punto de la via, existe un
mecanismo de regulacion negativa que se opone a la activacion de sendas caspasas (Fig.4): la molécula
denominada c-FLIP (FADD-like interleukin-16—converting enzyme (FLICE)-inhibitory protein) es una
proteina de estructura muy similar a la de las pro-caspasas reclutadas en el DISC, si bien carece de
dominio funcional catalitico (Sakamaki y cols, 2015). La pérdida de c-FLIP se ha asociado a una mayor
vulnerabilidad ante procesos de muerte celular caracterizados por una alta contribucién de la via
apoptética extrinseca (Zhou y cols, 2007; Garibal y cols, 2010; Yu y cols, 2011; Martin-Pérez y cols,
2012). Si las capacidades inhibitorias de c-FLIP se ven superadas se produce la activacion, mediante
dimerizacién y autoprocesado, de la caspasa-8 (iniciadora) que a su vez puede activar directamente a
las caspasas -3 y -7 (células tipo ) o participar en la activacion de moléculas que modularan etapas
intermedias, previas a la activacion de las caspasas efectoras (células tipo Il) (Jost y cols, 2009; Hao y

Mak, 2010).

TRAIL/Apo-2L

DcR1

@&,
Intrinsic pathway® _|l \

Mitochondria

Procaspase-8 EProcaspase-w

Caspase- Si 'C
w aspase-10
| Na
tBid
Caspases-3. 6,7
l // \

Caspase-9 APOPTOSIS

Figura 4. Detalle de la via apoptodtica extrinseca y conexion con la via intrinseca o mitocondrial. La
interacciéon de los ligandos con los receptores de muerte, ocasiona el ensamblaje del DISC a través del
reclutamiento de moléculas adaptadoras como FADD (Fas-associated death domain) y la pro-caspasa-8,
resultando finalmente en la activacién de esta ultima. El inhibidor intrinseco c-FLIP (FADD-like interleukin-16—
converting enzyme (FLICE)-inhibitory protein) antagoniza la correcta formacion del DISC y por tanto la activacion
de las caspasas 8 y 10. Si la accién pro-supervivencia de c-FLIP se ve superada o es eliminada, se producira la
activacion de las caspasas 8 y 10 que a su vez, podran intervenir en el procesamiento y activacién de Bid
(miembro sélo BH3 de la familia de proteinas Bcl-2) dando lugar a la apariciéon de su isoforma activa, t-Bid
(truncated Bid). En este punto, t-Bid contribuye a la magnificacion de las alteraciones mitocondriales que
convergen en la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa y en la liberacién del citocromo-c. De esta
forma, la via apoptética intrinseca iniciada a nivel de los receptores de membrana se conecta con los fenédmenos
mitocondriales caracteristicos de la via apoptdtica intrinseca (resefiada en rojo) (Adaptado de Safa, 2012).
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En el ambito concreto de los procesos de muerte oligodendroglial de tipo apoptético
desencadenados por la activacion moderada de los receptores AMPA, es conocida la importancia de la
liberacion del citocromo-c (via apoptdtica mitocondrial) y la subsecuente participacion de varias
caspasas iniciadoras y efectoras dentro del contexto apoptético desencadenado. Concretamente,
existen evidencias de la participacion de las caspasas -9, -3 y -8 (Sanchez-Gémez y cols, 2003). El hecho
por el cual la caspasa-8 parece desempefiar algun papel en dicho proceso, abre una ventana a la posible
convergencia de ambas vias apoptodticas (intrinseca y extrinseca) durante la muerte excitotéxica
oligodendroglial mediada por activacién de los receptores AMPA. Como hemos mencionado, uno de los
modelos de actuaciéon de la caspasa-8 es su participacién en una serie de etapas intermedias (células
tipo 1l), previas a la activacidon de las caspasas efectoras. Esta contribucién mds indirecta al proceso
apoptético constituye un mecanismo de conexién entre las vias apoptéticas extrinseca e intrinseca y se
enmarca dentro de la amplia sucesién de etapas, finamente reguladas, requeridas por los mecanismos
apoptdticos que implican afectacién mitocondrial. Como se puede ver en la figura 4, tras la formacién
del DISC y la consecuente activacién de la caspasa-8, dicha molécula puede mediar el proceso de
activacion de Bid (BH3 interacting-domain death agonist) procesandolo y dando lugar a la aparicion de
su forma activa, conocida como t-Bid (truncated Bid) (Kantari y Walczak, 2011; Schug y cols, 2011). En
este punto cabe resaltar que, aun halldndose activa la caspasa-8, Bid ha de estar a su vez
“predispuesto” para su activacion. En este sentido, se ha descrito como la fosforilacién de Bid en ciertos
residuos limita su tasa de procesamiento (Thr59 en humanos y Ser 61 y 64 en ratones) por la caspasa-8
(Vogel y cols, 2006; Niemi y MacKeigan, 2013). Ademads, otros estudios han determinado que la
molécula Bid en estado no fosforilado ha de ser trasladada por PACS-2 (Phosphofurin acidic cluster
sorting protein 2) (Simmen y cols, 2005; Brasacchio y cols, 2014), hacia las inmediaciones de la
mitocondria, pues es este el ambito celular donde tiene lugar su procesado por parte de la caspasa-8
(Chandra y cols, 2004; Schug y cols; 2011). Una vez entra en escena t-Bid, este desarrolla sus
actividades a favor de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, por ejemplo promoviendo la

insercidn estable de Bax o Bak (Kim y cols, 2009; Ren y cols, 2010).
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4.3. Proteinas de la Familia Bcl-2 como reguladoras del proceso apoptético

Hasta el momento hemos dejado patente, en base a los trabajos previos citados, el caracter
apoptético con marcada afectacion mitocondrial que caracteriza a la muerte oligodendroglial bajo
pardmetros excitotdxicos. De forma colateral se ha mencionado la existencia de la familia de proteinas
Bcl-2, como conjunto de moléculas que posee gran potencialidad a la hora de regular en uno u otro
sentido el avance de procesos apoptdticos como el que nos ocupa (Ola y cols, 2011; Czabotar, 2014).

Esta familia de proteinas se caracteriza por poseer cuatro dominios de homologia con Bcl-2,
denominados BH1-4 y engloba tanto a miembros pro-apoptéticos como anti-apoptéticos clasificados
en funcién de los dominios de homologia BH1-4 que posean (Fig.5). En lineas generales los miembros
del grupo “pro-supervivencia”, entre ellos Bcl-2 o Bcl-xL, portan los cuatro dominios de homologia
(BH1-4) mientras que los integrantes del grupo “pro-apoptético” carecen del dominio BH4. Ademas,
dentro de este ultimo grupo, existen a su vez dos subgrupos: los miembros multidominio (BH1-3), entre
los que cabe destacar a Bax o a Bak (efectores) y los miembros “sélo BH3”, como Bid o PUMA (p53
upregulated modulator of apoptosis) que Unicamente portan el dominio de homologia BH3 (Chipuck y

cols, 2006; Galluzi y cols, 2009).
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Figura 5. Familia de proteinas Bcl-2 y mecanismos de activacion propuestos para los efectores pro-
apoptdticos Bax y Bak. Las proteinas de la familia Bcl-2 poseen 4 dominios de homologia con Bcl-2 (BH1-4) y se
clasifican en miembros anti-apoptéticos (con los 4 dominios de homologia) y miembros pro-apoptdticos. Esta
ultima categoria se subdivide a su vez en miembros pro-apoptéticos multidominio (efectores) (Bax. Bak y Bok) y
moléculas “sélo BH-3” (Bid, Bim, Bad, Bik, BMF, BNIP3, HRK, NOXA o PUMA). En base a la interaccidn establecida
entre las moléculas efectoras y las moléculas “sélo BH3” se establecen dos posibles modelos de actuacion para
estas proteinas, dentro de los contextos apoptoéticos. Por un lado, en el primer modelo (indirecto), la proteina
“s6lo BH3” podria antagonizar el papel represor de los miembros anti-apoptéticos de la familia Bcl-2 sobre las
moléculas pro-apoptédticas efectoras y posibilitar asi la activacidon y accion de moléculas como Bax o Bak. En el
segundo modelo (directo), podria darse una situacion similar a la del primer mecanismo propuesto (actuando la
molécula “sélo BH3” como sensibilizador), acompafiada ademas por la accion directa de otras moléculas “sélo
BH3” para la completa activacion de las moléculas pro-apoptodticas efectoras. Adaptado de Tait y Green, 2010.
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Dentro del contexto apoptético mediado por la activacion moderada de los receptores
glutamatérgicos oligodendrogliales, se tiene constancia de la participacién de algunas proteinas de la
familia Bcl-2 en el control de dicho proceso apoptético: se ha determinado la participacidon antagdnica
de Bcl-2 y Bad en los procesos apoptéticos mediados por Kainato (Sdnchez-Gémez y cols, 2003).
Ademas, se ha puesto de manifiesto el papel central de Bax en los procesos excitotdxicos mediados por
activacion de receptores AMPA o Kainato en oligodendrocitos, pues su ausencia limita con gran eficacia
tanto las perturbaciones mitocondriales que conducen al colapso de dicho organulo como la

consecuente activacion de las caspasas (Sanchez-Gémez y cols, 2011).

En relacidn al establecimiento de Bax como elemento participe y fundamental en los eventos
deletéreos para el mantenimiento de la funcionalidad e integridad mitocondrial, es preciso mencionar
qgue en trabajos previos se ha revelado la participacién de algunas moléculas “sélo BH3” durante el
proceso de oligomerizacidén e insercion estable de Bax o Bak en la membrana mitocondrial (Tait y
Green, 2010; Shamas y cols, 2011) (Fig.5). Por tanto queda abierta, también en el caso de la
excitotoxicidad glutamatérgica oligodendroglial, la posibilidad de que otras moléculas de la familia Bcl-2

participen en los eventos que, a nivel de sefializacién, conducen al colapso mitocondrial.

5. Factor de transcripcion p53 en situaciones de estrés celular

El factor de transcripcién p53 constituye uno de los principales supresores tumorales de las células,
hasta el punto de que se le ha concedido el sobrenombre de “guardian del genoma”. Por ello, p53
resulta clave a la hora de activar multitud de respuestas celulares frente a una amplia gama de
estimulos toxicos (Giaccia y Kasdan, 1998). Bajo condiciones basales (ausencia de estrés celular), los
niveles de p53 permanecen relativamente bajos y controlados en gran medida a través de las
interacciones que mantiene con su principal regulador negativo, MDM2 (murine doble minute 2), que
conducen fundamentalmente a la ubiquitinizacidon y degradacién de p53 (Moll y cols, 2003; Nag y cols,
2014). Una particularidad de este sistema de regulacion estriba en el hecho de que el propio MDM2
constituye a su vez uno de los genes diana de la actividad transcripcional de p53. En situaciones
celulares comprometidas, que desencadenan un incremento y/o activacion de p53 a nivel
transcripcional, serd habitual observar incrementos en los niveles de MDM?2 con el objetivo ultimo de
devolver a p53 a su estado basal (Shi y Wu, 2012; Pant y cols, 2013). Sin embargo, en la mayoria de
situaciones que implican algln tipo de estrés celular, se desencadenan contextos en los estan activas
multitud de moléculas y vias de sefializacién con posible influencia sobre la interaccion p53-MDM2
(Kruse y Gu, 2009; Hu y cols, 2012; Nag y cols, 2013). Algunas de estas moléculas, actian como
mediadores que inducen modificaciones post-transcripcionales tales como fosforilacidn, acetilacion,

metilacion y sumoilacion sobre p53 o el propio MDM2, de tal manera que interrumpen la interaccion
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entre ambas moléculas y por tanto tienden a estabilizar a p53. La estabilizacion de p53 acarrea
normalmente un incremento de su actividad a nivel transcripcional que puede redundar en la
activacion de distintas respuestas celulares frente al estrés como son: la parada del ciclo celular
(reversible o irreversible), mecanismos de reparacién del ADN o procesos de muerte celular
programada (apoptosis) (Fig.6) (Zhang y cols, 2009; Loughery y Meek, 2013; Khoo y cols, 2014).
Precisamente en este Ultimo punto, relativo a los procesos apoptéticos mediados por p53, es dénde

centraremos nuestra atencién durante el presente apartado.
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Figura 6. Mecanismos o procesos de estrés celular que desencadenan la activacion del factor de
transcripcion p53 asi como las distintas respuestas celulares mediadas por éste, tras su activacion. Una amplia
gama de fendmenos subyacentes a variadas situaciones de estrés celular pueden conducir a la activacién de p53,
a través de su estabilizacion, potenciando alguna de sus multiples facetas de actuacion. A su vez, la activacion de
p53 puede desembocar, dependiendo del tipo celular asi como de la intensidad y tipo de estimulo citotdxico, en la
potenciacidon de diversas respuestas celulares frente al estrés, entre ellas, apoptosis. Adaptado de Loughery y
Meek, 2013.
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5.1. Participacion de p53 en la cascada de sefializacion apoptética

La funcidn transcripcional de p53 ha sido la mds estudiada en relacién a los procesos apoptdticos en
los que participa. Existen multitud de genes pro-apoptéticos cuya induccion mediada por p53 ha sido
puesta de manifiesto, pudiendo verse afectada la codificacidn tanto receptores de muerte (FAS) como
proteinas apoptéticas de la familia Bcl-2 como Bax, Bid, Bim, Noxa y PUMA (Chipuk y cols, 2005;
Vousden y Prives, 2009; Akhter y cols, 2014).
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Figura 7. Acciones de p53 dependientes e independientes de su actividad transcripcional. La transduccién de
sefiales apoptdticas mediadas por p53 depende en gran medida de su accidon como factor de transcripcion a la
hora de incrementar la expresién de determinadas moléculas pro-apoptoticas, entre otras, ciertas proteinas pro-
apoptéticas de la familia Bcl-2. Sin embargo, el propio p53 puede contribuir de forma mas directa a los
acontecimientos que, a nivel mitocondrial, se desencadenan dando lugar a la permeabilizacidon de la membrana
mitocondrial externa y a la liberacion de moléculas pro-apoptoéticas almacenadas en el interior de la mitocondria:
una localizacién mitocondrial de p53 puede interferir en las acciones anti-apoptdticas de moléculas como Bcl-2 o
Bcl-X, o fomentar, por ejemplo, la total activacién de moléculas pro-apoptéticas como Bak. Ademas, pueden
existir conexiones entre ambas componentes de la dualidad de accién de p53 tal y como se ha descrito en el caso
de PUMA: la mayor actividad transcripcional de p53 genera incrementos en los niveles de PUMA que, a su vez,
posibilitan la interrupcién del “secuestro” del p53 citoplasmatico por parte de proteinas anti-apoptdticas como
Bcl- X,. De esta forma p53, una vez liberado, puede mediar los cambios conformacionales de Bax que conducen a
su correcta insercidn a nivel mitocondrial.

Nucleo

Nucleo

Adicionalmente se han descrito, de forma mas reciente, funciones citoplasmaticas y mitocondriales
desempenadas por p53 con independencia de su actividad transcripcional (Moll y cols, 2005; Schuler y
Green, 2005; Galluzi y cols, 2008; Marchenko y Moll, 2014; Gu y cols, 2015). Una vez en la mitocondria,

p53 interviene en la despolarizacidon de la membrana mitotocondrial externa (MOMP) promoviendo asi
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la liberacidn de moléculas pro-apoptéticas existentes en el espacio intermembrana de dicho organulo.
Este evento, como ya se ha dicho, esta bajo el influjo de un equilibrio finamente regulado entre la
accion de las proteinas anti-apoptodticas de la familia Bcl-2 (como Bcl-2 o Bcl-X,) y las proteinas pro-
apoptéticas multidominio de esta misma familia (especialmente Bax y Bak). En el desplazamiento de
este equilibrio a favor de la apoptosis, juegan un papel clave ciertos miembros “sélo BH3” de la familia
Bcl-2, bien directamente promoviendo la activacidon de Bax y Bak (Bid, Bim) o bien indirectamente
actuando como “sensibilizadoras” al impedir la accidn inhibitoria ejercida por las moléculas anti-
apoptéticas sobre la activacidon de Bax o Bak (Letai y cols, 2003) (Fig.5). A este respecto, se han sugerido
acciones miméticas para p53 en relacion a ambos tipos de proteinas “sélo BH3”, pues podria actuar
como activador (accidn directas sobre Bax o Bak) y/o como “sensibilizador” (limitando la accion anti-
apoptética de moléculas como Bcl-2 o Bcl-X,) (Mihara y cols, 2003; Moll y cols, 2006; Sot y cols, 2007).
Ambas modalidades de actuacién propuestas para p53 (accidn transcripcional o accion
citoplasmatica/mitocondrial) constituyen su potencial contribucidn al programa apoptdtico y se han
planteado, en principio, como funciones independientes. Sin embargo, parece existir cierto grado de
conexion entre las actividades transcripcionales de p53 y sus acciones a nivel citoplasmatico vy
mitocondrial. En este sentido, como ejemplo, uno de los genes diana de p53 denominado PUMA,
controla la cantidad de p53 citoplasmatico “secuestrado” por las proteinas antiapoptéticas Bcl-X,
generando, en condiciones de alta activacién de p53 a nivel nuclear (transcripcional), un mayor ratio de
p53 “libre” y en un incremento en la actividad de este a nivel mitocondrial pudiendo redundar, entre

otros, en un mayor grado de activacion de Bax (Chipuck y cols, 2005; Follis y cols, 2013) (Fig.7).

5.2. Modulacién de la actividad de p53

Como hemos mencionado anteriormente, las modificaciones post-transcripcionales que ciertos
mediadores ejercen sobre p53 son fundamentales a la hora de modular su actividad, por ejemplo
modificando su interaccion con MDM2. Dichas modificaciones son, por tanto, fundamentales para
entender el papel de p53 en la amplia gama de respuestas celulares de las que es participe. En general,
dentro de los procesos apoptoticos de los que es en gran medida responsable, estados
hiperfosforilados de p53 determinan su estabilizacidn e incrementan su accidn transcripcional (Brooks
y Gu, 2003; Bode y Dong, 2004; Loughery y Meek, 2013). Pero ademas, fosforilaciones de ciertos
residuos concretos dentro de la estructura de p53, parecen determinar también su localizacién celular y

por ende la especificidad de sus acciones (Castrogiovanni y cols, 2015; Wang y cols, 2015).

Por ello, el estudio de dichas modificaciones transcripcionales, puede constituir un método éptimo

para discernir cudl/es de las vertientes de acciéon de p53 intervienen en un mecanismo apoptdtico
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determinado. Las MAPKs (Mitogen activated protein kinases) son unas de las moléculas implicadas en la

fosforilacidén de p53 bajo determinados contextos apoptdticos (Wu, 2004; Gong y cols, 2010).

Ser 389
‘c
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Figura 8. Dominios funcionales de p53 y su fosforilacion por las MAPKs. La estructura de p53 consta de: TA
(transactivation domain), PRD (Prolin rich domain), DBD (DNA binding domain) y regidn C-terminal compuesta por
NSL (nuclear localization sequence) y TETRA (Tetramerization domain). Durante una situacion de estrés celular, las
MAPKs (especialmente JNK y p38) se encuentran presumiblemente, activas. En este contexto, fosforilan y activan
a p53iniciando respuestas celulares mediadas por éste. Adaptado de Wu, 2004.

A este nivel, destacar el papel de la fosforilacion de p53 en el residuo Ser 15, pues se ha relacionado
con su localizacidn y accion a nivel mitocondrial en determinados contextos apoptéticos (Park y cols,

2005; Saleem y cols, 2009; Wang y cols, 2015).

6. Vias de las MAPKs en situaciones de estrés celular

La via de las quinasas activadas por mitogeno (MAPK) constituye uno de los sistemas de sefializacion
intracelular directamente implicados en la regulacion de funciones celulares tan diversas como la
proliferacién, diferenciacién y apoptosis celular. Cada via de las MAPK responde a una estructura
jerdrquica que comprende tres clases de protein quinasas: MAPK quinasa quinasa (MAP3K), MAPK
quinasa (MAP2K) y MAPK. La activacién de esta via de sefializacion se transmite mediante sucesivas
fosforilaciones de los elementos constituyentes basicos, propios de cada nivel.

De manera general, puede decirse que las MAPKs estan divididas en tres grupos: las MAPK/ERKs
(extracellular signal — regulated kinases), las p38 MAPKs y las SAPK/INKs (stress-activated protein

kinases/Jun N-terminal kinases) y en los tres casos su activacion puede provocar la fosforilacion de
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moléculas diana en el citosol o bien pueden traslocarse al nucleo donde regularan la actividad de
multiples factores de transcripcion.

Las MAPK de la familia ERK cuentan con dos isoformas, ERK1 (p44) y ERK2 (p42). Estas dos isoformas
son las mejor conservadas y son activadas a través de la fosforilacion de sus residuos serina/treonina
por otra quinasa, MAPKK, también conocida como MEK1/2. Las ERK1/2 se encuentran implicadas en la
cascada que incluye a Ras/Raf/MEK/ERK y que supone una de las vias clave en la integracién de la
sefializacion extracelular (Chambard y cols, 2007). Las consecuencias de la activacion de ERK en la
supervivencia celular dependen en gran medida de tipo celular asi como de la etapa de desarrollo en la
que se encuentre la célula. Si bien existen situaciones en las que la activacién de ERK contribuye al
proceso apoptoético, en lineas generales prevalece su funciéon pro-supervivencia (Lu y Xu, 2006;
Steelmany cols, 2011).

Entre las MAPKs activadas por estrés, tanto JNK como p38 son activadas por multitud de condiciones
estresantes para la célula, entre otras: especies reactivas de oxigeno (ROS), alteraciones en la presion
osmotica, factor de necrosis tumoral (TNF-a) o estrés de reticulo endoplasmatico (ER) (Sony cols, 2011;
Darling y Cook, 2014). La activacion de p38 y/o JNK bajo situaciones de estrés celular constituye un
evento central que rige el devenir de multitud de procesos apoptéticos, hecho por el cual les

dedicaremos el siguiente subapartado.
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Figura 9. Cascada de sefializacion de las MAPKs. Un estimulo potencialmente citotdxico, desencadena la
activacion de la cascada de sefializacién de las MAPKs integrada por los distintos niveles de protein quinasas. La
transduccidn de sefiales entre dichos niveles de la ruta estd mediada por sucesivas fosforilaciones y provoca, en
Gltima instancia, la activacién de JNK y/o p38, mientras que la activacién de ERK ha sido ligada principalmente a
otro tipo de contextos. En funcidon de las caracteristicas del agente desencadenante del estrés asi como del tipo
celular, se generan una serie de respuestas celulares entre las que ocupa un lugar destacado (principalmente en el
caso de p38 y JNK) la muerte celular programada o apoptosis.
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6.1. MAPKs activadas por estrés: eje sefializador ASK1/INK/p38

Si bien existen mecanismos/protein quinasas que, de forma independiente contribuyen a la
activacion de JNK y p38, ciertos estimulos apoptdticos promueven la activacion de ambas quinasas, en
ocasiones de forma paralela. En este punto, juega un papel determinante la quinasa-1 regulada por
sefial apoptdtica (ASK-1). Se trata de una de las moléculas que conforman el nivel superior MAP3K, que
activa las vias MAPK quinasa 4 (MKK4)/MKK7-JNK y MKK3/6-p38 (Ichijo y cols, 1997; Takeda y cols,
2003). ASK-1 es activada por multitud de mecanismos desencadenados bajo el influjo de diversos
estimulos citotdxicos como, estrés oxidativo mediado por incremento de ROS (Matsuzawa y cols, 2005;
Soga y cols, 2012), disrupcién en la homeostasis del Ca* y consecuente activacién de la Calmodulin
quinasa 2 (CaMKIl) (Brnjic y cols, 2010; Liu y cols, 2013) o por el estrés del reticulo endoplasmatico

(Nishitoh y cols, 2002; Cai y cols, 2013), entre otros (Fig.10).
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Figura 10. Principales fenomenos propios de contextos de estrés y dafo celular que convergen en la
activacion de ASK-1/JNK y/o p38. Multitud de fendmenos subyacentes a variadas situaciones de estrés celular y
también caracterizados como parte de la secuencia de acontecimientos propios de la excitotoxicidad
glutamatérgica oligodendroglial, pueden mediar la activacion de ASK-1 y por ende de JNK y/o p38 curso abajo en
la via de sefalizacion de las MAPKs activadas por estrés. Entre estos fendmenos, la activacion de la CaMKII
mediada por la disrupcion previa de la homeostasis del Ca+2, el estrés oxidativo reflejado en el incremento de ROS,
o el estrés a nivel del reticulo endoplasmatico a través de la via de IRE1a, ocupan un lugar destacado a la hora de
activar a ASK-1. Adaptado de Hayakawa y cols, 2012.
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6.1.1. Activacion de ASK1 mediada por estrés oxidativo

En relacidn al proceso de activacidon de ASK-1 mediado por ROS, existen moléculas implicadas en la
respuesta celular frente a este tipo de estrés, que limitan el proceso de activacion de ASK-1. Dicha
quinasa, homo-oligomeriza durante los procesos que conducen a su activacién a través de su cola C-
terminal, dando lugar a lo que se conoce como sinaglosoma (Noguchi y cols, 2005). A este nivel, una de
las moléculas que conforman la respuesta antioxidante celular denominada Trx (tioredoxina), juega un
papel crucial: la forma reducida de Trx estd presente en esta via a dos niveles, bien unida a p38 o bien
en el sinaglosoma (Nishiyama y cols 2001; Nadeau y cols, 2007; Tsuchilla y cols, 2015). Cuando Trx se
encuentra unida a ASK-1 lo esta a través de su extremo N-terminal de tal forma que impide su actividad
guinasa. Bajo determinados contextos citotéxicos que implican un grado de estrés oxidativo demasiado
acusado, Trx se oxida y se disocia de ASK-1 posibilitando asi la activacion de dicha quinasa mediante
autofosforilacién en el residuo Thr845 (Tobiume y cols, 2002; Soga y cols, 2012). Sin embargo, de forma
mas reciente se ha establecido otro nivel de complejidad dentro del mecanismo de activacién de ASK-1
mediado por el estrés oxidativo, que implica a otra enzima antioxidante: la enzima Perredoxin-1 (Prx-1),
es una enzima participe en el mantenimiento del balance redox a través de su intervencién en los
procesos de eliminacién de ROS vy que a ha sido relacionada con los fendmenos apoptdticos ASK-1
dependientes. Concretamente, varios trabajos proponen la participacién de Prx-1 como parte del
mecanismo de regulacién negativa que limita la activacién de ASK-1 en apoyo del ya descrito para Trx

(Kim y cols, 2008; He y cols, 2012).
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6.1.2. Activacion de ASK1 mediada por alteraciones en la homeostasis del ca®?

Otro fendmeno propio de los mecanismos apoptéticos ocasionados por la sobre-estimulacion de los
receptores AMPA oligodendrogliales y que también puede converger en la activacién de ASK-1 es,
como ya hemos mencionado, la alteracién en la homeostasis del Ca™. Los efectos de la entrada masiva
de Ca**al interior celular pueden ser canalizados, al menos en parte, por la activacion de las Calmodulin
quinasas (protein quinasas dependiente de Ca™/Calmodulina). Estas enzimas, se activan a raiz de
incrementos en la concentracién intracelular de iones Ca' y transfieren grupos fosfato del ATP a
residuos Ser/Thr de otras proteinas. Una de las proteinas potencialmente activables mediante dichas
fosforilaciones es precisamente, ASK-1. Multitud de trabajos han corroborado la participacién de la
CaMKIl como elemento conector entre la sefializacion alterada del Ca™ y la activacion del eje de
sefializacion pro-apoptotica ASK-1/INK/p38 (Brnjic y cols, 2010; Liu y cols, 2013; Chen y cols, 2013). El
punto clave de interaccién entre la CaMKIl y ASK-1 parece estribar en que la activacidn de la primera
promueve la fosforilacion de la segunda en el residuo Thr 845, modificacion fundamental para su

activacion (Takeda y cols, 2003; Hattori y cols, 2009).

6.1.3. Activacion de ASK1 mediada por el estrés de RE

Finalmente, el estrés a nivel del reticulo endopldsmico, supone otro de los fenédmenos propios de
multitud de situaciones de estrés celular y puede, bajo determinadas condiciones, mediar la activacion
de ASK-1 y promover el proceso apoptdtico emergente. Como hemos mencionado en el apartado
relativo a este fendmeno propio de la excitotoxicidad glutamatérgica, el estrés infligido a nivel de este
organulo celular desencadena la activacion de la via UPR, hecho también constatado en
oligodendrocitos expuestos a AMPA (Ruiz y cols, 2010). Entre las vias de sefializacion integradas en la
UPR, la representada por la activacion de IRE-1a puede desempefiar, bajo determinadas circunstancias,
un papel fundamental en la activacidon de la via de las MAPKs: si un potencial agente estresante
ocasiona un grado de dafio o estrés reticular irreparable, la respuesta mediada por IRE-1a inicialmente
adaptativa y pro-supervivencia, deja paso a su contribucién al proceso apoptdtico emergente,
estableciendo asi la conexion entre el estrés reticular y la activacién de la via de sefializacidon SAPK/JNK.
De forma concreta, dicha conexidn se establece de tal forma que IRE-1a recluta a TRAF-2 (TNF receptor
associated factor 2) y a través de su actividad quinasa acopla el estrés de RE al proceso de activacion de
JNK mediado por ASK-1 (Urano y cols, 2000; Yang y cols, 2009; Tabas y Ron, 2011; Cai y cols, 2013) (ver
figuras 10y 12).
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Figura 12. Via de sefializacion IRE1/TRAF2-ASK-1/JNK activada bajo condiciones severas de estrés de RE. La
transduccidn de sefiales entre el complejo IRE-1/TRAF2 puede afectar a ASK-1 vy resultar en la activacidon de JNK.
Ademas, la participacion de miembros de la familia Bcl-2 como Bax o Bak en el fendmeno apoptdtico podria verse
potenciada redundando a su vez en la magnificacion de los fendmenos IRE-1a dependientes. Adaptado de Tabas 'y
Ron, 2011.

Una vez se produce la activacion de ASK-1 mediada por alguno o quizas varios de los fendmenos
expuestos anteriormente, continua el proceso de transmisidon de la sefial apoptdtica hacia el siguiente
nivel de la via, constituido por las MAP2K, llegando finalmente a nivel de las MAPKs (JNK y p38) que a su

vez influenciaran multiples vias y ramificaciones de la cascada de sefializacion apoptética en curso.

6.2. Via JNK/SAPK

Las 10 isoformas existentes para esta quinasa y originadas a partir del splicing alternativo de 3 genes
diferentes JNK1, JNK2, JNK3 (Davis, 2000; Johnson y Nakamura, 2007), juegan un papel determinante
tanto a nivel de la via apoptdtica extrinseca como a nivel de la via mitocondrial o intrinseca. Estas
quinasas, desempefan su papel a la hora de activar sefializacién pro-apoptdtica mediante la sobre-
regulacion de genes pro-apoptdticos y/o a través de la transactivacion de factores de transcripcion
especificos o de forma mas directa modulando las actividades de proteinas mitocondriales pro y anti-
apoptoticas a través de fosforilaciones.

Concretamente, una vez activado por las MAPKKs, el JNK fosforilado puede translocarse al nucleo
donde entre otros fosforila y activa a c-Jun (Davis y cols, 2000; Chang y cols, 2001). La fosforilacion de c-
Jun ocasiona la formacion de AP-1, que a su vez ha sido implicado en la expresion de una amplia
variedad de proteinas, algunas de las cuales de marcado caracter pro-apoptético (Dhanasekaran y

Reddy 2008; Turjanski y cols, 2007). Ademas, INK puede fosforilar y modular a otros factores de
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transcripcién como JunD, ATF2, ATF3, Elk1, Elk3, p53, AR, NFAT4, HSF-1 y c-Myc (Johnson y Nakamura,
2007). Se ha visto que la participacion de JNK, a nivel nuclear, es un evento fundamental durante los
procesos apoptdticos que afectan a neuronas del sistema nervioso central durante condiciones retirada
de factores tréficos (Bjorkblom y cols, 2008).

Ademas de sus implicaciones a nivel nuclear, se han explorado con éxito otras posibles acciones de
JNK en el dmbito mitocondrial. A este respecto, JNK modula la activacién de determinadas proteinas
pro y anti-apoptdticas, participando de forma esencial en los procesos que conducen a la liberaciéon del
citocromo-c (Tournier y cols, 2000), dada su relevancia en los procesos de activacion de moléculas pro-
apoptéticas como Bid (Liu y Lin, 2005; Deng y cols, 2003), Bim y Bmf (Lei y Davis, 2003) o Bad (Donovan
y cols, 2002; Wang y cols, 2007).

La via SAPK/JNK modula multitud de procesos apoptdticos, alguno de los cuales mecanismos
ocasionan muerte oligodendroglial (Stariha y Kim, 2001; Jurewicz y cols, 2006) también bajo

condiciones de excitotoxicidad glutamatérgica (Liu y cols, 2002; Rosin y cols, 2004).

6.3. Via p38

La ruta de sefializacién que implica a p38 puede ser activada por multitud de factores extracelulares
gue van desde citoquinas pro-inflamatorias, componentes de bacterias y estrés (Zarubin y Han, 2005).
En clara conjuncién con la cascada de sefalizacion mediada por INK, estd involucrada en |Ia
determinacion del destino celular, dado que muchas de las sefiales que pueden activarla se dan bajo
contextos de estrés celular.

En general, los mecanismos mediante los cuales p38 puede mediar apoptosis o supervivencia celular
implican la regulacidn de la expresién de moléculas de la familia Bcl-2 (Cai y cols, 2006). Entre otras
acciones, p38 puede regular mediante distintos mecanismos a Bax: incrementando los niveles de
ARNm y proteina (Porras y cols, 2004), mediando su translocacién a la mitocondria (Capano vy
Crompton, 2006; Kim y cols, 2006), o como parte del complejo de sefializacién mitocondrial que
favorece la activacion de Bax y la liberacion del citocromo-c (Owens y cols, 2009). Por otra banda, los
niveles y actividad de Bim pueden ser alterados por p38 (Cai y cols, 2006; Cai y cols, 2008). Ademas, p38
supone una de las quinasas cuyas fosforilaciones sobre p53 pueden modular la actividad/localizaciéon
del mismo en contextos apoptdticos (Perfettini, 2005; Gong y cols, 2010).

Las acciones pro-apoptoticas de p38 dentro de la cascada de sefializacién implicada en los procesos
de muerte celular, se complementan a través de regulacidon negativa que, a través de fosforilaciones,
ejerce sobre la actividad de moléculas anti-apoptdticas como Bcl-2 (Torcia y cols, 2001; Markou vy cols,
2009). Se ha descrito también la posible interaccién de p38 y c-FLIP, dando como resultado de dicho

vinculo la inhibicidn de la accién anti-apoptdtica de este ultimo al impedir su reclutamiento en el DISC
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(Tourian y cols, 2004). Finalmente, resaltar que, las vias de supervivencia PI3K/AKT o ERK (cuando esta
actua como tal) pueden verse reguladas de forma negativa por p38 (Porras y cols, 2004; Zuluaga y cols,
2007). Por todo ello, se puede concluir que la activacién de p38 constituye uno de los fenomenos

caracteristicos y fundamentales de multitud de contextos apoptéticos.

7. Casein Quinasa 2 (CK2) en la regulaciéon de la supervivencia o muerte

celular

La casein quinasa 2 (CK2), es una serina/treonina protein quinasa altamente conservada, de
distribucidn ubicua en eucariotas, presente en multitud de compartimentos celulares y relacionada con
una amplia variedad de sustratos mediante las interacciones y fosforilaciones que sobre ellos ejerce
(Meggio y Pinna, 2003) . La estructura molecular de CK2 se corresponde a la de un complejo
tetramérico caracterizado por la presencia de dos subunidades alfa cataliticas (CK2a and CK2a') y dos
subunidades beta reguladoras (CK2 B) (Hanif y cols, 2010). Durante sus acciones como quinasa, CK2
difiere de otras protein quinasas por el hecho de que fosforila tanto residuos Ser/Thr como Tyr en
motivos acidicos (Vilk y cols, 2008) empleando para ello tanto ATP como GTP como donadores de
grupos fosfato (Olsten y cols, 2004; Olsten y cols, 2005). Se trata pues, de una quinasa que por sus
caracteristicas singulares fue considerada de forma cldsica como la quinasa mas promiscua de las
células eucariotas, afirmacidn que ha sido corroborada a posteriori en estudios protedmicos realizados
en células humanas, en los que se observd que gran parte de los sitios de fosforilacidn fisioldgicos
contienen secuencias consenso para CK2 (Salvi y cols, 2009; Bian y cols, 2013).

Dado el amplio patrén de distribucién y las multiples acciones de CK2, se han identificado unos 300
substratos a través de los cuales CK2 media procesos como: proliferacién, supervivencia, apoptosis y
transformacion celular (Meggio y Pinna, 2003; Trembley y cols, 2009; Ruzzene y cols, 2010). Como
hemos mencionado, CK2 es una quinasa ubicua que estd activa de forma constitutiva, si bien existen
evidencias de su recolocalizacidén asi como de incrementos en su actividad como respuesta, entre otros,

ante situaciones de estrés celular (Gerber y cols, 2000; Davis y cols, 2002; Yamame y Kinsella, 2005).

7.1. Participacion de CK2 en la supervivencia celular

Existen multitud de evidencias que sostienen que la expresion de CK2 contribuye, en lineas
generales, al mantenimiento de la viabilidad celular. Este hecho es especialmente notorio en tumores,
pues se asocian en multitud de casos con una alta expresion y actividad de CK2 (Di Maira y cols, 2005;
Silva y cols, 2008; Martins y cols, 2010; Ortegay cols, 2014) mientras que, por el contrario, la inhibicion

de CK2 facilita los procesos de muerte de las células tumorales (Dixit y cols, 2012; Qaiser y cols, 2014).

27



Introduccion

En este sentido, la influencia que la actividad de CK2 ejerce sobre multitud de moléculas y vias de
sefalizacion puede explicar la modulacién general pro-supervivencia que parece caracterizar a dicha
quinasa: existe constancia de la regulacion al alza de la via de sefializacidn PI3K/AKT mediada por la
accién de CK2, bien mediante fosforilacion directa de AKT a nivel de la ser 129 (Di Maira y cols, 2005; Di
Maira, 2009; Ponce y cols, 2011) o bien mediante la fosforilacidn e inactivacion de PTEN (Phosphatse
and tensin homolog) (Torres y Pulido, 2001; Kang y cols, 2011; Lima-Fernandes y cols, 2014). Asi mismo
se ha descrito la relacidn, entre CK2 y la activacién de NF¢B, cuando esta promueve mecanismos de
sefializacion pro-supervivencia (Chantome y cols, 2004; Dominguez y cols, 2009). Ademas, existen
estudios que ponen de manifiesto la participacién de CK2 en la activacidn de la via JAK/STAT mediante
la fosforilacion de las quinasas Janus (JAK) 1 y 2 (Zheng y cols, 2011). También se ha constatado una
potencial relacién de CK2 con c-FLIP en la respuesta pro-supervivencia frente a determinados procesos
apoptoticos (Wang y cols, 2006).

Sin embargo, CK2 no sélo media la supervivencia celular a través de la potenciacién de rutas
consideradas pro-supervivencia sino que limita la acciéon de ciertas moléculas pro-apoptodticas,
especialmente a nivel mitocondrial. En este sentido y haciendo referencia a una de las moléculas
citadas en apartados anteriores, CK2 se ha revelado como una de las quinasas con capacidad para
fosforilar a Bid, impidiendo asi el proceso de activacion de este (Olsen y cols, 2006; Hellwig y cols,

2010).

7.2. Participacion de CK2 en vias de senalizacién propias de mecanismos apoptdticos

En contraposicién a la vision de CK2 como quinasa cuyas acciones Unicamente redundan en la
potenciacion de la viabilidad celular, existen una serie de investigaciones en las que, bajo ciertos
contextos apoptoticos muy concretos, CK2 parece intervenir de forma opuesta (Sayed y cols, 2001;
Lithfield y cols, 2003). Concretamente, tras la accién de determinados agentes estresantes parece
establecerse una relacién entre CK2 y la activacién pro-apoptdtica de JNK (Min y cols, 2003; Hilgard y
cols, 2004). Ademas de su conexion con JNK, se ha establecido también un vinculo entre CK2 y p53.
Concretamente, CK2 en complejo con el factor de la cromatina FACT (hsPT16 y SSRP1) fue identificada
como la quinasa responsable de la fosforilacidon de p53 a nivel de la ser 392 tras la exposicion a luz UV in
vitro (Sayed y cols, 2000; Keller y cols, 2001; Keller y Lu, 2002), asociandose dicha fosforilacién con

incrementos en la unién de p53 al DNA y por tanto en su actividad transcripcional.
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7.3. Modulacion del estrés de RE a través de la actividad de CK2

En intima relacién con la posible participaciéon de CK2 en toma de decisiones entre la superviviencia
o muerte celular y dada la accién antagénica que a este respecto puede caracterizar a la via UPR es
preciso esbozar, en lineas generales, las principales acciones de CK2 dentro de la misma: existen
evidencias de la influencia directa de CK2 sobre las vias de sefializacién iniciadas por PERK e IREla, si
bien todavia no se han encontrado acciones directas sobre la via mediada por ATF6 (Fig. 13).
Concretamente, diversos estudios proponen la actividad de CK2 como inhibitoria con respecto a la
activacion de PERK y consecuentemente en la activacion de la diana molecular de dicha quinasa, elF2q,
pues tanto la inhibicién farmacoldgica como el silenciamiento génico de CK2, incrementan la tasa de

fosforilacién / activacion de elF2a (Manni y cols, 2012; Ampofo y cols, 2013; Intemann y cols, 2014).

Endoplasmic reticulum stress signalling and CK2
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Figura 13. Influencia de CK2 sobre los distintos ejes de sefializacion integrados en la UPR, bajo condiciones
de estrés de RE. A través de la inhibicién o el silenciamiento génico de CK2 se han observado sus acciones a nivel
de las diferentes vias de la UPR. A este respecto, se ha constatado su accion inhibitoria sobre la actividad de PERK
y por tanto sobre la fosforilacion de la diana de esta quinasa, elF2a. También se ha determinado la participacion
de CK2 en el eje de sefializacidon iniciado por IREla, en este caso potenciando su grado de fosforilacion y
activacion. En cuanto a la via iniciada mediante la disociacién de ATF6 y GRP78, no se han encontrado evidencias
tan directas de la influencia de CK2 sobre elementos integrados en dicho eje de sefalizacion. Adaptado de Gotz y
Monternach, 2013.
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Contrariamente, el papel propuesto para CK2 con respecto a la via de sefializacién mediada por la
activacion de IREla se antoja inverso al anterior: en trabajos realizados sobre células gliales, el estrés
de reticulo endoplasmatico ocasionado por el uso de Thapsigargina (estimulo inductor de estrés de RE y
por tanto de la UPR) y relativo a la activacion de la via iniciada por IRE1a se ve afectado por la inhibicion
de CK2, pues bajo este paradigma experimental la inhibiciéon de CK2 reduce la activacidon de IREla y la

aparicion de la forma XBP1s (Hosoiy cols, 2012; Manni y cols, 2012) (ver figura 13).

8. Via de seiializacion PI3K/Akt/mTOR

Desde su descubrimiento como oncogen, la serina/treonina quinasa Akt, también conocida como
proteina quinasa B (PKB), ha sido foco de atencidn en infinidad de estudios debido a su papel critico en
la regulacién de diversos procesos celulares, incluyendo la supervivencia o la proliferacién celular. La
cascada de seializacidon de Akt puede estar activada por receptores tirosina quinasa, receptores de
citoquinas, receptores acoplados a proteinas G y otros estimulos que inducen la produccion de
fosfatidil-inositol trifosfato mediante la intervencidén de la quinasa PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase) y
cuyo resultado es el mantenimiento del ciclo y la proliferacién celular (Brazil y cols, 2004; Yip y cols,

2015).

8.1. Principales intervenciones de Akt a favor de la supervivencia celular

Las tres isoformas de Akt median muchos de los eventos regulados por PI3K entre los cuales destaca
la oposicién a los mecanismos apoptdticos a través de diferentes vias, entre las cuales: pueden inactivar
a ASK-1 mediante fosforilaciéon en el residuo Ser83 y por tanto limitar procesos apoptoticos ASK1-
dependientes (Kim y cols, 2001; Vauzour y cols, 2007; Autret y cols, 2008). Ademas, Akt fosforila a la
proteina pro-apoptdtica BAD, hecho que provoca la asociaciéon de esta a 14-3-3, quedando asi
incapacitada como inhibidor de la accidn antiapoptdtica de Bcl-xL/Bcl-2 (Prasad y cols, 2009). Se ha
descrito también la inactivacidon de la caspasa-9 mediada por Akt, hecho que limita la implicacién
apoptética de la citada caspasa (Jeong y cols, 2008). Por otro lado, es conocida la influencia de Akt
sobre p53 dado que la fosforilacién de MDM2 mediada por Akt posibilita su entrada al nucleo y la
salida, ya ubiquitinizado, de p53 para su posterior degradacién (Liao y Hung, 2010). La molécula PACS-2,
mencionada en el apartado dedicado a la via apotdtica extrinseca y relacionada con el transporte de
Bid a la mitocondria, es fosforilada por Akt, inhibiendo asi sus potenciales acciones pro-apoptodticas

(Aslany cols, 2009).
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La via PI3K/Akt se ha revelado fundamental no sélo a la hora de impedir la activacion de moléculas y
vias de seializacidn pro-apoptéticas sino también a la hora de incrementar la expresién y actividad de
moléculas pro-supervivencia como por ejemplo XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) (Lu y cols, 2011;
Bing y cols, 2015) o CREB (cAMP Response Element Binding Protein) (Caravatta y cols, 2008; Zhang y
cols, 2013).

Por todo ello, sumado al hecho por el cual la inactivacion de la via PI3K/Akt puede provocar muerte
apoptética tanto dependiente como independiente de caspasas (Alvero y cols, 2009; Park y cols, 2009),
el andlisis de los mecanismos que regulan el estado de activacidn de la via PI3K/Akt/mTOR constituye
una aproximacion adecuada a la hora de estudiar las moléculas y vias participes de una determinada

cascada de sefializacidn apoptética.
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Figura 14. Principales mecanismos pro-supervivencia mediados por la via de sefializacién PI3K/Akt/mTOR.
Mediante diversos mecanismos, Akt incrementa la presencia y/o accidn de una amplia bateria de moléculas y vias
anti-apoptdticas como MDM2, XIAP,ERK o CREB a la par que limita las actividades pro-apoptéticas de moléculas
como p53, Bad, Bim o Bid, entre otras. El sumatorio de las distintas intervenciones Akt dependientes a nivel de la
sefializacidn intracelular, constituyen una barrera pro-supervivencia celular a superar por cualquier agente
causante de estrés o dafio celular.

En conclusién, el grado de activacién de Akt es fundamental y media gran parte de las respuestas
celulares dependientes de PI3K como crecimiento, metabolismo, supervivencia y homeostasis de la

glucosa (Manning y Cantley, 2007). Se considera por tanto, el eje PI3K-Akt como la via candnica de la
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sefalizacion mediada por PI3K, cuya importancia para la supervivencia celular ante situaciones de
estrés ha sido estudiada en diversos tipos celulares, inclusive en las células oligodendrogliales (Molina-

Holgado, 2002; Cui y cols, 2006; Wang y cols, 2011).

8.2. Mecanismo de activacion de AKT

Akt contiene un dominio PH (plecstrina) gracias al cual, tras la producciéon de PIP3, se ancla a la
membrana plasmatica (Engelman y cols, 2006) donde sera activada mediante un proceso de
fosforilacién dual. En primer término, la protein quinasa 1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1)
fosforila a Akt en la Thr308 como requisito previo para la activacion completa de Akt (Alessi y cols,
1997; Yip y cols, 2015). Sin embargo a través de un mecanismo descubierto a posteriori, otras quinasas
o complejos quinasa como DNA-PK o mTOR-2 (Mammalian target of Rapamycin) fosforilan a Akt en el
residuo Ser 473 otorgandole su maximo nivel de activacion (Sarbassov y cols, 2004; Bozulic y
Hemmings, 2009; Chen y cols, 2010). Antagdnicamente existen una serie de fosfatasas como PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), PP2A (Protein phosphatase 2) o PHLPP (Pleckstrin homology domain
leucine-rich repeat protein phosphatase), que mantienen la via PI3K/Akt dentro del rango fisiolégico de

activacion adecuado (Liao y Hung, 2010).

8.2.1. PTEN como principal regulador negativo de la via PI3K/AKT/mTOR

PTEN (Phosphatase and tensin homolog) ha sido establecido como uno de los genes supresores
tumorales cuya mutacién ocurre con gran frecuencia en multitud de contextos cancerigenos. Este gen
es responsable de una proteina del mismo nombre, la fosfatidilinisoditol 3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa
(PTEN) cuya principal actividad dentro de la via PI3K/Akt/mTOR radica en la conversién del
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PI(3,4,5)P3) de membrana en PI(4,5)P2, antagonizando asi el papel de
la fosfoinositido-3-quinasa (PI3K) (Milella y cols, 2015; Jerde y cols, 2015; Xi y Chen, 2015). De esta
forma, PTEN inactiva una serie de protein quinasas curso abajo en la via, como Akt y la isozima 1
piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK1). A través de la regulacién negativa que ejerce sobre dicha via
de sefalizacion, PTEN interviene en las multiples funciones y respuestas celulares dependientes de la
via PI3K/Akt/mTOR como son proliferacidn, crecimiento y apoptosis celular (Milella y cols, 2015; Jerde y
cols, 2015).

La estructura de PTEN comprende varias regiones principales: un dominio fosfatasa N-terminal, un
dominio central (C2) y una cola C-terminal. El dominio fosfatasa y el C2 constituyen la entidad

enzimatica necesaria y suficiente para el procesamiento de (PI(3,4,5)P3). En cuanto a la cola C-terminal,
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se trata de un fragmento flexible que interviene principalmente en los mecanismos de regulacién de
PTEN (Wang y Jiang, 2008).

Los mecanismos de regulaciéon de PTEN constituyen un amplio y complejo campo de estudio pues
abarcan modificaciones post-transcripcionales, interacciones proteina-proteina e interacciones
proteina-lipido. Dentro de las modificaciones post-transcripcionales, se incluyen: fosforilacion (Al-Kouri
y cols, 2005; Cordier y cols, 2012), acetilacién (Okumura y cols, 2006), ubiquitinizacién (Wang y cols,
2007) y sumoilacién (Huang y cols, 2012).

Centrandonos en el papel de las fosforilaciones, es preciso mencionar que, la cola C-terminal posee
al menos seis puntos de fosforilacién: Thr-366, Ser370, Ser-380, Thr-382, Thr-383 y Thr-385, implicados
en la modulacién de la distribucién subcelular de PTEN, en su estabilidad y como consecuencia en la
funcién de PTEN (Worby y Dixon, 2014; Chia y cols, 2015). En lineas generales, como se puede ver en la
Figura 15, estados defosforilados de la cola C-terminal redundan en la aparicién de una conformacion
“abierta”, promueven el reclutamiento de la fosfatasa a la membrana plasmdtica y por ende su
activacion (Rahdar y cols, 2009). Son varias las quinasas que pueden mediar dichas fosforilaciones: la
Casein Quinasa 2 (CK2) fosforila a PTEN principalmente en las Ser370 y Ser 385 (Torres y Pulido 2001) si
bien, multitud de estudios consideran la fosforilacién del clister Ser380/Thr382/383 como un evento
CK2 dependiente (Berggren y cols, 2009; Patsoukis y cols, 2013). A este respecto, se ha propuesto que
las fosforilaciones Ser370 y 385 pueden constituir un evento ligado y potenciador de la fosforilacion del
citado cluster (Odriozola y cols, 2007). En cualquier caso, la importancia de dicho clister radica en que
su fosforilacidon ha sido relacionada ampliamente con estados inactivos de PTEN y en consecuencia de
activacion de la via PI3K/Akt/mTOR y por tanto con la supervivencia celular (Chia y cols, 2015; Yang y
cols, 2015). Por otro lado, la GSK3B (glucdgeno sintasa quinasa-3b) fosforila los residuos Ser362 vy
Thr366 (Al Kouri y cols, 2005; Maccario, 2007). Ademas, la molécula GLTSCR2/ PICT-1 (Glioma tumour
supresor critical regién 2/ protein interacting with the carboxil terminus-1) interacciona con PTEN y
potencia su fosforilacién en la Ser380 si bien los efectos sobre la actividad de PTEN son contrarios a los
mediados por CK2, es decir, tiende a incrementar la actividad fosfatasa de PTEN (Okara y cols, 2006;
Yim y cols, 2007). Otro de los dominios presentes en la estructura de PTEN, el C2, es susceptible de ser
fosforilado por ROCK (RhoA-associated kinase) en la Ser229, Thr 232, Thr319 y Thr 321 (Li y cols, 2005;
Li y cols, 2014;). También RAK (Quinasa asociada a Fyn), puede fosforilar a PTEN en dicha region,

concretamente a nivel de la Tyr 336 (Yim y cols, 2009).
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Figura 15. Mecanismo de activacion de AKT mediado por la accidon de PI3K y detalle de la modulaciéon
(mediante fosforilaciones) del principal regulador negativo de la via, PTEN. La fosforilacion de PI-4,5-P, mediada
por PI3K y la consecuente produccion de PI-3,4,5; supone la base para la activacion mediante fosforilacion
(llevadas a cabo principalmente por PDK-1 y mTOR2) de AKT. Ademas, una bateria de fosfatasas, cuyo principal
representante es PTEN, regulan negativamente la via PI3K/AKT/mTOR con el objetivo de mantenerla dentro de los
niveles fisioldgicos.de activacion. La actividad de PTEN a su vez es regulada, entre otras, mediante fosforilaciones
llevadas a cabo por diversas quinasas (ROCK, RAK, CK2, GSK3, PICT1/GLTSCR2). Como resultado de las distintas
fosforilaciones, tanto la estabilidad como la localizacién celular y la actividad de PTEN se ven modificadas,
alterando en su conjunto el grado de activacién de la via PI3K/AKT/mTOR y por consiguiente su accién opositora
ante un potencial agente citotéxico.

La regulacidon negativa de la via Pi3K/Akt es fundamental puesto que, tras la via de sefializacion
mediada por p53, la via PI3K/Akt/mTOR constituye una de los sistemas de sefializacién cuya alteracion
estd ampliamente asociada al desarrollo de tumores (Fruman y cols, 2014; Martini y cols, 2014). Por
ello, alteraciones a la baja en la actividad de las principales fosfatasas, como PTEN o PP2A, encargadas
de controlar el grado de activacion de la via, suponen la causa subyacente a multitud de contextos
cancerigenos caracterizados por una activacion de la via PI3K/Akt/mTOR anormalmente elevada
(Chalhoub y Baker, 2009; Eichorn y cols, 2009), mientras que la potenciacién de la actividad de PTEN
constituye el mecanismo responsable de un menor grado de activacién de Akt y de una mayor
vulnerabilidad celular frente a agentes citotoxicos (Gary y Mattson, 2002; Delgado-Esteban y cols, 2007;

Li y cols, 2009).
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9. Papel de las PKC’s en los mecanismos que gobiernan el destino celular.

La familia de las protein quinasas C (PKC’s), es una familia de serina/treonina quinasas que
desempenan su actividad en multitud de tipos celulares. La familia de las PKCs ha sido implicada en
variadas respuestas celulares como permeabilidad celular, proliferacién, progreso del ciclo celular,
tumorogénesis y apoptosis, entre otros (Griner y Kazanietz, 2007; Steinberg, 2008; Poliy cols, 2014). En
gran parte de las ocasiones, su funcidn es especifica del tejido o tipo celular y depende en gran medida
de la interaccidn entre las distintas isoformas de las PKCs con otras vias de sefializacion celular.

En base a sus caracteristicas estructurales y de activacién, se ha establecido una clasificaciéon que
considera la existencia de 10 isoformas clasificadas en tres subfamilias: PKC’s convencionales o clasicas
(cPKCs; a, B, Bll, y), PKCs nuevas (nPKCs: 6, €, n, and 8) y PKCs atipicas (aPKCs: g, t, A). La activacion de
las cPKCs requiere diacilglicerol (DAG) como activador principal y fosfatidilserina y Ca** como
cofactores. A este nivel, se establecen diferencias entre las distintas PKCs, pues las nPKCs requieren
para su activacion DAG y fosfatidilserina pero no Ca*?, mientras que las aPKCs se activan en respuesta a

fosfatidilserina pero no por DAG o Ca* (Fan y cols, 2014; Kang, 2014).

Dominio regulador Dominio catalitico
Convencionales DAG,Ca*?y
a, Bl B, v N E' PS H c1 u 2 ':' 3 C Fosfatidilserina
Nuevas :‘ m u u — Ca*?y
6,g,n,6 N C2-like PS c e C Fosfatidilserina
?tl'pi}t:as N o t[c1-|ike c3 C Fosfatidilserina
4 L’

Figura 16. Clasificacion de las distintas isoformas de PKCs. La variada composicion de los dominios regulador
y catalitico de las PKCs genera una serie de patrones estructurales y de activacion que da lugar a la clasificacion de
las distintas isoformas en tres grupos: Protein Quinasas C convencionales (cPKCs), Protein Quinasas C nuevas
(nPKCs) y Protein Quinasas C atipicas (aPKCs). PS (Pseudo-substrato), C1 (sitio de unién a DAG y esteres de forbol),
C2 (sitio de unién a fosfatidil serina y Ca*’), C3 (sitio de unién a ATP), C4 (sitio de unién a sustrato). El sitio “C2-
like” no puede interaccionar con el ca”, de igual manera que el “C1-like” no puede hacerlo con DAG o esteres de
forbol.

En relacidn a los mecanismos apoptéticos (uno de los multiples procesos en los que participan), se
ha empleado el PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) como activador de las isoformas clasicas y
nuevas para dilucidar el papel que juegan las PKCs, asi como una serie de inhibidores farmacolégicos
especificos que han permitido demostrar su influencia tanto en procesos apoptéticos intrinsecos como
extrinsecos (Harper y cols, 2003; Liang y cols, 2014). En lineas generales, se considera que las isoformas
-a y -B tienen caracter anti-apoptdtico, mientras que para las isoformas -8 y -e prevalece su rol pro-

apoptético (Reyland, 2007). Sin embargo, esta visidn entre es demasiado simple para abarcar las
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acciones que, al igual que para la mayoria de moléculas, dependen en gran medida del tipo de estimulo
y del contexto de sefializacidn intracelular generado y segun el cual las isoformas -a y —f median tanto
acciones pro-supervivencia como acciones pro-apoptéticas (Reyland,2009). Ademas, como veremos en
el siguiente subapartado, las intervenciones de la isoforma — 6 en el mecanismo apoptdtico suponen

otro claro ejemplo de la complejidad intrinseca de la sefializacién PKC dependiente.

9.1. Implicacion de PKC& en la supervivencia y muerte celular
9.1.1. Intervenciones de PKCb a favor de los procesos de muerte celular

La isoforma delta, de expresién ubicua, ha sido implicada en la regulaciéon de la proliferacién y
supervivencia celular: en el caso concreto de la PKC-§, se ha asociado de forma general su
sobreexpresidon con contextos apoptdticos o de inhibicidon de la proliferacidn celular mientras que, por
otra parte, se ha descrito su ausencia asociada a procesos de transformacién celular (D’Costa y cols,
2006; Hernandez-Maqueda, 2013).

Dada su pertenencia al grupo de las n-PKCs se requiere para su activacion la presencia de DAG o
fosfatidilserina, si bien ciertas fosforilaciones y/o su rotura proteolitica le confieren su maximo grado
de funcionalidad. Existen varias quinasas, curso arriba de PKC-§, implicadas en la fosforilacidn de ciertos
residuos tirosina que regulan las funciones especificas (pro/anti-apoptoéticas) de PKC-6 en respuesta a
un estimulo concreto. A este respecto, las tirosin quinasas de la familia Src (Src, Fyn, Lyn y Lck) y c-Abl
son las principales moléculas responsables de dichas fosforilaciones (Rybin y cols, 2004; Wie y cols,
2014). En funcion del tipo de estimulo asi como del residuo tirosina fosforilado se puede producir o no
la activacion de la PKC-6. De forma complementaria, la propia PKC-6 puede ser procesada y activada
por la caspasa 3 (efectora) (Carvour y cols, 2008), si bien este puede constituir un fendémeno
fundamental para el proceso apoptético (D'Costa y Denning, 2005; Sun y cols, 2008) o colateral
(Persaud y cols, 2005) dependiendo del tipo celular. Una de las principales consecuencias de dicho
procesamiento mediado por la caspasa 3, es la aparicidon del fragmento catalitico (PKC5-CF), que a su
vez puede ser responsable de la fosforilacion e inhibicién de la proteina antiapoptética Mcl-1 (Sitailo y
cols, 2006; Basu y Pal, 2010).

Ademas, otras rutas y niveles de sefializacién con relevancia en los procesos apoptoéticos estan
también bajo la influencia de PKC-§, pudiendo contribuir al avance del proceso apoptdtico en cuestion.
A este respecto, se han encontrado interacciones de PKC-6 con la familia de las MAPK, viéndose
afectadas por su activacion, ERK (Choi y cols, 2006; Lomonaco, 2008; Fan y cols, 2014), p38 (Geraldes y
cols, 2009) y JNK (Gomel y cols, 2007). También se ha descrito la influencia negativa de PKC6 sobre la
via de supervivencia PI3K/AKT bajo determinados contextos celulares (Li y cols, 2006; Kim y cols, 2008).

Por otro lado, el factor de transcripcidon p53 ha sido propuesto como una de las dianas de accidn de
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PKC-6 bajo determinadas condiciones apoptdticas (Lee y cols, 2006; Lin y cols, 2009). Se ha observado
la convergencia de PKC-6 con c-Abl (quinasa implicada en la ejecucion del programa apoptdtico) (Barila
y cols, 2003) a varios niveles, promoviendo en todos los casos la cascada de sefializacién apoptdtica
(Lasfer y cols, 2006; Qi y cols, 2008; Wie y cols, 2014). En base a las anteriores evidencias que asientan
su amplia accion pro-apoptética, se ha descrito de forma global la activacién de PKC-6 mediada por
diversos estimulos citotdxicos, siendo su accidn vital para el progreso de mecanismos apoptdticos
generados por exposicidn a radiaciéon UV (D’Costa y Denning, 2005), genotoxinas (Yoshida y cols, 2006),

estrés oxidativo (Carvour y cols, 2008) o estrés de RE (Larroque- Cardoso, 2013) (ver fig.17).

Dafio del ADN, Estrés
genotoxico, estrés oxidativo,
Estrés de reticulo

Muerte mediada por
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CdK1 ciclo celular
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Figura 17. Dualidad de accion de PKC-6 en la sefalizacion que rige el destino celular. La activacion de PKC-§,
esta intimamente ligada a su fosforilacion y/o procesamiento proteolitico. Una vez activa, interacciones entre c-
Abl o p53 con PKC-§, suponen la base de ciertos mecanismos apoptadticos. El fragmento catalitico (PKC-6 CF)
puede mediar la fosforilacidon causante de la degradacion de Mcl-1 (molécula Bcl-2 anti-apoptdtica). PKC-6, puede
ocasionar también la detencién del ciclo celular, regulando los niveles de moléculas como ciclinas o cdks. La
activacion de PKC-§, puede canalizarse a su vez, a través de la via JNK conduciendo a la aparicion de procesos
autofagicos. Como parte del estrés celular ocasionado por la accion de determinados agentes citotdxicos, PKC-6
puede mediar la inhibicién de la via PI3K/AKT y por ende contribuir a la reduccién de la viabilidad celular. Sin
embargo, PKC-6 puede desempefiar, en funcién del tipo celular y de las caracteristicas del estimulo, acciones
antagonicas sobre varias de las moléculas citadas y cuyo resultado final es la supervivencia celular. En este
sentido, PKC-6 participa en la estabilizaciéon de Mcl-1 asi como en la activacién como vias pro-supervivencia de
AKT o ERK, ademas de incrementar la activacion del factor de transcripcion NFkB. Precisamente a través de la
activacion de NFkB, media la expresidn de moléculas de marcado caracter anti-apoptotico como c-FLIP o clAP2.
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9.1.2. Participacion de PKC6 en el mantenimiento de la supervivencia celular

A pesar de sus multiples atribuciones como quinasa pro-apoptética, otra serie de estudios han
revelado como, bajo determinados contextos, PKC-6 puede formar parte de la respuesta a favor de la
supervivencia celular. En este sentido, es capaz de promover efectos antagdnicos a los expuestos
anteriormente sobre moléculas como AKT (Xia y cols, 2007) o Mcl-1 (Baudot y cols, 2009). Ademas, la
contribucion diferencial que segun el contexto celular generado pueden ofrecer ciertas moléculas en las
decisiones de supervivencia o muerte celular hacen que, especialmente en el caso de ERK, su activacidn
mediada por PKC-6 pueda oponerse al proceso apoptotico de forma contraria a lo expuesto con
anterioridad (Muscella y cols, 2009; Mauro y cols, 2010). Por ultimo mencionar que, también se tiene
constancia acerca de cémo la activacién del factor de transcripcion NFkB puede estar mediada por PKC-
6 y a su vez condicionar la expresién de moléculas antiapoptdticas dependientes de la accion de NFkB
como c-FLIP o c-IAP 2 (inducing inhibitor of apoptosis protein-2) (Wang y cols, 2003; Wang y cols, 2006)
(ver fig.17).

En conclusion, cuando hablamos de PKC-6 nos referimos a una quinasa con una alta versatilidad a la
hora de modular distintas moléculas y vias de sefalizacidon implicadas en la toma de decisiones que
rigen el destino celular. Por ello, su estado y su localizacién, la presencia de ciertas moléculas
moduladoras de su actividad, asi como el potencial encaje que tengan las vias de sefalizacion a las que
modula dentro de un determinado contexto y tipo celular guiaran el sentido de sus acciones a favor de

la supervivencia o de la muerte celular.
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Objetivos

El fendmeno de excitotoxicidad afecta, entre otros tipos celulares, a los oligodendrocitos. La activacién
prolongada de los receptores AMPA causa muerte oligodendroglial bajo estas condiciones. En lineas
generales, el evento excitotéxico modifica gravemente la homeostasis basal de la célula, en un proceso
caracterizado por la alteracién de la sefializacion del Ca*?, estrés de RE y por la disrupcién de la funcién y
estructura mitocondriales. Precisamente el colapso mitocondrial supone un evento central dentro de la
cascada apoptética emergente. El programa apoptdtico activado bajo estas condiciones, implica la
participacién de una compleja red de sefalizacidon intracelular en la que, hasta el momento, se ha incluido
a moléculas de la familia de proteinas Bcl-2 como Bax. Nos planteamos los objetivos expuestos a
continuacién, considerando el potencial de la excitotoxicidad como uno de los fendmenos subyacentes a
la muerte neuronal u oligodendroglial que caracteriza a variadas patologias neurolégicas y teniendo en
cuenta que la exquisita regulacién de los mecanismos apoptdticos requiere la participacion sinérgica de

vias y moléculas todavia no analizadas.

Objetivos

1. Determinar la participacién de la via apoptdtica extrinseca y la contribucidon de moléculas
de la familia Bcl-2 como parte del mecanismo general de muerte desencadenado por la activacion
de los receptores AMPA en oligodendrocitos.

2. Determinar la contribucién del factor de transcripcion p53 a la muerte oligodendroglial
excitotdxica, atendiendo tanto a su vertiente de accion transcripcional como mitocondrial.

3. Analizar el papel de las MAPKs activadas por estrés (JNK y p38) en la cascada de la
sefializacion apoptética mediada por la activacidn de los receptores AMPA, en oligodendrocitos.

4. Examinar el papel de la Casein Quinasa Il (CK2) durante el programa apoptotico ejecutado
a consecuencia del fendmeno excitotdxico, en oligodendrocitos.

5. Evaluar el estado de activacion y la participacidon de vias pro-supervivencia tales como

PI3K/AKT o ERK/CREB en los contextos de excitotoxicidad glutamatérgica, en oligodendrocitos.
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1. Experimentacion con animales

Los experimentos realizados contaron con la supervisién y aprobacién previa del Comité de Etica en
la Investigacion y la Docencia (CEID) de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU). Los animales se
trataron de acuerdo a las Directivas Nacionales y de la Unién Europea vigentes (RD 53/2013, de 1 de
febrero y Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010), y
siempre se realizé el méximo esfuerzo para minimizar el sufrimiento animal y el nUmero de animales

utilizados.

2. Obtencion de poblaciones de oligodendrocitos procedentes de células

precursoras (OPCs)

Los cultivos de OPCs se obtuvieron a partir de crias de rata Sprague-Dawley de 0 a 2 dias post-
natales (PO-P2) siguiendo el protocolo descrito por McCarthy y de Vellis (1980) con pequeias
modificaciones (Chen y cols., 2007), trabajos que asentaron las bases para la realizacidn de cultivos
primarios gliales mixtos de corteza de rata o ratdn neonatos.

Los animales fueron decapitados y los cerebros se extrajeron y colocaron en placas Petri de 35 mm
de didmetro en las que previamente se habian afiadido 2 ml de medio HBSSi sin Ca®* ni Mg, a 37°C. Se
diseccionaron las cortezas cerebrales mediante una incisién en la zona de contacto de la corteza con la
parte ventral del diencéfalo y, una vez aisladas, se retiraron cuidadosamente las meninges y los vasos
que las recubren para evitar la contaminacidn de células sanguineas, meningeales y fibroblastos. A
continuacidn, se realizd la digestién enzimatica del tejido. Para ello, las cortezas limpias se pasaron a un
tubo cénico de 10 ml que contenia 4ml de una solucién equilibrada de HBSSi sin Ca** ni Mg**
suplementado con 0,004% de DNAsa-l y 0,125% de tripsina y se incubaron durante 20 min a 372C. Al
concluir el periodo de digestién enzimatica, se detuvo la reaccién afiadiendo un volumen equivalente (4
ml) de IMDM + 10% Suero Fetal Bovino (FBS) Hyclone, y se realizd una centrifugacion (250g, 5 min) tras
la cual, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1 ml de IMDM + 10% FBS Hyclone. El
homogeneizado resultante fue sometido a un proceso de digestion mecanica mediante el paso sucesivo
por agujas de didametro decreciente (27G, 25G, 23G).

Una vez obtenida una suspension celular homogénea se procedié a una nueva centrifugacién (250g,
5 min) y el pellet se resuspendié en el volumen apropiado de medio de cultivo, IMDM + 10% FBS
Hyclone. Las células se sembraron en frascos de cultivo de 75 cm? (previamente tratados con poli-D-
lysina; 10 pg/ml, 1h a temperatura ambiente), guardando la proporciéon correspondiente al tejido
cortical de un animal/frasco, y se mantuvieron a 37°Cy 5% de CO, en un incubador humidificado. Al dia

siguiente se realizdé un cambio de medio destinado a eliminar los restos celulares derivados del proceso
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de disociacidn y fomentar asi la viabilidad de las células, ya adheridas a la superficie del frasco de
cultivo. A partir de este momento, el medio de cultivo se fue renovando cada 3-4 dias hasta que los
astrocitos formaron una completa monocapa y los OPCs se establecieron en colonias sobre ella (11-12
dias tras el inicio del cultivo). Este proceso de renovacién constante del medio de cultivo conllevd, a su
vez, la retirada parcial de las células microgliales que forman parte de este tipo de preparaciones.

El aislamiento y siembra de los OPCs se inici6 mediante una corta agitacidon de los frascos en un
agitador orbital (400 rpm, durante 1 h a 379C) para eliminar la microglia ligeramente adherida a la
monocapa de astrocitos. Los frascos se dejaron en reposo entre 3-4 h a 37°C y 5% de CO,, con IMDM +
FBS Hyclone fresco, se cerraron completamente para impedir el intercambio de gases y se sometieron a
un segundo ciclo de agitacion durante toda la noche (400 rpm, 379C). Al dia siguiente, una vez
desprendidas las células de la monocapa de astrocitos, se recogio el sobrenadante y se filtré a través de
una membrana de nylon de 20 um de tamafio de poro con el fin de discriminar entre la poblacién de
OPCs (células pequefias) y otras de mayor tamafio. La suspensidn celular asi obtenida se depositd en
placas Petri durante 2 h a 372C y 5% de CO,, permitiendo la adhesién casi especifica de las células
microgliales y, por tanto, el enriquecimiento de la poblacion celular en suspensién, constituida en su
gran mayoria por OPCs.

La suspension celular se centrifugd (250g, 5 min), el sobrenadante se descartd y el pellet fue
resuspendido en un medio quimicamente definido especifico para células de estirpe oligodendroglial,
denominado medio Sato (descrito originalmente por Sato y colaboradores, de quien tomd su nombre).
Este medio consiste en DMEM (con 4,5 g/l de glucosa y 0,11 g/I de piruvato sddico) suplementado con
distintos factores que favorecen la supervivencia y proliferacion/maduracion de los oligodendrocitos

(ver Tabla 1).
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Compuesto Concentracion ‘
Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM; Gibco) Medio base
Glutamina 2mM

BSA fraccién V 1 mg/ml
Insulina 5 pug/mi
Penicilina + Streptomicina 100 U/ml
N-Acetil-Cisteina 6,3 mg/ml
Transferrina 100 pg/ml
Selenito sédico 4 ng/ml
Progesterona 60 ng/ml
Putrescina 16 pg/ml
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-AA) 5 ng/ml
Factor de crecimiento de fibroblastos (b-FGF) 5 ng/ml

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo Sato “de proliferacion” para células de estirpe

oligodendroglial.

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio de 12-14 mm de didmetro, previamente
colocados en placas de 24 pocillos y tratados con poli-D-lysina (10 pg/ml, 1 h), a diferentes densidades
en funcién del experimento a realizar, entre 3.000 y 20.000 células por pocillo. Se mantuvieron en
estufa durante 2 dias, a 372C y 5% de CO,, en el medio de cultivo Sato suplementado con los factores
mitogénicos PDGF-AA y b-FGF, para expandir el nimero de células y prevenir su diferenciacion.

Tras este periodo, se realizd un cambio de medio con objeto de iniciar el proceso de maduracion
celular. Para ello, se retiraron los factores mitogénicos PDGF-AA y b-FGF y se incorporaron las
hormonas tiroideas T3 y T4 y los factores neurotréficos CNTF y NT-3, promotores del proceso de
diferenciacidon oligodendroglial (ver tabla 1.2). Las células se mantuvieron en el medio de diferenciacién

durante 2 dias mas antes de la realizacion de los diferentes experimentos.

Compuesto Concentracion

Triiodotironina (T3) 30 ng/ml
L-Tiroxina (T4) 40 ng/ml

Factor neurotréfico ciliar (CNTF) 10 ng/ml
Neurotrofina 3 (NT-3) 1 ng/ml

Tabla 1.2. Componentes adicionales del medio de cultivo Sato que favorecen la maduracion de los

oligodendrocitos (medio Sato)
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Los cultivos obtenidos siguiendo este protocolo constituyen una poblacién de trabajo altamente
enriquecida en células de estirpe oligodendroglial. Esta afirmacidn se ha podido corroborar mediante el
analisis de la composicidn celular de varios cultivos de OPCs asi obtenidos. Asi, tras 2 dias in vitro (DIV)
en medio Sato de proliferacion, y mediante analisis inmunocitoquimicos con marcadores especificos de
tipo celular, determinamos que al menos el 95+0.2% de las células eran Olig2* y el 92,5+0.5% eran
PDGF-R" (marcadores especificos de estirpe oligodendroglial), siendo el resto de las células astrocitos

GFAP" o microglia Iba-1".

3. Andlisis de la expresion génica mediante RT-PCR cuantitativa

La reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR), o PCR cuantitativa, es una técnica
gue permite la cuantificacién de la cantidad inicial de ARN mensajero (ARNm) de una muestra mediante
la utilizacion de primers especificos de secuencia.

En nuestro paradigma experimental, una vez aislados los OPCs se sembraron a una densidad tal que
permitié obtener, tras 2 DIV en medio de cultivo Sato de proliferacién, al menos 1 millén de células
por condiciéon experimental. Después de otros 2 DIV en el medio de cultivo de maduracion se llevo a
cabo la estimulacién de los receptores AMPA (CTZ 100 uM, 5 min; AMPA 10 uM, 30 min), y se inici6 el
proceso de extraccion del ARN total siguiendo el protocolo indicado en el kit de extraccién Absolutely
RNA Miniprep (Agilent, Catalog 400800). La cantidad final de ARN obtenida se midié en un Nanodrop
2000C Spectrophotometer (Thermo Scientific). Se usé 1 ug de ARN para realizar la retrotranscripcién a
ADN mediante la enzima retrotranscriptasa SuperScript™IIl (Invitrogen) valiéndonos para ello del
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems). El ADNc resultante se empled para
cuantificar, mediante RT-PCR, los niveles relativos de ARNm de los genes de interés sometidos a
estudio. Para la cuantificacion se utilizd una C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad) y el colorante
fluorescente SYBRGreen (Invitrogen) como reportero, que se une de forma cuantitativa al amplicén (a
mayor producto, mayor fluorescencia emitida). El fluoréforo SYBRGreen se une inespecificamente al
ADN de doble cadena y produce fluorescencia pero estos fluorocromos no son especificos ya que se
unen a cualquier molécula de ADN de doble cadena, incluyendo los dimeros de primer. Este hecho ha
implicado un disefio muy cuidadoso de los primers (tabla 2) con el fin de evitar la formacién de dimeros
y la amplificacién de DNA gendmico contaminante en la muestra de ADNc. Los primers ultilizados se
disefiaron con el programa Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). La cantidad de ADNc fue
determinada mediante una curva estandar y los valores obtenidos para los distintos genes de interés
normalizados con un Factor de Normalizacién 2 (FN2) basado en la media geométrica de genes

constitutivos (controles enddgenos) cuya expresion permanece constante. Los dos genes enddgenos
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fueron: GAPDH y HPRT. Estos FN2s se calcularon empleando el software y la metodologia descrita por

Vandesompele y cols (2002).

Primer sentido Primer antisentido

CK2 a TGGTGGAATGGGGAAATCAAG CCTGCCTAATTTTCGAACAAGC
CK2 B GGACCTGGAACCTGATGAAGAG TTTCCAACATTTGTGCAATGC

P53 CTGGAAGACTCCAGTGGGAATC CACAAACACGAACCTCAAAGCT
MDM2 AGGATGATGAGGTCTATCGGGTC GAGGATTCATTTCATTGCACGA
PUMA CAGTGCGCCTTCACTTTGG GGGTTGAGAAGGCTTTCACATG

Bid GCCTCTCGGAGGAAGACAAAAG CAACAGCATGGTCATTATCAGCA
PACS-2 CGTACAAGGGCAGGATCTTGAC CTTACTATCGAGCGCCGCTG

Tabla 2. Primers empleados en la PCR cuantitativa a tiempo real.

4. Inmunocitoquimica

La base conceptual de esta técnica radica en la habilidad de los anticuerpos para unirse de forma
especifica a epitopos concretos de la proteina frente a la cual han sido disefiados. De este modo, se
forma un complejo antigeno-anticuerpo cuya presencia es revelada de forma indirecta mediante el uso
de anticuerpos secundarios acoplados a un fluorocromo que posibilita la visualizacién de todo el
complejo.

Esta técnica ofrece la opcion de realizar dobles marcajes con lo que es posible detectar dos
antigenos distintos. Se emplearon en este caso, anticuerpos primarios obtenidos a partir de animales
distintos. Esto implico el uso de anticuerpos secundarios unidos a un fluorocromos distintos y que por
tanto emiten fluorescencia a distinta longitud de onda. Mediante esta técnica se han determinado
tanto la pureza como el estado de diferenciacién del cultivo de oligodendrocitos obtenido a partir del
cultivo glial mixto, asi como la localizacidn y expresién de ciertas moléculas implicadas en los procesos
apoptéticos. En ocasiones se han combinado anticuerpos monoclonales hechos en ratén con
anticuerpos policlonales hechos en conejo, siendo luego diferenciados mediante el uso de anticuerpos

secundarios especificos, bien anti-raton o anti-conejo unidos a diferentes fluorocromos.
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4.1. Caracterizacion de los oligodendrocitos procedentes del cultivo glial mixto en funcién
de su estadio de diferenciacion

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para establecer el grado de diferenciacién de las
células de estirpe oligodendroglial obtenidas a partir del cultivo glial mixto. En funcién de su estado de
diferenciacién, las células de estirpe oligodendroglial expresan distintas proteinas que funcionan como
marcadores, bien caracterizados, del grado de maduracion de las mismas (Fig.18). En base a este hecho
se analizaron algunos de los marcadores de las distintas etapas de maduracidon de estas células. En
nuestro caso, nos centramos en analizar dicha expresidn tras 1 o 2 DIV en Sato de proliferacion y
también tras 1 6 2 DIV en Sato de maduracion. Para ello, los OPCs fueron sembrados en cubres a una
densidad de 3x10°células/pocillo en medio Sato de proliferacién durante 1 o 2 DIV y/o mantenidos en

sato de diferenciacion durante 1 o 2 DIV adicionales.

Pre- Pro- Immature Mature
progenitor Progenitor Oligodendrocyte oligodendrocyte  oligodendrocyte

Olig2 l A2B5 I 04 01
|EDGFO{—R l PDGFa-R GD3 04

:;:;; NG2 GalC
CNP
MIGRACION S

PROLIFERACION MOG

Figura 18. Principales marcadores del proceso de maduracion de las células oligodendrogliales.

Para la deteccion de los antigenos A2B5, NG2, PDGFr, GalC y MBP, se fijaron las células en los
respectivos tiempos de analisis post-siembra con paraformaldehido al 4% en PBS 1X durante 20
minutos, tras los cuales se realizaron tres lavados con tampdn fosfato salino (PBS) 1X.

Tras la fijacion, se procedid al inicio de la inmunocitoquimia propiamente dicha. Como paso inicial,
se realizd la permeabilizacién de las células con Triton X-100 al 0,1% en PBS 1X durante 30 minutos y a
temperatura ambiente. A continuacién, se realizd el bloqueo empleando 5% de NGS o NSS
(dependiendo del huésped en el que se hubiese desarrollado el anticuerpo primario) diluido en Triton

X-100 al 0,1% en PBS 1X durante otros 30 minutos, a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, se
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incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 3) diluido en la solucién de bloqueo,
durante toda la noche a 49C. Al dia siguiente, tras realizar tres lavados con PBS 1X se afadieron los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con fluoresceina [Alexa Fluor’ 488-anti-1gG (H+L)
de conejo; Molecular Probes o FITC de ratén (Tabla 4), diluidos 1:200 en PBS 1X con un 5% de NGS,
durante 2 h a temperatura ambiente. Tras los pertinentes lavados post-incubacién, se montaron los
cubres en portaobjetos empleando el liquido de montaje Glicergel (Dako).

La deteccién de los antigenos O, y A,Bs, también especificos de oligodendrocitos, presenta la
peculiaridad de verse afectada tanto por la fijacion con paraformaldehido (PFA) como por el
tratamiento con Triton X-100 empleado para la permeabilizacién de la membrana plasmatica. Debido a
esto, la incubaciéon con los anticuerpos primarios frente a O, o A,Bs para oligodendrocitos se realiza in
vivo.

Los oligodendrocitos fueron incubados con el anticuerpo anti-O, o anti- A,B; (Tabla 3) durante 1 h,
manteniéndose en estufa a 37 2C en una atmdsfera humidificada, suplementada con 5% de CO,. Tras el
citado periodo de incubacién, se realizan 3 lavados con PBS 1X de 10 min cada uno, para eliminar la
presencia de anticuerpo no unido al antigeno. A continuacidn las células se fijaron con PFA al 4% en PBS
durante 20 min, y se lavaron 3 veces en PBS cada 10 min. Posteriormente se afiadid el anticuerpo
secundario (Tabla 4) conjugado con un fluorocromo que emite en rojo [Anti-Mouse IgM, u-Chain (Goat)
TEXAS RED’, Calbiochem], diluido 1:200 en el tampdn de incubacion (PBS + 5% de suero normal de
cabra, NGS) y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente en ambos casos. Tras retirar el anticuerpo
secundario, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se montaron de la misma forma descrita

anteriormente para el resto de marcadores de diferenciacion.

4.2. Expresion de la molécula antiapoptética c- FLIP en oligodendrocitos

Dada la escasa aparicion de esta molécula en la bibliografia existente a nivel oligodendroglial se
determind, como paso previo a la determinacidn de su posible papel en nuestro modelo, su presencia
en nuestras células. De este modo, se fijaron oligodendrocitos obtenidos del cultivo glial mixto tras 1,2
o 3 DIV en medio sato de maduracién. Se siguid el protocolo habitual de permeabilizacién y bloqueo,
qgue implica permeabilizaron a temperatura ambiente durante 30 min en PBS + 0,1% Triton X-100 vy
mantenimiento durante 30 minutos adicionales en solucion de bloqueo (PBS + 5% NGS). A
continuacién se incubaron las células toda la noche, con el anticuerpo primario frente a c- FLIP L/S
(tabla 3) diluido 1:100 en la solucién de bloqueo (PBS + 5% NGS). Para la deteccién del mismo, se
afiadio el anticuerpo secundario (diluido 1:200 en PBS 1X + 5% NGS) durante 2 horas, a temperatura
ambiente. Tras retirar el anticuerpo secundario, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se montaron los

cubres en portaobjetos segun el protocolo habitual.
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4.3. Tincion PACS-2/Cox IV y PACS-2/Bid

Tras someter a los oligodendrocitos al estimulo habitual con AMPA (CTZ 100 uM, 5 min; AMPA 10
KM, 30 min), se fijaron las células. A continuacién, se permeabilizaron a temperatura ambiente durante
30 min en PBS + 0,1% Triton X-100 y se mantuvieron durante 30 minutos adicionales en solucién de
bloqueo (PBS + 5% NGS)). Tras el bloqueo, distinguimos entre los pasos seguidos en ambas tinciones:

En el caso de la tincidn PACS2/ CoxlV, se incubaron las células con los anticuerpos primarios anti-
PACS-2 y anti COX-IV, diluidos 1:100 y 1:200 respectivamente en la solucion de bloqueo (tabla 3). Al dia
siguiente, tras los 3 lavados con PBS 1X, se afnadieron los anticuerpos secundarios correspondientes
(diluidos 1:200 en PBS + 5% NGS), durante 2 h a temperatura ambiente. Tras retirar el anticuerpo
secundario, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se montaron los cubres en portaobjetos segun el
protocolo habitual.

En referencia a la tincion PACS-2/ Bid, se incubaron las células con el anticuerpo primario anti-PACS-
2 diluido 1:100 en la solucién de bloqueo (Tabla 3). Al dia siguiente, tras 3 lavados con PBS 1X, se
afiadi6 el anticuerpo secundario correspondiente [Donkey anti Goat™ 488-Invitrogen (diluido 1:200 en
PBS + 5% NGS) durante 2 h, a temperatura ambiente. A continuacidn, se incubaron las células con el
anticuerpo primario anti-Bid total diluido 1:100 en la solucién de bloqueo (PBS + 5% NGS). Al dia
siguiente, tras los correspondientes lavados con PBS 1X, se afiadid el anticuerpo secundario
correspondiente [Alexa Fluor 594-anti-IgG (H+L) de conejo (diluido 1:200 en PBS + 5% NGS), durante 2
h a temperatura ambiente. Tras retirar el anticuerpo secundario, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se

montaron los cubres en portaobjetos segun el protocolo habitual.

4.4, Deteccidn de p-p53 (Ser15)/COX-IV

En este caso, tras realizar el estimulo excitotoxico (CTZ 100 uM, 5 min; AMPA 10 uM, 30 min),
analizamos mediante inmunocitoquimia el posible cambio de localizacion y/o expresidn del factor de
transcripcién p53, fosforilado en el residuo Ser15. Esta fosforilacidn ha sido relacionada con su paso a la
mitocondria. Por ello, realizamos una inmunocitoquimia doble que permite valorar un posible
incremento/transito de p53 a nivel mitocondrial. Tras retirar el estimulo excitotéxico, se fijaron las
células siguiendo el procedimiento habitual, anteriormente descrito. A continuacién, se
permeabilizaron a temperatura ambiente durante 10 min en PBS + 0,1% Triton X-100 y se incubaron
durante 1 h en solucion de bloqueo (PBS + 5% NGS). Se mantuvieron durante toda la noche a 4 eC
incubandose con los anticuerpos primarios anti-p-p53 (Ser 15) (diluido 1:100 en la solucidn de bloqueo)
y anti-COX-1V (diluido 1:200 en la solucion de bloqueo) (Tabla 3). Al dia siguiente se realizaron los
correspondientes lavados y se afiadieron los anticuerpos secundarios frente a sendos anticuerpos
primarios, (diluidos 1:200 en PBS + 5% NGS) durante 2 h. Tras retirar los anticuerpos secundarios, se

realizaron 3 lavados con PBS 1X y se montaron los cubres en portaobjetos segun el protocolo habitual.
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4.5, Tincion p53 total /Hoechst

Tras realizar el estimulo excitotéxico con AMPA, analizamos en este caso la posible colocalizacién de
p53 a nivel nuclear como posible evento dentro del proceso apoptdtico desencadenado por el
fendmeno excitotdxico. En este caso, realizamos una inmunocitoquimia que implicd el uso del
anticuerpo p53 total, (FL393) asi como el marcador de la estructura nuclear denominado Hoechst
33258 (5ug/ml). Las células se fijaron siguiendo el procedimiento habitual, anteriormente descrito. A
continuacidén, se permeabilizaron a temperatura ambiente durante 10 min en PBS + 0,1% Triton X-100 y
se incubaron durante 30 min en solucion de bloqueo (PBS + 5% NGS). Posteriormente, los
oligodendrocitos se mantuvieron durante toda la noche a 4 2C incubados con el anticuerpo primario
anti- p53 total (diluido 1:100 en la solucién de bloqueo) (Tabla 3). Al dia siguiente se realizaron los
correspondientes lavados y se afadio el anticuerpo secundario (Tabla 4), durante 2 h a temperatura
ambiente (diluido 1:200 en PBS + 5% NGS), tras lo cual se tifieron los nucleos con Hoechst diluido en
PBS durante 10 minutos. Tras retirar el Hoescht, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se montaron los

cubres en portaobjetos segun el protocolo habitual.

4.6. Tincion p-PTEN (Ser380/Thr382/Thr 383)

Tras realizar el estimulo excitotéxico con AMPA, analizamos en este caso la posible modificacidn en
el estado de fosforilacion de PTEN a nivel del cluster Ser380/Thr382/383 como posible evento dentro
del proceso excitotéxico oligodendroglial. En este caso, realizamos una inmunocitoquimia que implicé
el uso del anticuerpo p-PTEN (Ser380/Thr382/383). Las células se fijaron siguiendo el procedimiento
habitual, se permeabilizaron a temperatura ambiente durante 10 min en PBS + 0,1% Triton X-100 y se
incubaron durante 30 min en solucién de bloqueo (PBS + 5% NGS). Posteriormente, los
oligodendrocitos se mantuvieron durante toda la noche a 4 2C incubados con los anticuerpos primarios
anti-p-PTEN (Ser380/Thr382/383) (diluido 1:100 en la solucién de bloqueo) (Tabla 3). Al dia siguiente se
realizaron los correspondientes lavados y se afiadié el anticuerpo secundario (Tabla 4), durante 2 h a
temperatura ambiente (diluido 1:200 en PBS + 5% NGS), tras lo cual se se realizaron 3 lavados con PBS

1X y se montaron los cubres en portaobjetos segln el protocolo habitual.

4.7. Tincion CK2a/KDEL

Esta tincion se disefid para detectar la posible presencia de CK2 en el RE de los oligodendrocitos.
Para ello se fijaron, segun el protocolo habitual, oligodendrocitos cultivados durante 2 DIV en medio
Sato de maduracién. A continuacién, las células se permeabilizaron durante 30 min en PBS + 0,1%
Triton X-100 y se incubaron 30 min adicionales en solucidn de bloqueo (PBS + 5% NGS). Posteriormente,

los oligodendrocitos se mantuvieron durante toda la noche a 4 2C en presencia de los anticuerpos
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primarios anti-CK2a y anti-KDEL (marcador de RE) diluidos 1:100 en la solucion de bloqueo descrita. Al
dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se anadieron los anticuerpos secundarios
correspondientes (Tabla 4), durante 2 h a temperatura ambiente (diluidos 1:200 en PBS + 5% NGS). Tras

retirar los anticuerpos secundarios, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se montaron los cubres en

portaobjetos segun el protocolo habitual.

Anticuerpo
Dilucion Huésped Casa Comercial
primario
Cedido por Dra. Christine Thompson,
04 1:40 Raton
Universidad de Glasgow

PDGFa-R 1:100 Conejo Sta. Cruz Technologies
NG2 1:500 Conejo Millipore
Gal-C 1:50 Ratodn Millipore
A2B5 1:100 Ratdén Chemicon Internacional
MBP 1:250 Raton Covance
Phospho p53

1:100 Conejo Cell Signaling
(Ser 15)
p53 (FL393) 1:100 Conejo Sta. Cruz Technologies
FLIP S/L 1:100 Conejo Sta. Cruz Technologies
KDEL 1:100 Ratdn MBL
CK2a 1:100 Conejo Sta. Cruz Technologies
PACS-2 1:100 Conejo Sta. Cruz Technologies
COX-IV 1:200 Ratén Sta. Cruz Technologies

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en las técnicas inmunocitoquimicas.
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Anticuerpo secundario Dilucion Casa Comercial
PhosphoAnti-Mouse IgM, p-Chain (Goat) TEXAS RED’ 1:200 Calbiochem
Alexa Fluor’ 488-anti-igG (H+L) de conejo 1:50 Molecular Probes
Donkey anti Goat 1:100 Invitrogen
FITC de raton 1:500 Sigma

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados utilizados en las técnicas inmunocitoquimia.

5. Ensayos de toxicidad sobre oligodendrocitos in vitro

Los tratamientos celulares realizados tuvieron como objetivo determinar y caracterizar moléculas y
rutas de sefializacion que median el dafo oligodendroglial ocasionado por la activacion de los
receptores AMPA. El disefio experimental consistio en la incubacién de las células con diversos
inhibidores o activadores de aquellas moléculas implicadas, segln literatura previa y/o hipdtesis
planteadas, en estas rutas de sefializacién intracelular potencialmente vinculadas a los procesos de
muerte oligodendroglial de tipo apoptdtico. De esta forma, se obtuvo una aproximacién inicial acerca
del papel que estas moléculas pudiesen desempefiar en nuestro modelo de excitotoxicidad
glutamatérgica, antes de evaluar su posible interaccidn con otros componentes de las cascadas de
muerte.

Los ensayos sobre cultivos de oligodendrocitos se realizaron con OPCs aislados de los cultivos gliales
mixtos y sembrados en cubres tratados con poli-D-lisina a una densidad de 3.000 células/pocillo. Los
OPCs se mantuvieron durante 2 DIV en medio Sato de proliferacidn lo que permitié una densidad final
entorno a 10.000 células/pocillo. A continuacién, los OPCs se cultivaron 2 DIV en medio Sato de
diferenciacion antes de llevar a cabo el estimulo excitotdxico.

La activacion de los receptores AMPA se realizd mediante la aplicacién previa de ciclotiazida (CTZ;
100 puM, 5 min), inhibidor alostérico que bloquea la desensitizacion de los receptores AMPA, antes de
la aplicacion del agonista (AMPA; 10 uM, 30 min) (Tabla 5). Todas las incubaciones se realizaron en
medio Sato de maduracidn, a 37 2C y en una atmdsfera humidificada suplementada con 5% de CO..

Los distintos inhibidores se preincubaron a una concentraciéon y durante un tiempo especifico para
cada uno de ellos (ver tablas anexas 6-10), incluyéndose en todos los casos un control para analizar el
efecto basal del propio inhibidor sobre la viabilidad del cultivo.

Una vez concluido el tiempo de aplicacion del agonista AMPA, se retird el medio y se sustituyo por
medio Sato fresco, libre de drogas. Tras 24 h se realizd la cuantificacion de la viabilidad celular

mediante ensayos fluorimétricos con la sonda calceina-AM (1 @M, 30 min; Molecular Probes, C-3100).
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Todos los experimentos se realizaron como minimo por triplicado y los valores mostrados representan

las medias normalizadas respecto al control + S.E.M.

Tiempo Casa
Nombre Mecanismo de accidn Concentracion

preincubacion Comercial

Modulador alostérico
Ciclothiazide Bloquea la desensitizacion de los 100 uM 5 min Tocris

(CTZ) repeptores tipo AMPA

Agonista selectivo de los
AMPA 10 uM 30 min Tocris
receptores ionotrépicos tipo AMPA

Tabla 5. Compuestos utilizados en la sobreactivacion de los receptores AMPA de oligodendrocitos

in vitro.

Accidén Tiempo Casa
Abreviatura Concentracion

farmacoldgica preincubacion Comercial

Inhibidor general de
Z-AVD-FMK 50 uM 30 min Tocris
caspasas
[Ac-IETD-CHO] Inhibidor caspasa-8 100 pM 30 min Peptides Internat.

Tabla 6. Inhibidores de caspasas.
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Tiempo Casa
Abreviatura Accidn farmacolégica Concentracion
preincubacion Comercial
TBB Inhibidor CK2 5uM 3h Tocris
DRB Inhibidor CK2 5uM 3h Sigma
Resorufin Inhibidor CK2 5uM 3h Sigma
Spermine Activador CK2 10 uM 1h Sigma

Tabla 7. Inhibidores y activador de la Casein Kinasa 2.

Abreviatura

Accidén farmacoldgica

Concentracion

Tiempo

preincubacion

Casa

Comercial

SP600125 Inhibidor JNK-1,JNK-2,JNK-3 20 uM 30 min Calbiochem
NQDI Inhibidor ASK-1 5uM 60 min Sigma
Gastrodine Inhibidor CaMKII/ASK-1 10 um 60 min Abcam

Tabla 8. Inhibidores de la ruta de las MAPkinasas activadas por estrés.

Abreviatura

Pifithrin-p

Accidn farmacoldgica

Inhibidor accion mitocondrial

p53

Concentracion

1puM

Tiempo

preincubacion

60 min

Casa

comercial

Sigma

Pifithrin-a

Inhibidor accién

transcripcional p53

20 uM

60 min

Sigma

Tabla 9. Inhibidores del factor de transcripcion p53.

Abreviatura

Accion farmacoldgica

Concentracion

Tiempo

preincubacion

Casa

Comercial

Phen Inhibiciéon PTEN 2 uM 30 min Calbiochem
Wortmanin Inhibidor PI3K 50 nM 120 min Sigma
Y27632 Inhibidor ROCK Quinasa 5uM 30 min Tocris
AR-A014418 Inhibidor GSk3 5uM 30 min Sigma

Tabla 10. Inhibidores y compuestos implicados en la ruta de supervivencia PI3K/Akt.
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Tiempo Casa
Abreviatura Accion farmacoldgica Concentracion

preincub. Comercial

Gf9203X Inhibidor PKCs 2 uM/0.2 uM 30 min Tocris

Inhibidor PKCs
GO G66976 o 100 Nm 30 min Tocris
dependientes de Ca

Rottlerin Inhibidor de la PKC& 1uM 30 min Calbiochem

Tabla 11. Inhibidores de las PKCs.

6. Ensayos de excitotoxicidad sobre nervios opticos aislados de ratones

PLPDsRed

Este tipo de planteamiento experimental tiene como base metodoldgica los experimentos realizados
por Li y cols. en 1999 cuyo fin era la cuantificacion de los efectos de la anoxia y del traumatismo en
médulas espinales de ratas adultas, que posteriormente fueron adaptados para analizar el efecto de la
perfusién de este mismo tejido con acido glutamico durante 3 h (Li y cols., 2000).

En nuestro caso, se emplearon ratones transgénicos PLP-DsRed con 20-25 dias postnatales. Los
animales fueron anestesiados con isofluorano y se procedié a su decapitacidon y a la extraccion del
nervio éptico de forma analoga a la expuesta en el cultivo primario de oligodendrocitos obtenidos a
partir del nervio dptico, si bien la diseccién y retirada de las meningues se lleva a cabo en un medio
artificial CSF (aCSF; 126 mM NaCl, 3mM KCl, 2mM MgS04, 26 NaHCO3, 1.25 mM NaH2P04, 2mM CaCl2
y 10 mM de glucosa) saturado previamente con oxigeno, tal y como se describe en el trabajo de
Sdnchez Gémez y colaboradores de 2003. Una vez aislados, se dispusieron los nervios en placas de 48
pocillos que contenian medio CSF y se pre-incubaron durante 1 h a 37 2C y 5% de CO, en
presencia/ausencia de los inhibidores empleados en cada paradigma experimental (tabla 11). A
continuacién, se anadié CTZ (150 uM, 15 minutos), y el agonista AMPA (100 uM, 2 h). Concluida la
estimulacidn de los receptores AMPA, se retird el medio y se anadié aCSF fresco sin drogas, tras lo cual
se realizaron lecturas sucesivas de la liberacion de LDH al medio, utilizando el reactivo CytoTox 96 assay
(Promega G1781). Las lecturas se llevaron a cabo cada 30 min, desde el tiempo O tras la retirada del
estimulo hasta los 90 min posteriores. Los valores de LDH se han expresado como el porcentaje de
liberacidon de LDH en cada situacién comparado con el 100% de la situacién control., en cada tiempo

analizado.
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Accidn Tiempo Casa
Abreviatura Concentracidon

farmacologica preincubacion Comercial

Inhibidor casein
TBB 25 uM 1h Tocris
Quinasa 2 (CK2)

NQDI Inhibidor de ASK-1 25 uM 1h Sigma

Inhibidor de la
BI6C9 50 uM 1h Sigma
activacién de Bid

SP600125 Inhibidor JNK 20 uM 1h Calbiochem

Tabla 12. Inhibidores empleados en los ensayos de excitotoxicidad sobre nervio dptico aislado.

7. Cuantificacion del dafo celular

La determinacién de la viabilidad celular se realizd tras el estimulo con AMPA en presencia o
ausencia de los inhibidores citados en el apartado anterior (Tablas 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12). Para ello se
utilizaron dos tipos de ensayos: cuantificacion fluorimétrica de la calceina acetometil-éster (calceina-
AM) en cultivos celulares y determinacién de la liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
para analizar el dafio producido en los experimentos realizados sobre nervios dpticos aislados. Ademas,
se analizaron otros parametros que reflejan contextos de dafio celular como la produccién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) o la variacidn del potencial de membrana mitocondrial.

7.1. Ensayo fluorimétrico con calceina- AM

Es un ensayo de tipo fluorimétrico basado en la utilizacion del fluorocromo calceina-AM, que posee
la capacidad de atravesar membranas plasmaticas (Molecular Probes; C-3100). Esta sonda penetra en el
interior de la célula y emite fluorescencia sélo en el supuesto de que las células estén vivas. En este
contexto, los grupos acetato son eliminados por las esterasas intracelulares activas, reflejo de un
metabolismo celular perfectamente viable. El producto fluorescente resultante, permanece dentro de
la célula viva, pudiendo ser cuantificado. En este tipo de ensayos se ha empleado una baja densidad de
células (10.000 células por pocillo) para facilitar la discriminacidn de la sefial fluorescente por parte del
aparato detector.

En nuestro caso, las células se incubaron con la sonda calceina-AM (1 uM, 30 min, 37 2C y 5% de
CO,) tiempo tras el cual se realizaron dos lavados con PBS para eliminar los restos de medio con sonda.
A continuacién, se cuantifico la fluorescencia emitida con los fluorimetros de placas Synergy™ HT y

Synergy™ H4 (BIO-TEK® Instruments, Inc) a las longitudes de onda de excitacién y emisién de 485 nm'y
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520 nm, respectivamente. La fluorescencia emitida por los controles supone el 100 % de viabilidad
calculandose a partir de ese valor los niveles de muerte celular ocasionada por el estimulo con AMPA,
asi como también los posibles efectos intrinsecos de los distintos farmacos sobre la viabilidad basal del

cultivo.

7.2. Medicion del estrés oxidativo

Durante el estimulo excitotéxico con AMPA, los oligodendrocitos se ven sometidos a un alto grado
de estrés oxidativo que puede ser detectado mediante la cuantificacion de las especies reactivas de
oxigeno. La deteccidon de estas moléculas, se ha llevado a cabo empleando para ello la sonda
fluorescente 5-(and—6)—chloromethyl-2°,7-dichlorodihydro fluorescein diacetate, acetyl ester (CM-
H,DCFDA; Molecular Probes, Invitrogen; C-6827). De nuevo, se trata de una sonda con capacidad para
introducirse en las células, en cuyo interior serd procesada por las esterasas intracelulares. Al igual que
en la mayoria de ensayos cuantitativos del grado de estrés celular, se genera un producto que emite
fluorescencia al ser oxidado por las especies reactivas de oxigeno presentes en la célula. La
fluorescencia emitida, puede ser cuantificada mediante el uso del fluorimetro (Synergy™ HT (BIO-TEK"
Instruments, Inc). seleccionando unas longitudes de onda concretas para este ensayo (excitacion a 485
nm; emisién a 530 nm).

Se realizé la estimulacién habitual de los receptores AMPA (CTZ 100 uM, 5min; AMPA 10 uM, 30
min) en ausencia o presencia los inhibidores sometidos a estudio. Tras la retirada de los farmacos se
afiadid directamente la sonda CM-H,DCFDA (10 uM; durante 30 min) diluida en medio Sato fresco. En
este ensayo, se requiere ademas conocer el nimero de células para poner en relacién los valores de
produccién de ROS con las células presentes en cada condicidén experimental. De este modo, se utilizd
una parte de los pocillos disponibles de cada placa para incubar con la sonda calceina-AM (1 puM)
determinando asi el nimero de células presentes en cada condicién experimental. Tras incubar ambas
sondas durante 30 min, se retiraron haciendo 2 lavados con PBS y a continuacién se realizd la lectura en
el fluorimetro de placas Synergy™ HT (BIO-TEK" Instruments, Inc).

El célculo de los valores de produccion de ROS, se representd como el porcentaje resultante del ratio
CM-H,DCFDA/calceina-AM (% ROS) considerando el valor en las células control, no tratadas, como el
100% de ROS. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los valores mostrados representan

las medias normalizadas £ SEM de, al menos, tres experimentos independientes.

7.3. Determinacion del gradiente del potencial mitocondrial
Para medir este parametro de dafo celular, reflejo de la afectacion a nivel mitocondrial, se empled
la sonda fluorescente JC-1 (Molecular Probes, Invitrogen; T-3168). Se trata de una sonda catidnica y

lipofilica que penetra en la célula y se dirige preferencialmente a la mitocondria en funcién de estado
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del potencial de membrana de este orgdnulo. Una vez dentro de la mitocondria, emite fluorescencia
gue pasa de verde a rojo si se producen incrementos en el potencial mitocondrial. Es por ello que la
sonda JC-1, proporciona informacion sobre el estado celular mediante la formacién de agregados que
emitiran fluorescencia roja en las células sanas y verde en las que presenten dano, asocidandose este
ultimo caso con un estado monomeérico de la sonda. El ratio entre los valores de emisién en rojo y en
verde serd indicativo del estado del potencial de membrana mitocondrial y por ende del nivel de dafio
mitocondrial ocasionado por nuestro estimulo citotdxico.

Tras la ejecucién de disefios experimentales similares a los aplicados en los ensayos de toxicidad in
vitro, descritos previamente, se afiadid la sonda JC-1 a una concentracidon de 3 uM tras la retirada del
AMPA y del inhibidor sometido a estudio en cada caso. Tras 15 minutos, se elimind el medio de
incubacidén y se realizaron dos lavados con HBSS sin rojo fenol, con el fin de eliminar interferencias
debidas al color del medio. Dado que la sonda JC1 puede permanecer unida al plastico mediante
interacciones electrostaticas, se pasaron los cubres que portan las células ya tefiidas a otra placa, con
HBSS sin rojo fenol para proceder a la lectura de la sefial de fluorescencia. Las fluorescencias verde (exc:
485 nm; em: 528 nm) y roja (exc: 485nm; em: 620nm) fueron cuantificadas en el fluorimetro de placas
Synergy™ HT (BIO-TEK® Instruments, Inc), realizdndose lecturas cada 15 min de forma continuada
durante un intervalo de 60-90 minutos.

Se consider6 como potencial basal de membrana mitocondrial al ratio fluorescencia verde/roja
resultante de la situacion control (100%), calculandose el resto de valores al normalizarlos frente al
control no tratado. Los experimentos se realizaron como minimo por triplicado, representando los

valores mostrados las medias normalizadas + SEM de al menos, tres experimentos independientes.

7.4. Liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

La liberacion de LDH, enzima de ubicacion citoplasmatica en condiciones basales, al medio
extracelular se considera como un parametro que refleja parte del dafo celular acontecido tras un
estimulo de caracter citotdxico. La presencia andmala de LDH en el exterior de la célula, puede ser
cuantificada mediante una reaccion que provoca la conversién de una sal de tetrazolium (INT) en un
producto de formazan de color rojo. La intensidad de esta reaccion, dependera de la cantidad de LDH
liberada al medio y por tanto constituird una aproximacion al nimero de células dafadas en cada
situacion.

La medida de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se realiz6 mediante la
utilizacién de un kit comercial de citotoxicidad (CytoTox 96  assay; Promega G1781).

Esta técnica se utilizd para cuantificar la toxicidad celular provocada sobre los nervios dpticos
aislados de ratones transgénicos PLP-Ds Red, tras la activacidon de los receptores AMPA. Una vez

concluida la estimulacién de estos receptores en presencia o ausencia de inhibidores de ciertas rutas de
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sefializacion (tabla 11), se dispusieron 50 pl del sobrenadante de cada pocillo y se incubaron con 50 pl
del sustrato de la LDH durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la media hora de
incubacidn, se paralizd la reaccidn en curso con otro reactivo integrado en el kit comercial, denominado
“stop solucién” como paso previo a la cuantificacién colorimétrica, a 490 nm, en el fluorimetro de
placas Synergy™ H4 (BIO-TEK' Instruments, Inc). Los valores se representaron como el porcentaje de la

actividad de la LDH liberada respecto a las situaciones control (control; 100% liberacidn).

7.5. Evaluacion histolégica del daio en nervios dpticos aislados

Para la evaluacién histoldgica del dafio infligido al tejido por el estimulo excitotdxico, y tras la
cuantificacidon de liberacion de LDH en los tiempos indicados en el apartado anterior, los nervios
Opticos se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante 1 h. Tras ello, se realizaron 3 lavados con
PBS 1X y los nervios intactos se montaron en portaobjetos, empleando el medio de montaje ProLong
Glog antifade (Invitrogen; Molecular Probes). Finalmente, se analizaron los tejidos en el microscopio
confocal (Olympus Fluoview FV500). Mediante el propio software Fluoview se optimizd el nimero de
secciones, que generalmente se situd en torno a 10 secciones en Z, con <0.75 um de grosor, para cada
nervio 6ptico. Para calcular el nimero de células (oligodendrocitos) presentes, se utilizé el software

Image J.

8. Analisis de la expresion proteica mediante western blot

Esta técnica se basa en la identificacion y visualizacion de proteinas en base a la capacidad de
reconocimiento entre antigeno y anticuerpo. Las proteinas son separadas en funcién de su peso
molecular en una electroforesis realizada en un gel de acrilamida. Posteriormente, las proteinas son
transferidas a una membrana de PVDF (Bio-Rad) y mediante el uso de anticuerpos especificos se
reconocen, localizan y cuantifican.

Los OPCs aislados a partir del cultivo glial mixto, se sembraron a una densidad inicial de 40.000
células/cubre en medio sato de proliferacidn, en placas de 24 pocillos y, tras 2 DIV se realiza el cambio a
medio sato de diferenciacidon durante otros 2 DIV. En este punto, se disponia de unas 120.000 células
por cubre (240.000 por condicidn experimental). En este contexto, se procedid a la activacidn de los
receptores tipo AMPA (CTZ 100 uM,5 min; AMPA 10 uM, 30 min) en presencia/ausencia de los distintos
inhibidores y siguiendo los cursos temporales post-estimulo determinados para cada ruta de
sefializacion. Tras finalizar el periodo de estimulacién, se retiré el medio de las células mediante dos
lavados consecutivos con PBS, de forma previa a la recogida de la proteina celular total.

Una vez realizados los lavados, las células se lisaron en 50ul de tampdn RIPA (50 mM Tris pH 7.5; 150

mM NaCl; 0.5% desoxicolato; 0.1 % SDS; 1 %NP-40) que ademds contiene inhibidores de fosfatasas
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(Halt™ Protease & Phosphatase inhibitor Cocktail 50X; Thermo scientific) y EDTA solution (0.5 M 100X;
Thermo scientific). Todo el proceso de recogida de los extractos proteicos se realizd sobre hielo para
garantizar entre otras, la paralizacién de la maquinaria celular en el punto temporal de interés y la
propia conservacion de los extractos. Posteriormente, las muestras se diluyeron en el tampdn de carga
(25 mM Tris-HCI pH 6.8; 20 % glicerol; 20 % B-mercaptoetanol; 8 % SDS; 0.02 % azul de bromofenol),

para someterlas al proceso de electroforesis.

8.1. Electroforesis

Como paso previo y necesario, los extractos proteicos fueron expuestos a temperaturas que
conducen a su desnaturalizacion (90 °C, durante 5 minutos). Todo ello, en presencia de los agentes
desnaturalizantes B-mercaptoetanol,que incidird en la destruccion de los puentes disulfuro y dodecil
sulfato de sodio (SDS), agente que desnaturaliza y recubre las proteinas, para obtener cadenas
polipeptidicas aisladas.

Una vez desnaturalizadas, las muestras proteicas se cargaron en un gel de poliacrilamida (Criterion™
TGX™ Precast Gels; Bio-Rad), cuya particularidad radica en poseer un gradiente creciente en la
concentracién de acrilamida/bisacrilamida. En base a lo anterior, se produce en este tipo de geles un
gradiente decreciente relativo al tamafio del poro, que proporciona un incremento a nivel resolutivo a
la par que ofrece una mayor versatilidad en la gama de pesos moleculares que permite analizar. Se
incluyeron ademas en cada migracién, estandares de pesos moleculares conocidos (Precision Plus
Protein Dual Color Standards; Bio-Rad) que nos permitieron determinar tanto la eficiencia de la
migracion como de la transferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida a la membrana de
PVDF o nitrocelulosa.

Para la electroforesis se empled un sistema de migracion vertical (Bio-Rad), en el que se afadié un
tampédn de Tris-glicina (200 mM glycina, 25 mM Tris, 0.1 % SDS, pH=8.3), aplicando un voltaje de 200 V.

Como resultado del proceso, se obtuvo la separacidn de las proteinas en funcién de su peso molecular.

8.2. Electrotransferencia

Una vez concluida la fase de electroforesis, las proteinas fueron transferidas del gel de
poliacrilamida a una membrana sintética de PVDF (Trans-Blot Turbo PVDF Pack kit; Bio-Rad) o
nitrocelulosa (Trans-Blot Turbo Nitrocellulose Pack kit; Bio-Rad). De esta forma, se obtuvo el resultado
del proceso de electroforesis inmovilizado en una membrana, un tipo de soporte que posibilitara la
inmunodeteccién de la proteina/s de interés. Para realizar el paso de gel a membrana, se empled el
sistema de transferencia semi-hiumedo (Trans-Blot Turbo Transfer System; Bio-Rad), aplicando un

voltaje de 150 mV durante 7 min.
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8.3. Deteccidn de proteinas

La muerte oligodendroglial ocasionada por la sobreactivacion de los receptores de glutamato tipo
AMPA, provoca una serie de alteraciones en los niveles totales o de fosforilacion de ciertas proteinas,
componentes clave de determinadas rutas de sefalizacidn intracelular implicadas en el proceso
apoptoético.

Para la deteccion de proteinas no fosforiladas, las membranas fueron sometidas a un proceso de
bloqueo (5 % de leche en polvo y 5 % de suero en TBST 1X) durante una hora y a temperatura
ambiente. Por otro lado, si la proteina a detectar era proclive a sufrir fosforilaciones, el bloqueo de Ia
membrana se realizd con la solucién PhosphoBlocker™ Blocking Reagent (Cell Biolabs; AKR-103) (5% en
TBST 1X, 50mM Tris Base, 200mM NaCl, 0.1% Tween-20, pH=7.4) que posibilita el maximo rendimiento
en la sefial obtenida a la hora de visualizar este tipo de proteinas.

Tras el periodo de bloqueo, se incuban las membranas durante toda la noche a 4 2C con los
anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 12). En el caso de las proteinas fosforiladas, se utilizd
una solucién de 5 % PhosphoBlocker™ Blocking Reagent en TBST 1X y de 5% de BSA y 1% suero en TBST
1X en el caso de las proteinas no fosforiladas. Para eliminar los restos de anticuerpo primario, se
realizan 3 lavados con TBST 1X. A la hora de afiadir el anticuerpo secundario (2 horas a temperatura
ambiente) conjugado con peroxidasa (Tabla 13), se diluyé en 5 % PhosphoBlocker™ Blocking Reagent o
en 1% de suero y 5% de leche en polvo en TBST dependiendo de si se trataba de una proteina
fosforilada o no, respectivamente. Finalmente, se procedid al revelado mediante quimioluminiscencia
de las bandas proteicas, usando los reactivos Supersignal West Dura (Extended Duration Substrate) o
Supersignal West Femto (Maximun Sensitivity Substrate), de la casa comercial Thermo Scientific. Se
empled como aparato de revelado el ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad) cuyo software de manejo es el

Quantity One” (1-D analysis software).
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Anticuerpo Casa
Huésped Antigeno reconocido Dilucién
primario Comercial
Phospho 44/42 MAPK Treonina 202 y tirosina
1:500 Cell signaling
(Erk1/Erk2) Conejo 204 fosforilados
Secuencia carboxilo
P44/42 MAPK total Conejo 1:1000 Cell signaling
terminal
Phospho-Akt
Conejo Serina 473 fosforilada 1:500 Cell signaling
(Ser 473)
Secuencia carboxilo
Akt total Conejo 1:1000 Cell signaling
terminal
Phospho-CREB Conejo Serina 133 fosforilada 1:500 Cell signaling
CREB total Conejo Secuencia amino terminal 1:1000 Cell signaling
Secuencia carboxilo
Bax Conejo 1:1000 Upstate
terminal
Secuencia carboxilo
Puma Conejo 1:1000 Cell signaling
terminal
Secuencia carboxilo
NF-kB (C20) Conejo 1:1000 Santa Cruz

terminal

Serina 380, treonina 382y
Phospho-PTEN Conejo 1:1000 Cell Signaling
383 fosforiladas

Secuencia carboxilo

PTEN Conejo 1:1000 Cell Signaling
terminal

Phospho-c-Jun Conejo Serina 63 fosforilada 1:1000 Cell Signaling

Phospho-elF2a Conejo Ser51 fosforilada 1:1000 Cell Signaling

Secuencia carboxilo

EIF total Conejo 1:1000 Cell Signaling
terminal
Thermo
pIRE-1 alpha Ser 724 fosforilada 1:1000
Conejo Scientific
Aa 649-654
KDEL Raton correspondientes a Grp78 de 1:1000 MBL
rata

Treonina 183 y Tirosina
Phospho-SAPK/JNK Conejo 1:1000 Cell Signaling
185 fosforiladas
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Secuencia carboxilo
JNK total Conejo 1:1000 Cell Signaling
terminal
Treonina 180y Tirosina
Phospho p38 Conejo 1:1000 Cell Signaling
182 fosforiladas

P38 tot Conejo Secuencia p38 humano 1:1000 Cell Signaling

FLIPL/S Conejo Secuencia N-terminal 1:500 Sta.cruz

CK2a Conejo Aa 1-320 1:500 Sta.Cruz

Caspasa-8 Conejo Aa 217-350 1:1000 Sta.Cruz
Phospho-mTOR Conejo Ser2448 fosforilada 1:1000 Cell Signaling
mTOR tot Conejo Ser 2481 1:1000 Cell Signaling
Phospho-p53 (Serl5) Conejo Ser 15 fosforilada 1:500 Cell Signaling

Aa 1-393
P53 (FL-393) Conejo correspondientes a p53 total 1:500 Sta.Ctuz
humano
Thermo
PRX-1 Conejo Aa 1-199 1:1000
Scientific

Bid Conejo Aa 1-195 1:500 Sta Cruz

Phospho-PTEN Conejo Serina-380 1:1000 Cell Signaling

Tabla 13. Anticuerpos primarios empleados en la técnica de western blot.
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Anticuerpo Casa
Huesped Conjugado Dilucién
secundario Comercial
Anti-Conejo Cabra HRP 1:5000 Sigma
Anti-Raton Oveja HRP 1:5000 Sigma

Tabla 13. Anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de western blot.

8.4. Analisis y cuantificacion de los resultados

Mediante un andlisis densitométrico, empleando el programa Bio-Rad CFX Manager, se ha
determinado la intensidad relativa de las bandas. Se utilizaron los valores obtenidos para la B-actina
como factor de normalizacién, si bien para las proteinas fosforiladas se consideré como referencia de
normalizacién la sefial de la proteina en su isoforma total (no fosforilada) en todos los casos posibles.

Los resultados reflejan la media + SEM de, al menos, tres experimentos independientes.

8.5. Reutilizacion de membranas para proteinas de pesos moleculares préximos

Cuando los pesos moleculares de dos proteinas resultaron extremadamente proximos, se requirié el
uso de la solucién de stripping (Restore™ Western Blot Stripping Buffer; Thermo Scientific) durante 10
min. A continuacidn se lavé la membrana dos veces con TBST y se bloqueé durante 1 h en TBST con 5%

de PhosphoBlocker™ Blocking Reagent.

9. Ensayo de Inmunoprecipitacion (IP)

Esta técnica nos permite precipitar y por ende concentrar, una proteina concreta, aislandola de todo
el conjunto de proteinas existentes en nuestra muestra. El antigeno proteico es precipitado mediante la
incubacién con un anticuerpo que se une especificamente a la proteina de interés. Este procedimiento
requiere, en algunas de sus etapas, que el anticuerpo esté acoplado a un substrato sélido. Sera este
duplo anticuerpo-sustrato la que se una a la proteina de interés posibilitando el enriquecimiento o
concentracidn de la misma en nuestra muestra (Fig.19).

Cdémo paso previo necesario para la IP, se mezclaron las bolas (Protein A Sepharose Beads; Abcam)
con el anticuerpo empleado en cada disefio experimental. Para ello, las bolas de sefarosa se prelavaron
2 veces con PBS y una ultima vez con RIPA (50 mM Tris pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.5% desoxicolato; 0.1 %
SDS; 1 %NP-40) al que ademas se afiadieron inhibidores de fosfatasas (Halt™ Protease & Phosphatase
inhibitor Cocktail 50X; Thermo Scientific) EDTA (0.5 M solution 100X; Thermo Scientific), Ortovanadato

(Sodium ortovanadate 200X; Sigma) y PMSF (100mM solution 100X; Sigma). Tras el ultimo lavado, se
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mezclaron 1.200 pl de RIPA con 205 ul de bolas ya lavadas. Esta suspensién se repartié en 4 tubos
eppendorf (300 pl/tubo) y se incubd con las concentraciones recomendadas para cada anticuerpo

concreto (ver tabla 14), durante 4 h a 4 2C.

Figura 19. Etapas generales del proceso de inmunoprecipitacion

Durante el tiempo de incubacién de la suspension de bolas de sefarosa con el anticuerpo, se aplicé a
los oligodendrocitos el estimulo excitotéxico habitual (CTZ 100 uM, 5 min; AMPA 10 uM, 30 min) y se
recogié la proteina total en los tiempos indicados y en un volumen de 500 pl de buffer de lisis (RIPA)
para cada situacién experimental. Para facilitar la total disgregacién de los extractos celulares en el
buffer de lisis, éstos se dejaron durante 30 min adicionales en una noria a 4 2C. Finalmente, los
extractos fueron centrifugados a 12000 rpm durante 20 min y a 42C. Mientras, se realizaron tres
lavados con tampdn de lisis (RIPA; 500 pl/eppendorf) a la suspensidn de bolas de sefarosa y anticuerpo,
separados por centrifugaciones de 2000g y 2 min de duracidn cada una.

Una vez concluidos ambos procesos, se reservaron 450 ul de sobrenadante de cada condicién
experimental, correspondientes al lisado celular total, de los que se emplearon 2 pl para la
cuantificacion de la proteina presente en las muestras mediante el ensayo de Bradford. El lisado
restante fue afiadido a los complejos formados por las bolas de sefarosa unidas a anticuerpo, y se
permitié la formacién de los inmunocomplejos (bolas/anticuerpo/proteina de interés), mediante
incubacién en la noria durante toda la noche a 4 2C. Al dia siguiente, los complejos se centrifugaron
durante 1 min a 4000 rpm a 42C y se lavaron tres veces con buffer de lisis (500 pul de RIPA /eppendorf).
Como paso final del protocolo, se eluyeron 50 pl de bolas (presentes en cada condicidén experimental)
con 50 pl de tampdn de carga 2X (25 mM Tris-HCl pH 6.8; 20 % glicerol; 20 % B-mercaptoetanol; 8%

SDS; 0.02 % azul de bromofenol), dejandolas en un thermoblocker 5 min a 90 2C. A continuacién, se
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centrifugd la mezcla a 12000g durante 1 min y se recuperd el sobrenadante, descartando por tanto el
pellet de bolas de sefarosa, que hasta ese momento habian constituido el soporte sélido necesario para
el desarrollo de la técnica.

Tanto el sobrenadante final, resultado del proceso de IP, como los lisados celulares totales
obtenidos previamente, fueron cargados en un gel de poliacrilamida (Criterion™ TGX™ Precast Gels;
Bio-Rad) y sometidos a electroforesis segin el protocolo anteriormente descrito. Tras bloquear las
membranas, se realizaron las incubaciones con anticuerpos especificos (tabla 14). De esta forma se
pudo detectar la presencia de proteinas que tras nuestro estimulo pudiesen formar complejos
proteicos con la proteina de interés cuya presencia general se reveld inmunobloteando los lisados

celulares totales.

Antigeno Casa
Anticuerpo primario Huésped Dilucién
reconocido Comercial
CK2 Conejo Aa 1-320 1:500 Sta.Cruz
Phopho p53 (Ser 15) Conejo Ser 15 fosforilada 1:1000 Cell Signaling
Aa 1-393
P53 (FL 393) Conejo correspondientes a 1:500 Sta. Cruz
p53 total humano

Tabla 14. Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de inmunoprecipitacion

10. Ensayo quinasa in vitro

Antes de iniciar el ensayo in vitro kinasa propiamente dicho, se necesitaron una serie de pasos
previos detallados a continuacion y dirigidos a la amplificacién de las proteinas de fusién recombinantes
que funcionaran como sustratos especificos de nuestra quinasa durante el transcurso del presente

ensayo.

10.1. Transformacion de bacterias

Como paso inicial, se afadieron 2 pg de ADN correspondiente a las proteinas de fusidn
recombinantes RCAN3 y RCAN1 (cedidas por Mérce Pérez Riba y descritas en el articulo de Martinez-
Hoyer y col de 2013) y 50 pL de bacterias en tubos de polipropileno. La mezcla se incubd durante 30

minutos en hielo, seguido de una exposicidn a 42 2C durante 45 segundos. A continuacién, se incubaron
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las bacterias en hielo durante 2 minutos. Seguidamente, se afiadieron 300 pL de medio S.0.C. (Sigma) y
las bacterias se incubaron en agitacidon 220 r.p.m. durante una hora a 37 2C. Finalmente, se sembraron
60 ul de cultivo liquido bacteriano en placas LB agar que contenian el antibidtico de resistencia del
plasmido sembrado (100 pg/mL de ampicilina o 50 pg/mL de kanamicina) y se incubaron en la estufa a

37 °C durante 16-18 horas.

10.2. Induccidn de la expresién de proteinas en bacterias

Una colonia de bacterias se puso a crecer en 50 mL de medio de cultivo 2XYT (Sigma) en presencia
de 100 pg/mL de ampicilina durante toda la noche en un agitador a 220 r.p.m. a 37 °C. A la mafana
siguiente se diluyd el cultivo diez veces en medio 2XYT en presencia de ampicilina y se dejo crecer en
agitacidén a 220 r.p.m. a 37 2C durante una hora. Al cabo de este tiempo se afiadié 1 mM IPTG (Sigma),
durante 4 horas en agitacién. Finalmente, las bacterias se concentraron por centrifugacion a 4000
r.p.m. durante 15 minutos a 4 2C, descartdndose el sobrenadante. El precipitado bacteriano se
resuspendio en 6 mL de tampdn de lisis (20% Sacarosa (Sigma), 10% glicerol (Sigma), 50 mM Tris-HCI pH
8 (Sigma), 200 mM metabisulfito de sodio Na,0sS, (Sigma), 2 mM MgCl, (Sigma), 2 mM DTT (Sigma), 1
mM PMSF (Sigma), 1 mg/mL Aproteina (Sigma), 1 mg/mL Leupeptina(Sigma).

La suspension bacteriana fue sometida a 4 series de sonicacién (Misonix Inc. Microson™ Ultrasonic
Cell Disruptor XL Model DU-2000) a 5000 um de amplitud de onda durante 10 segundos cada uno, con
un turno de reposo de 10 segundos entre ellos, manteniéndose la muestra en todo momento en hielo.
El producto de la sonicacion se centrifugd a 14.000 r.p.m., recogiendo el sobrenadante y dividiéndolo
en alicuotas para guardarlo congelado a -80 2C. Para comprobar que la proteina de interés se habia
expresado, se cogieron 50 ul de lisado bacteriano, se afadieron 50 pL de tampdn de carga. Las
proteinas se separaron por electroforesis en SDS-PAGE al 10%. Una vez finalizada la electroforesis, el
gel se tifid con Azul Coomassie (0’1 % Brilliant blue G (Merck), 45% Metanol (Merck), 45% H,0, 10%
Acido Acético Glacial (Panreac). Posteriormente para visualizar las proteinas se destifié con una mezcla
de 10% Metanol (Merck), 10% Acido Acético Glacial (Panreac) y 80% H,O0.

Para iniciar los ensayos in vitro kinasa (IVK), se unid la proteina de fusién GST- RCAN3 a las bolas de
glutathione sepharose (GE Healthcare). Inicialmente, se equilibrd la columna con el tampdn de lisis (10
mM Tris pH 7.6; 150 mM NaCl; 1% IGEPAL-360; 10 mM MgCl,; 1ImM PMSF; 10 ug/mL Aprotenina; 10
pug/mL Leupeptina), centrifugando tres veces durante un minuto a 4000 r.p.m. El acoplamiento se hizo
pre-incubando 50ul de suspension de bolas de Gluthatione sepharose (GS) con 50 ug de proteina de
fusion GST-RCAN3 durante una hora a 4 2C. Con esto se consigue que el domino GST de las proteinas de

fusidn se una a la GS.
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10.3. Pre-tratamiento del cultivo de oligodendrocitos

Para la realizacién de este ensayo se emplearon 800.000 células por cada condicién presente en
nuestro disefio experimental. De este modo, se sembraron 50.000 OPCs/pocillo, aislados a partir del
cultivo glial mixto y se dejaron durante 2 DIV en medio Sato de proliferacién. Tras este periodo de
division se realizé el cambio a medio Sato de maduracion, durante otros 2 DIV adicionales.

En este punto temporal, se procedié a la recreacion de las condiciones habituales de excitotoxicidad
mediante la sobreactivacion de los receptores AMPA (CTZ 100 uM, 5 min; AMPA 10 uM, 30 min), en
presencia o ausencia del activador (spermina) o del inhibidor (TBB) de la quinasa CK2 (casein quinasa 2).
Una vez concluido el estimulo, se realizé un cambio de medio a Sato fresco sin drogas, donde se
dejaron las células durante otros 20 minutos, tras los que iniciamos la siguiente fase del protocolo

(Fig.20).

Pretrat TBB/AMPA/Lisado

x:

Sustrato especifico:
«RCAN3»
Buffer (200 uM ATP)

* Reaccion

v

ws. €

Figura 20. Principales etapas del ensayo quinasa in vitro.

Tras el citado periodo post-estimulo, las células se lavaron dos veces con PBS 1X, frio. A continuacion
se lisaron en 500 ul de tampdn de lisis por cada condicidén experimental (20 mM Tris pH 7.4, 137 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM NaF, 1 mM Pirofosfato de sodio, 100 uM B-glicerofsfato, 10
pg/mL aprotinina, 1 mM PMSF, 10% glicerol y 1% V/V de TritonX-100) (Anborgh et al., 1999).

Se recogieron 80 pl de los lisados y se afiadieron 80 pl de tampdn de carga 2X (25 mM Tris-HCl ph
6.8; 20 % glicerol; 20 % B-mercaptoetanol; 8% SDS; 0.02 % azul de bromofenol). Esta parte de los
extractos celulares, se consideré como lisado celular total y posibilitd, en fases posteriores, la
comprobacidn de los niveles generales de la quinasa en nuestras células en las distintas condiciones

experimentales.
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El resto del lisado celular, se centrifugd durante 10 minutos a 4 2C y 13.500 r.p.m. y se recuper? el
sobrenadante. Esta fase del lisado se puso en contacto con 5 pL de anticuerpo (anti-CK2a) y 50 ulL de
sepharosa unida a la proteina G Gamma Bind Plus (GE Healthcare) pre-lavada con el tampdn de lisis.
Todos estos elementos se incubaron juntos en una noria (en un eppendorf de 1.5 ml por cada condicién
experimental), durante 4 horas a 4 2C. Tras el periodo de incubacidn, se centrifugaron los lisados
durante 1 minuto a 4.000 r.p.m y se descartd el sobrenadante. En el pellet obtenido, se encontraba la
resina que portaba los inmunocomplejos de interés formados tras la incubacién.

A continuacidn, se lavaron 3 veces los inmunocomplejos empleando el tampdn de lisis frio, dos
veces con el tampdn de lavado frio (10 mM HEPES (pH 7.4), 100 mM NacCl, 20 pg/mL aprotinina y 0,5%
IGEPAL-360) y una vez con el tampdn de reaccién (20 mM Tris (pH7.4), 20 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM
MgCl, y 1 mM MnCl,). Los inmunocomplejos ya lavados, fueron sometidos a la reaccién central de los
ensayos de fosforilacion in vitro de las kinasas (I.V.K.), poniéndose en contacto con 40 ul del tampdn de
reaccion en presencia de 20 uM ATP y 500 ng de GST-RCAN3 como sustrato exdégeno durante 1hy a 30
oC. Finalmente, se afadieron 30 ul del tampdn de carga 2X.

Las proteinas, tanto las correspondientes al lisado total como las sometidas al ensayo in vitro
guinasa se separaron por electroforesis siguiendo el protocolo anteriormente descrito. Para la
deteccién de las bandas inmunorreactivas, reflejo en este caso de actividad quinasa de CK2, se
emplearon anticuerpos anti-fosfoserina. En los lisados celulares totales, se empled el anticuerpo anti-

CK2a para detectar la presencia de la quinasa en todas las condiciones experimentales.

11. Silenciamiento génico mediante sh-RNA

Esta técnica se ha empleado durante el estudio del papel de CK2 en nuestro modelo de
excitotoxicidad. Por ello, el set de sh-RNAs comerciales empleado como base del silenciamiento esta
dirigido contra el gen CK2 de rata (Csnk2al SureSilencing shRNA Plasmid (KR43385); Qiagen). Este kit
consta de cuatro “clones” o sh-RNAs distintos dirigidos contra el gen de interés, asi como un sh-control

negativo.

11.1. Transformacion de bacterias

Como paso inicial, se anadieron 2 ng del ADN proporcionado para cada clon para el silenciamiento
de CK2, asi como del Sh-negativo, a 50 pl de bacterias E.coli (DH5a)/clon en tubos de polipropileno. La
mezcla se incubd en hielo durante 30 minutos, tras los cuales se expuso a una temperatura de 42 2C
durante 20 segundos. Después del choque térmico, se incubaron de nuevo en hielo durante 2 minutos.
Tras este segundo periodo a 42C, se anadieron 950 ul de LB por cada condicidn y se incubd todo el

conjunto a 379C y en agitacidon durante una hora. En este punto, se dispone de 1 ml de medio LB con
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bacterias (950 pl de medio + 50 pl de bacterias) por cada clon empleado, de los cuales 200 pl se
sembraron sobre placas LB agar con el antibidtico de resistencia del plasmido a expandir, en este caso
ampicilina (100 pug/ml) y se incubaron en la estufa a 37 C durante 16-18 horas.

Durante la segunda jornada del presente protocolo, se procedid a “picar” una colonia aislada dentro
del pool de colonias bacterianas que habian surgido. De esta forma, se dispuso la colonia de bacterias
seleccionada en 3 mL de medio de cultivo LB en presencia de ampicilina (100 pg/mL) durante 6-8 horas
en agitacion y a 379C. Tras este intervalo, se cogieron 300 ul de la suspensidn bacteriana obtenida y se
diluyeron en 200 ml de medio LB en presencia de ampicilina (100 pg/mL). Este volumen, dispuesto en
matraces, se incubd toda la noche en un agitador a 220 r.p.m. y a 37 2C. A la mafiana siguiente, se
concentraron las bacterias por centrifugacion a 4000 r.p.m. durante 15 minutos y a 4 2C, descartdndose
el sobrenadante. A partir de este punto, se procedié a la purificacion del plasmido de forma acorde a las
instrucciones descritas en el kit comercial empleado a tal efecto (PureLink® HiPure Plasmid Filter

Maxiprep Kit; Invitrogen).

11.2. Transfeccion y seleccidon de las células correctamente transfectadas

Una vez aislados los OPCs a partir del cultivo glial mixto segun el protocolo descrito en el apartado
correspondiente, se procedid a la transfeccidon de la suspensién oligodendroglial obtenida (1.500.000
células), empleando los plasmidos de silenciamiento ya purificados.

La mitad de las células (750.000 células), se transfectaron con el DNA correspondiente al Sh-CK2
(clon-1) dirigido a silenciar la proteina CK2. La otra mitad fueron expuestas al Sh-negativo que
funcionard como control de transfeccion pero que carecerd de efecto sobre la expresion del gen
responsable de CK2. Para el proceso de transfeccién, se ha empleado el kit Amaxa Rat Glial Cells
Nucleoefector Kit (Lonza) asi como el electroporador de la misma casa comercial (Nucleoefector’,
Amaxa).

Una vez sometidos al proceso de electroporacidn, los OPCs se sembraron a una densidad
aproximada de 100.000 células por pocillo y fueron incubados en medio Sato de maduracion durante 2
DIV con el doble objetivo de: alcanzar un estadio éptimo del desarrollo a la par que estabilizar la
poblacién oligodendroglial tras los efectos nocivos derivados del propio proceso de transfeccion
mediante electroporacion.

El siguiente punto del protocolo consistid en el enriquecimiento de la poblacién transfectada. Para
ello, dado que los plasmidos insertados proporcionan resistencia frente a puromicina, se incubaron las
células con 0.3 pg/ml de dicho antibidtico durante 16-18 horas. A las 24 horas de haber retirado la
puromicina, las células fueron sometidas al estimulo excitotéxico con AMPA (10 uM; 30 min),
recogiéndose la proteina total 20 min tras la retirada del mismo. Finalmente, se analizd mediante

western blot la eficiencia de la transfeccion, visualizando en este caso concreto los niveles de expresién
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de CK2 tanto en las células transfectadas con el Sh-negativo como en las células transfectadas con el Sh-
CK2 (clon-1). Ademads se analizé también en ambos casos el grado de fosforilacién de JNK o IRE1a pues

constituyen las dianas propuestas para CK2 dentro del presente modelo de excitotoxicidad.

12. Analisis estadistico

Para determinar diferencias estadisticamente significativas entre células sometidas a distintos
estimulos respecto a sus controles o entre diferentes tratamientos se hicieron al menos 3 experimentos
independientes utilizando diferentes cultivos primarios o animales procedentes de distintos partos en
el caso de los experimentos con los nervios dpticos exvivo. Cada condicién experimental perteneciente
a un mismo cultivo se evalud por triplicado y los valores mostrados siempre representan la media +
S.E.M de los distintos experimentos.

Las hipédtesis planteadas fueron aceptadas o rechazadas tras un analisis estadistico de t de Student,
mediante el cual obtenemos un valor de p asociado que nos indica la probabilidad de que las
diferencias observadas entre los casos sean debidas al azar, considerando una diferencia
estadisticamente significativa cuando p < 0,05.

Los programas utilizados para el andlisis de los datos fueron: GraphPad Software Prism, version 5.00

para Windows y Microsoft Office Excel 2007, versidn para Windows.
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1. Caracterizacion de los cultivos de oligodendrocitos procedentes de cultivos gliales mixtos

En el presente estudio se han empleado cultivos primarios gliales mixtos obtenidos de cortezas
cerebrales de ratas neonatales (P0-P2), a partir de los cuales se han aislado, con un elevado grado de
pureza, las células de estirpe oligodendroglial. En el momento del aislamiento el término OPCs
(oligodendrocyte precursors cells) designa a las células obtenidas, pues se trata de células inmaduras que
poseen habilidades proliferativas. Asi, su mantenimiento en un medio de cultivo definido, SATO (ver
apartado Materiales y Métodos) suplementado con los factores de crecimiento mitogénicos PDGF-AA y
bFGF permitid su proliferacion hasta alcanzar la densidad de trabajo adecuada para cada paradigma
experimental. A continuacién, los OPCs fueron derivados hacia estadios de maduracién mds avanzados a
través de su mantenimiento en medio SATO sin factores de crecimiento y suplementado con hormonas
tiroideas T3/T4 y neurotrofinas CNTF/NT3. Es conocido que a lo largo de su maduracion, las células
oligodendrogliales atraviesan una serie de estadios intermedios, identificables mediante el uso de
marcadores especificos del grado de diferenciacion/maduracion (Raff y cols., 1983; Kandel y cols., 2000,
Stangel y Hartung, 2002). Teniendo esto en cuenta y con el fin de caracterizar nuestra preparacion
analizamos, mediante el uso de técnicas inmunocitoquimicas, tanto la pureza del cultivo tras 1 DIV (Fig.
21) como la expresion de los diferentes marcadores oligodendrogliales a lo largo de su establecimiento in
vitro (Fig. 22 y 23). En cuanto a la pureza del cultivo, observamos que, un 95 + 0.2% de las células aisladas
del cultivo glial mixto fueron positivas para Olig-2 y un 92.5 + 0.5% para PDGF-r, ambos marcadores
especificos de la estirpe oligodendroglial. El otro componente, claramente minoritario, estaba

representado por un 1,4 + 0.3% de astrocitos (GFAP+) y un 2,4 + 0.5 % de células microgliales (Iba-1+).
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Figura 21. Analisis del grado de pureza del cultivo de células de oligodendrocitos aisladas a partir del cultivo
glial mixto. A) Se aislaron los OPCs de los cultivos gliales mixtos (ver Mat y Mét) y mediante técnicas
inmunocitoquimicas se tifieron con los marcadores especificos para cada una de las tres poblaciones que
potencialmente podian estar presentes: OPCs (PDGFr, Olig2), astrocitos (GFAP) y microglia (Iba-1). A posteriori se
realizé el contaje celular mediante el programa Image J ( 4 cubres/cultivo; 15 campos/cubre;n=7). B) Detalle de un
cultivo tipo de OPCs a las 4 horas post-siembra en Sato de proliferacidn, tras su aislamiento a partir del cultivo glial
mixto de corteza de rata. Barra escala 40puM.
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OPCs en medio SATO DE PROLIFERACION

(+ PDGF,+ bFGF)

PDGFq—R

Figura 22. Expresion de marcadores oligodendrogliales asociados a estadios no maduros. Los OPCs se aislaron a
partir de los cultivos gliales mixtos y se mantuvieron durante 1-2DIV en medio “Sato de proliferacién”. A
continuacion las células se fijaron y mediante técnicas inmunocitoquimicas se analizaron distintos marcadores
especificos del estadio “célula progenitora de oligodendrocitos”: PDGFa-R, NG2 y A2B5. Barra de escala 50 uM.
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OPCs en medio SATO DE MADURACION

(+ T3/T4; + CNTF/NT3)

Figura 23. Expresion de marcadores oligodendrogliales caracteristicos de estadios maduros. Los OPCs, aislados
a partir de los cultivos gliales mixtos, se mantuvieron durante 1-2DIV en medio “Sato de diferenciaciéon” antes de
iniciar las técnicas inmunocitoquimicas. Se analizaron marcadores especificos del transito entre los estadios “pre-
oligodendrocito” y “oligodendrocito maduro”: GalC, O4 y MBP. Barra de escala 50 uM.
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2. Mecanismos apoptoéticos tempranos desencadenados por AMPA en oligodendrocitos

En trabajos previos, se ha establecido el marcado caracter apoptético de la muerte celular
oligodendroglial desencadenada bajo condiciones de excitotoxidad glutamatérgica.

Existe una variedad de estudios acerca de los principales eventos participes en este tipo de muerte,
como son la entrada masiva de Ca*?, la inherente disfuncién mitocondrial gue finalmente acarreard la
liberacion de citocromo-c, asi como la activacidn de las caspasas 8, 9 y 3 (Sanchez-Gémez y cols., 2003;
Leuchtmann, 2003). Ademas, se ha determinado la implicacion de la proteina pro-apoptética Bax en los
fendmenos que ocurren a nivel mitocondrial como parte central del proceso apoptético desencadenado
por el evento excitotdxico (Ness y cols, 2004; Sanchez-Gémez, 2011).

En el presente trabajo se han abordado algunas lineas de investigacidén surgidas a partir del contexto
creado por, entre otros, los trabajos citados anteriormente. Asi, aunque la participacién de mecanismos
concretos en este proceso de muerte excitotéxica es firme, nuestro objetivo fundamental ha sido llevar a
cabo el andlisis de diversas moléculas y vias de sefializacién celular que, a priori, se mostraban como
potentes moduladores de estas sefales de alteracidn oligodendroglial y cuyo equilibrio puede ser clave en

el destino final de la célula.

2.1 La caspasa-8 es un elemento clave en las etapas iniciales del proceso apoptético

Durante las fases tempranas de la apoptosis, las caspasas iniciadoras como la 8 o la 9 se activan y
catalizan la maduracidn proteolitica de las caspasas efectoras (3,6, y 7). Ademas de una posible funcion
directa sobre las caspasas efectoras, se ha sugerido la participacién de la caspasa-8 en los procesos que
provocan la activacion de la proteina Bid, miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2. Esta proteina es
parte de la ruta apoptodtica intrinseca, pues contribuye a las alteraciones mitocondriales que en ésta
ocurren.

Si bien se ha sugerido ya la participacion de la caspasa-8 en la muerte apoptdtica por excitotoxicidad
de oligodendrocitos obtenidos de nervio dptico de rata (Sanchez-Gémez y cols., 2003, 2011), quisimos
comprobar su implicacion en el dafio ocasionado por AMPA en oligodendrocitos procedentes de cultivos
mixtos gliales y analizar la posible interaccion con su diana, Bid. Para ello, preincubamos las células con el
inhibidor farmacolégico especifico para la caspasa-8 (Ac-IETD-CHO; 100 uM, 30 min), antes de someterlas
a nuestro estimulo excitotéxico habitual con AMPA (10 uM, 30min) y la viabilidad celular fue cuantificada
24 horas después. En estas condiciones, pudimos observar que la inhibicién de la caspasa-8 producia el
efecto protector descrito previamente y que la muerte desencadenada por la estimulacién moderada de
los receptores AMPA (17.12 + 2.89; n=3) disminuia de manera significativa en presencia del inhibidor de

esta caspasa (8.92 + 1.46; n=3; p<0.05)
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Figura 24. La inhibicion de la caspasa-8 reduce la muerte excitotoxica provocada por la activacion de los
receptores AMPA en cultivos de oligodendrocitos corticales. Los oligodendrocitos fueron preincubados durante 30
min con IETD (100 uM) antes de ser expuestos a AMPA (10 uM; 30 min). Para determinar la viabilidad celular se
empled la sonda calcein-AM, 24 horas después (n=3). Los datos representan las medias + SEM (*p<0.05 comparado
con las células tratadas Uinicamente con agonista).

A continuacion, nos dispusimos a analizar el comportamiento de esta molécula, caspasa-8, asi como el
de su diana molecular mas inmediata, BID, durante el proceso excitotdxico en oligodendrocitos. En este
sentido, se ha descrito ampliamente la implicacidn de la caspasa-8 como uno de los posibles mecanismos
de activacidon de Bid (Bossy-wetzel y Green., 1999; Slee y cols., 1999; Yin., 2006), ya que contribuye a la
aparicion de su forma truncada y activa, t-Bid. Esta forma activa, se transloca del citoplasma a la
membrana mitocondrial externa pudiendo contribuir, entre otros, a la oligomerizacion e insercidon de Bax
en la membrana mitocondrial. Sus acciones redundan, por tanto, en la potenciacién de las alteraciones
ocasionadas por el estimulo apoptdtico principalmente a nivel mitocondrial (Lowell y cols., 2008).

Teniendo esto en cuenta analizamos, mediante Western blot, el nivel de expresidn tanto de la caspasa-
8 como de BID tras la activacién de los receptores AMPA en ausencia/presencia del inhibidor IETD. Como
se muestra en la figura 25, pudimos observar que, en respuesta al estimulo con 10 uM de AMPA durante
30 min, el nivel de expresién de la pro-caspasa 8 (zimdgeno, no activo) experimentaba una disminucion a
los respecto a los niveles control, tanto a los 10 min como a los 30 min post-estimulo, (61,62 + 11,24% y
46,36 + 7,42%, respectivamente). De la misma manera, la proteina BID total (no activa) también disminuia
a los 30 min después del estimulo con AMPA (62,69 + 4,96%, respecto al 100% control). Esta reduccién en
la expresion de las proteinas totales, no activas, indicaba un incremento en la presencia de las proteinas
activas correspondientes, que surgen como consecuencia de la proteolisis de las primeras. Sin embargo,
cuando las células fueron pretratadas con el inhibidor IETD (100 uM, 30 min), esta disminucidn en el nivel

de expresion proteica, tanto de la caspasa-8 como de Bid total no pudo ser observada (Fig. 25).
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Figura 25. El inhibidor de la caspasa-8, IETD, reduce tanto la pérdida de la forma total de la caspasa-8 como la
de su diana molecular, BID. Los oligodendrocitos fueron preincubados durante 30 min con IETD (100 uM) antes de
ser estimulados con AMPA (10 uM, 30 min) en ausencia o presencia de IETD.A) La proteina total fue recogida 10 y 30
min después del estimulo con AMPA y se analizaron los niveles de expresién de la caspasa-8 total y Bid total
mediante western blot. B) Los histogramas representan los valores de densidad dptica de la caspasa-8 total y BID
total normalizados frente a actina. Los datos representan las medias + SEM. (n=3) *p<0.05;**p<0.01 comparado con
la situacién control.
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2.2. La activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos ocasiona la pérdida del

elemento represor de caspasas, c-FLIP

En base a lo mostrado en el apartado anterior, se planted la posible implicacion de c-FLIP, “molécula
represora de caspasas”, en el mecanismo de muerte ocasionado por AMPA en oligodendrocitos, sobre
todo teniendo en cuenta que trabajos previos han descrito la influencia represora de esta molécula en el
supuesto de activacion de la caspasa-8 (Kataoka y cols., 2005). En primer término, se analizo la presencia
de c-FLIP en los cultivos de oligodendrocitos objetos de este estudio durante los distintos dias de su
mantenimiento in vitro, para lo cual se llevaron a cabo tinciones inmunofluorescentes utilizando el
anticuerpo especifico anti-c-FLIP L/S. Como se muestra en la figura 26 los oligodendrocitos expresan c-FLIP

desde su primer dia in vitro y su presencia no se reduce a lo largo de los dias analizados.

1DIv 2 DIV 3 DIV

Figura 26. Expresion de c-FLIP en cultivos de células oligodendrogliales a lo largo de su mantenimiento in vitro.
Los oligodendrocitos, derivados de OPCs, fueron mantenidos en medio Sato de maduracién y fijados tras 1, 2 o 3 DIV.
Las células fueron incubadas con el anticuerpo especifico para c-FLIP y observadas al microscopio de fluorescencia.
Los niveles de expresidn de c-FLIP se mantuvieron constantes durante los distintos dias analizados. Barra de escala:
50 pM.

Una vez confirmada la presencia de c-FLIP en nuestros cultivos, nos dispusimos a analizar su posible
participacién en nuestro modelo de excitotoxicidad in vitro. Para ello, los cultivos de oligodendrocitos
fueron estimulados con AMPA (10 uM; 30 minutos) y la proteina total se recogié entre los 10 min y las 2
horas posteriores a la retirada del estimulo (Fig. 27). Mediante western blot y empleando el anticuerpo
especifico para c-FLIP L/S pudimos detectar una disminucién temprana, progresiva y significativa en todos
los tiempos analizados (10, 30, 60 y 120 minutos) en los niveles de dicha molécula anti-apdptoética (58,74 +
10,90%; 40,20 + 9,35%; 34,23 + 9,12% y 15,93 + 6,52%, respectivamente, comparado con la situacién
control 100%). Este resultado tiene implicita la pérdida de las acciones inhibitorias intrinsecas de c-FLIP,

situacidn que estaria facilitando el progreso de las etapas iniciales de la cascada apoptdtica.
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Figura 27. La excitotoxicidad mediada por AMPA induce una disminucién temprana en los niveles de c-FLIP. Los
oligodendrocitos fueron tratados con AMPA. A) La proteina total se recogidé siguiendo un curso temporal que
abarcaba desde los 10 minutos hasta las 2horas posteriores a la retirada del estimulo. A continuacion se analizd
mediante Western Blot la expresion de c-FLIP. Los datos representan las medias + S.E.M. de los valores de densidad
Optica normalizados frente a la actina (n=3) *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001 comparado con la situacién control

La confirmacién de este hecho se puede observar en la figura 28 donde se muestran los patrones
temporales de expresion tanto de c-FLIP como de la caspasa-8 en sus formas total y activa. Como se
puede apreciar, el acontecimiento mas inmediato tras el estimulo con AMPA es la pérdida de c-FLIP, que
establece las condiciones propicias para la activacion de la caspasa-8, reflejada en la bajada significativa

de los niveles de la caspasa-8 total (55 KDa) y el incremento de su forma activa (18 KDa).

A)

=

AMP{\ 10 uMm == Casp-8 activ

& 10 S0 mmm Casp-8 tot

c-FLIP —> i- = [55KDa B =3 C-FLIP
o = £ 2504
285
Actina —=> o — 42 KDa E < QO *ok
> 5 %5 200+
""""" — a o X *
@ £
r'“"’ T - g 100
r———— S =< 1004 *
Casp 8 activ —> [/ % 18 KDa g- B E ok
S5 50
ACting —> | w—— | 1) KDa z % 2 ok p. 8
S r — —
C 10 30
AMPA 10 uM

Figura 28. Patron temporal de la activacion de la caspasa-8. Los oligodendrocitos fueron tratados con AMPA.
(10puM) durante 30 min. La proteina total se recogié a los 10 y 30 min tras la retirada del estimulo y mediante
western blot se analizé la expresion de c-FLIP, caspasa-8 total y caspasa-8 activa. A) Wester blot representativo de la
expresion de las diferentes proteinas analizadas. B) Perfil de expresidn de la caspasa-8 activa, caspasa-8 total y c-FLIP
a lo largo del tiempo post-estimulo, normalizado frente a la expresion de actina correspondiente. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 comparado con la situacién control.
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En conclusién, los resultados expuestos hasta el momento sugieren una activacidon temprana de la
caspasa-8 posibilitada por la desaparicion de su represor constitutivo, c-FLIP. La activacidén de esta caspasa
es considerada el paso inicial de la via extrinseca de la apoptosis pero, a su vez, es una pieza clave en la
conexidn con la via intrinseca mitocondrial a través del proceso de activacién de Bid. Teniendo esto en
cuenta, decidimos analizar de manera mds exhaustiva el papel de Bid en los mecanismos de muerte

celular inducida por la activacién de los receptores AMPA en oligodendrocitos.

2.3. El procesamiento de Bid participa en la muerte excitotdxica oligodendroglial mediada
por AMPA

Como hemos mencionado anteriormente, distintos trabajos revelan la estrecha relacién entre la
caspasa-8 y el proceso de activacion de Bid en ciertos contextos apoptdticos (Garibal y cols., 2010; Paintlia
y cols, 2011; Kaufmann y cols. 2012). En nuestro modelo hemos mostrado cémo la inhibicidn
farmacoldgica de la citada caspasa-8 evita la disminucion en los niveles de la pro-caspasa-8 y de Bid total,
hecho que indica la existencia de un vinculo entre ambas moléculas de forma acorde a la literatura previa
(ver figura 25). La molécula Bid, proteina pro-apoptética de la familia Bcl-2, interviene en la alteracién de
la membrana mitocondrial externa (OMM) a través de su insercién y su unién a Bax, otro miembro pro-
apoptoético de la misma familia, lo que supone un evento critico en los mecanismos de muerte por
apoptosis (Li y cols., 1998; Lowell y cols., 2008; Grohm y cols, 2010; Shelton y col., 2009; Cabon vy cols.,
2012). Para analizar la implicacidn de Bid en nuestro modelo de excitotoxicidad usamos un inhibidor
farmacoldgico que impide su activacién, denominado BI6C9, cuyos efectos protectores han sido descritos
previamente (Culmsee y cols, 2005; Kohler y cols, 2008). La inhibicion de la activacidon de Bid mediante
BI6C9, 50 uM, que no mostrd signos de toxicidad perse, redujo de manera significativa la muerte
oligodendroglial provocada por la activacion moderada de los receptores AMPA (13.67 + 1.70% frente a
7.58 + 1.36%; n=3; p<0.05; Fig. 29A). Ademds, como se puede observar en la figura 29B, la generacion de
ROS inducida por AMPA en oligodendrocitos (146,3 + 13,08%) quedd inhibida completamente, hasta
valores control, en presencia del inhibidor BI6C9 (92,81 + 6,40%).

Por ultimo, analizamos la alteracion mitocondrial ocasionada por el agonista AMPA en ausencia y
presencia del inhibidor BI6C9, a diferentes tiempos post-estimulo, mediante la sonda JC-1 (Fig 29C).
Observamos que la pérdida progresiva del potencial de la membrana mitocondrial inducida por AMPA no
tuvo lugar en presencia del inhibidor de Bid. Ademds, las diferencias entre las dos situaciones
experimentales fueron estadisticamente significativas a partir de los 30 min y fueron aumentando de
manera progresiva a lo largo de los tiempos analizados hasta los 120 min post-estimulo. Estos resultados
sugieren una implicacién de Bid en la disfuncidn mitocondrial y en la muerte celular ocasionada por la

activacion moderada de los receptores AMPA en oligodendrocitos.
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Figura 29 La inhibicién de Bid, mediante BI6C9, reduce la muerte oligodendroglial y la alteracion mitocondrial
ocasionada por la activacion de los receptores AMPA. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 30 min
con BI6CY (50 uM) antes de su exposicion a AMPA 10 uM, 30 min. A) La determinacion de la viabilidad celular se
llevd a cabo 24 horas después mediante la sonda calcein-AM. Los datos representan las medias + S.E.M. (n=4).
*p<0,05 comparado con las células tratadas GUnicamente con agonista. B) La generacién de ROS se midié mediante la
sonda DCFDA. Los valores de las células control, no tratadas, se consideraron como 100% de generacion de ROS. Se
representa la media + S.E.M (n=3).*p< 0,05 comparado con las células tratadas Unicamente con AMPA. C) Tras el
estimulo con AMPA se afiadié la sonda JC-1 y se midié el potencial de la membrana mitocondrial cada 30 min. El
tiempo 0 representa el primer tiempo de lectura tras la incubacion con la sonda. El potencial de la membrana
mitocondrial de las células no tratadas se considerd control (100%) en cada tiempo analizado, Se representa la
media * S.E.M (n=3). *p< 0,05 comparado con las células tratadas Unicamente con agonista.

Una vez establecido el efecto protector que la inhibicion de Bid ejerce en la excitotoxicidad
oligodendroglial, analizamos mediante western blot el estado de esta molécula en las diferentes
situaciones. Para ello, los oligodendrocitos fueron expuestos a AMPA (10 uM; 30 min) en ausencia o
presencia del inhibidor BI6C9 y la proteina total fue recogida a las 2 y 4 horas tras la retirada del agonista.
Como se muestra en la figura 30, el estimulo de los receptores AMPA provocd una disminucidn en la
expresion de Bid total comparado con la situacion control (69,20 + 8,26% y 65,60 + 5,54%, tras 2 y 4 horas
respectivamente), fenémeno que no tuvo lugar en presencia del inhibidor BI6C9 (100,8 + 5,04% y 113,2 +
6,65%, para los dos tiempos analizados). Ademds, la aparicion de la forma truncada, t-bid, pudo
detectarse a las 2 horas (128,7 + 5,05%) y aumentd de manera evidente tras 4 horas post-estimulo (173,0

+ 3,70%), siempre comparado con las células control no tratadas. Este incremento, sin embargo, no pudo
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ser observado en presencia del inhibidor de Bid, BI6C9 (104,9 + 5,03% y 81,16 + 11,02%,

respectivamente).
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Figura 30. La presencia del inhibidor BI6C9 durante los estimulos excitotoxicos reduce la acumulacion de la
forma activa de Bid, t-Bid. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 30 min con BI6C9 (50 uM) antes de su
exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total fue recogida a las 2 y 4 horas después del estimulo. A)
Mediante western blot se analizaron los niveles de expresidon de Bid total, Bid truncado (t-bid) y actina en las
distintas situaciones. B) Cuantificaciéon de la densidad dptica que pone de manifiesto la correlacion entre la
reduccién en los niveles de Bid y el incremento en los niveles de t-Bid. Este mecanismo de activacién de Bid es
revertido en presencia de BI6C9. Los valores corresponden a la densidad optica de Bid y t-Bid normalizada frente a la
de actina, y representan la media = SEM (n=3) *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001 comparado con la situacién control.

Ha sido descrito de manera extensa cdmo el procesamiento de Bid por la caspasa-8 generando su
forma activa o truncada, t-Bid, facilita su insercidn en la membrana mitocondrial externa, contribuye a la
liberacion de citocromo-c desde la mitocondria al citosol y provoca la subsecuente activacidon de caspasas
(Gogvadze y cols, 2006; Kantari y Walczack, 2011). En la figura anterior queda de manifiesto el incremento
significativo de t-bid tras la activacién de los receptores AMPA en oligodendrocitos De acuerdo con esta
informacién, pudimos observar mediante andlisis de g-PCR que la expresiéon génica de Bid en
oligodendrocitos no sufria cambios significativos en respuesta a AMPA (Fig. 31A), lo que sugiere que los
efectos pro-apoptdticos mediados por Bid dependen no tanto del incremento en su expresién génica
como de su procesamiento y tasa de conversion en t-bid, tal y como ha quedado de manifiesto mediante
el andlisis proteico por western blot mostrado en la figura anterior (Fig. 30). Ademas, la movilizacion de

Bid hacia las inmediaciones mitocondriales supone una condicién necesaria para su procesamiento,
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insercion y finalmente accion sobre dicho organulo. Un indicio mds acerca de la participacién de Bid en los
procesos apoptéticos mediados por AMPA en oligodendrocitos lo constituye el hecho de que, tras el
estimulo excitotoxico, la molécula PACS-2 manifiesta cambios en su distribucién intracelular. Esta proteina
ha sido identificada como un elemento participe en eventos apoptodticos, y particularmente en aquellos
que implican activaciéon de Bid, debido a que posibilita su movilizacién hacia el entorno mitocondrial
facilitando su procesamiento final (Simmen y cols, 2005; Brasacchio y cols, 2014). Para comprobar si
AMPA ejercia algin cambio en los niveles de expresidon de PACS-2 en oligodendrocitos, en primer lugar
analizamos mediante g-PCR su expresién génica y, como se observa en la figura 31B, no pudimos
determinar cambios significativos en los dos tiempos analizados. Sin embargo, y mediante
inmunocitoquimia, pudimos detectar tanto un incremento en los niveles de expresidn proteica como una
clara redistribucion de esta proteina tras el estimulo moderado de los receptores AMPA en
oligodendrocitos (10uM; 30 min). Asi, la figura 31C muestra un aumento de la presencia de PACS-2 en
espacios citoplasmaticos asociados a mitocondrias, identificadas por el marcador mitocondrial COX-IV
indice de correlacion de Pearson de 0,78). De forma complementaria hemos podido determinar la
colocalizacion de PACS2 y Bid (indice de correlaciéon de Pearson de 0,81), a nivel mitocondrial, durante las

etapas iniciales del mecanismo apoptdtico (figura 32).
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Figura 31. Andlisis de la expresion de Bid y PACS2 tras la estimulacion de los receptores AMPA de
oligodendrocitos. A) y B) Los niveles de expresion génica de Bid y PACS2 fueron analizados mediante q-PCR en
cultivos de oligodendrocitos expuestos a AMPA (10 uM) durante 30 min. El procesamiento para la obtencién del RNA
se inicid tras la retirada del estimulo (TO) y 30 min después (T30), siguiendo el protocolo descrito en el apartado
Materiales y Métodos. Los valores obtenidos fueron normalizados con un factor dependiente de tres genes
constitutivos y el software GeNorm. Los datos expresados corresponden a las medias + SEM (n=3). C) La estimulacién
de los receptores AMPA en oligodendrocitos provoca la movilizacién de PACS-2 al entorno mitocondrial (flechas). Los
oligodendrocitos fueron expuestos a AMPA (10 uM) durante 30 min, se fijaron 30 min después y fueron procesados
mediante doble inmunofluorescencia para la deteccidon de la molécula PACS-2 (verde) y COX-IV (rojo; marcador
mitocondrial). Barra de escala: 10 uM.
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Figura 32. Analisis de la expresion de PACS2 y Bid tras la estimulacion de los receptores AMPA de
oligodendrocitos. La estimulacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos provoca la movilizacién de PACS-2 y
Bid al entorno mitocondrial (flechas). Los oligodendrocitos fueron expuestos a AMPA (10 uM) durante 30 min, se
fijaron 30 min después y fueron procesados mediante doble inmunofluorescencia para la deteccién de la molécula
PACS-2 (verde) y Bid (rojo). En el panel inferior derecho, se muestra el diagrama que recoge la colocalizacion de

PACS2 y Bid a nivel mitocondrial, tras la estimulacién moderada de los receptores AMPA de oligodendrocitos. Barras
de escala: 10 uM.
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Finalmente, y con el objetivo de confirmar el efecto oligoprotector de la inhibicion de Bid en un
modelo de mayor complejidad, sometimos a los nervios épticos ex vivo, aislados de ratén, a estimulos
excitotoxicos en ausencia o presencia de BI6C9. Este modelo experimental ha sido utilizado en varias
ocasiones a lo largo del presente trabajo con el objetivo de confirmar la participacion de vias y/o
moléculas de sefializacién en el proceso apoptdtico que nos ocupa. Para ello se emplearon ratones
transgénicos PLP-DsRed, caracterizados por la presencia del reportero fluorescente Ds-Red bajo el control
de la proteina promotora lipidica especifica glial (PLP), modelo que posibilita la identificacién especifica de
las células oligodendrogliales bajo un microscopio de fluorescencia.

En estos experimentos se trabajé con la estructura integra del nervio dptico, Unicamente aislado y
liberado de las meninges que lo recubren. La activacién de los receptores AMPA se llevé a cabo en medio
artificial aCSF saturado en oxigeno, que proporciona las condiciones adecuadas para la disolucion del
agonista glutamatérgico (AMPA 100 uM; 2 horas) y del inhibidor BI6C9 (100 uM). Una vez concluido el
estimulo excitotodxico, en presencia o ausencia del inhibidor, se determiné la liberacién de LDH durante los
90 min inmediatamente posteriores, con lecturas cada 30 minutos, como método complementario al
posterior analisis histologico de los distintos nervios épticos. En la figura 33 se muestra como el
incremento en la liberacion de LDH observado ya a los 30 minutos y que alcanza su pico maximo entre los
60 y 90 minutos posteriores a la retirada del estimulo excitotdxico se ve limitado de forma significativa por
la presencia del BI6C9 en todos los tiempos analizados, de forma especialmente notable en los intervalos

de maxima liberacion de LDH.
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Figura 33. La inhibicién de Bid, mediante BI6C9, reduce la liberacion de LDH por parte de los nervios dpticos de
ratones PLP-DsRed inducida por la estimulacion de los receptores AMPA. Los nervios dpticos, una vez aislados,
fueron pre-incubados en medio aCSF en ausencia o presencia de BI6C9 (100 uM) durante 1 hora y posteriormente
estimulados con AMPA (100 uM; 2 horas) previa adicién de CTZ (100 uM; 15 min). El incremento en la liberacién de
LDH ocasionado por la estimulacién de los receptores AMPA y observado a los distintos tiempos analizados (30, 60 y
90 min) disminuyé de forma significativa en presencia de BI6C9. Los datos se muestran como medias + SEM (n=3).
*p<0.05, **p<0.01 comparado con los nervios dpticos tratados Unicamente con agonista.
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Una vez concluidos los 90 min post-estimulo, los nervios épticos fueron fijados con paraformaldehido y
montados directamente sobre el portaobjetos para su observacién y analisis bajo microscopia confocal. En
la figura 34 se muestran imdgenes representativas de los nervios dpticos analizados en situacién control y
tras la activacion de los receptores AMPA en ausencia o presencia de BI6C9, asi como la cuantificacién de
la intensidad de la fluorescencia en cada caso. Tras el analisis estadistico del area ocupada por la
fluorescencia en todos los planos (z-stack) y a lo largo de toda su longitud, pudo observarse cémo la
activacion de los receptores de AMPA provoca una pérdida significativa del nimero de oligodendrocitos

gue es atenuada en presencia del inhibidor de Bid, BI6C9.
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Figura 34. La inhibicién de Bid atenua el dafio oligodendroglial mediado por la activaciéon de los receptores
AMPA en nervios 6pticos aislados de ratones PLP-Ds Red. Los nervios Opticos, una vez aislados, fueron pre-
incubados en medio aCSF en ausencia o presencia de BI6C9 (100 uM) durante 1 hora y posteriormente estimulados
con AMPA (100 uM; 2 horas) previa adicion de CTZ (100 uM; 15 min). A) Imagenes representativas de los nervios
Opticos de ratones PLP-Ds Red en las diferentes situaciones experimentales. B) Cuantificacion de la sefal
fluorescente total de los diferentes z-stacks obtenidos de los nervios dpticos aislados. La pérdida significativa de
oligodendrocitos (intensidad roja) provocada por la activacion de los receptores AMPA, fue revertida en presencia
de BI6C9. Los datos se muestran como medias + SEM, (n=3). *p<0.05 comparado con los nervios control. Barras de
escala: 100 uM (panel izdo) 200 uM (panel dcho).
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3. Papel del factor de transcripcion p53 en el dafio provocado por AMPA en oligodendrocitos
3.1. La activacion de los receptores AMPA provoca la activacién de p53

El factor de transcripcién p53 resulta fundamental a la hora de activar respuestas celulares ante una
gran variedad de estimulos téxicos (Giaccia y Kastan, 1998; Vousden y Prives, 2009; Farnebo y cols, 2010).
En situaciones que comprometen la integridad y funcionamiento celular, p53 no permanece ajeno y en
una de sus vertientes de actuacion, sufre modificaciones post-traduccionales que posibilitan su
estabilizacién y acumulacion a nivel nuclear. A este nivel, la mayoria de acciones de p53 conducen a la
parada del ciclo celular asi como a la inducciéon de vias de muerte mediante la potenciacion de la
expresion de genes apoptéticos (Yu y Zhang, 2005; Kuribayashi, 2008). Sin embargo, mas recientemente
se han sugerido otras funciones de p53 implicadas en el desarrollo de programas de muerte celular pero
en este caso independientes de su actividad transcripcional (Vaseba y cols, 2009; Nieminen y cols, 2013).
Esta via alternativa de acciéon, en muchas ocasiones complementaria a la anterior, requiere la
acumulacién de p53 en el citosol y/o en la mitocondria, asi como su posible interaccién con moléculas de
la familia Bcl-2 (Moll y cols., 2005; Liu y cols., 2008). Teniendo esto en cuenta, nos planteamos evaluar la
participacién de p53 en el programa apoptdtico acaecido en oligodendrocitos tras la activacidon de los
receptores AMPA y para ello, empleamos dos inhibidores farmacoldgicos que actian de manera
diferencial sobre las dos vias de accién descritas para p53. Asi, analizamos el efecto de pifitrin-a, un
contrastado inhibidor de la actividad de p53 como factor de transcripcién (Culmsee y cols., 2001; Walton y
cols., 2005; Li y cols., 2008). Ademas atendiendo a la acciéon mitocondrial de p53, hemos empleado la
pifitrin-u, pequefia molécula que inhibe directamente la unién de p53 a la mitocondria y a las proteinas
Bcl-2 y Bcl-xL, con una contrastada accion antiapoptodtica y neuroprotectora (Strom y cols., 2006; Hagn y
cols., 2010; Nijboer y cols., 2011) y cuyo efecto sobre p53 podria manifestarse también mediante una
reduccidn en los niveles de p53 total (Solyakov y cols., 2009).

Los cultivos de oligodendrocitos fueron pre-incubados durante una hora con sendos inhibidores de p53
y sometidos a la activaciéon habitual de los receptores AMPA (AMPA 10 uM, 30 min). Bajo estas
circunstancias se realizaron ensayos de viabilidad y se analizaron pardmetros del dafio mitocondrial como
la disminucién del potencial de membrana mitocondrial o la produccidn de especies reactivas de oxigeno.
Asi mismo, se analizd la expresidon de p53 y PUMA mediante la técnica de western blot y se determiné
mediante inmunocitoquimia la localizacién celular de p53 durante el proceso apoptético desencadenado
por el estimulo excitotéxico.

En primer término, los ensayos de toxicidad en los que se sometia a estudio la capacidad de ambos
inhibidores de p53 a la hora de incrementar la viabilidad oligodendroglial frente al estimulo moderado de
los receptores AMPA revelaron como la inhibiciéon de p53 a ambos niveles reproducia el efecto protector

descrito previamente. En este sentido, la muerte desencadenada por la estimulacién moderada de los
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receptores AMPA (20,72 + 2.10%; n=6) disminuia de manera significativa en presencia pifithrina-a (20uM)
(9.84 + 1.18%; n=6; p<0.01), asi como también en presencia de la pifithrina-p (1uM) (11,0 * 1,80%; n=3;
p<0.05). Este papel protector que, a nivel de toxicidad, ofrecia la aplicacién de pifithrin-a o de la pifithrin-
M, se vio extendido al analisis de los pardmetros de dano a nivel mitocondrial ocasionado por la
estimulacién moderada de los receptores AMPA. En la figura 35B, se aprecia como el incremento en la
produccién de ROS inducido por la estimulacién de los receptores AMPA en oligodendrocitos (164,2 +
20,75%) quedd inhibido completamente tanto en presencia de la pifithrina-a (77,24 + 14,48%) como de la
pifithrina-u (100,4 + 7,81%).

Por ultimo, se analizd la caida del potencial de membrana mitocondrial ocasionada por el agonista
AMPA en ausencia o presencia de la pifithrin-a (20uM) o de la pifithrina-pu (1uM) a diferentes tiempos
post-estimulo, mediante la sonda JC-1 (Fig 35C y 35D, respectivamente). Ambos compuestos, limitan la
pérdida progresiva del potencial de la membrana mitocondrial inducida por AMPA: En el caso de la
pifithrin-a, las diferencias entre las dos situaciones experimentales fueron estadisticamente significativas
a partir de los 90 min y fueron aumentando de manera progresiva a lo largo de los tiempos analizados
hasta los 120 min post-estimulo. Por su parte, la pifithrin-u comienza a mostrar una inversion de la caida
del potencial de membrana mitocondrial a partir de los 60 minutos post-estimulo que alcanza la
significancia a los 120 minutos post-estimulo.

En conjunto, estos datos, evidencian la dualidad de accion nlcleo/mitocondria de p53 en los
mecanismos apoptoticos subyacentes a los procesos de muerte oligodendroglial ocasionados por la

estimulaciéon moderada de los receptores AMPA en nuestro modelo de excitotoxicidad.
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Figura 35. La inhibicion de p53 a nivel transcripcional (pifithrin-a) o a nivel mitocondrial (pifithrin-p) reduce la
muerte oligodendroglial asi como la alteracion mitocondrial subyacente a la activacion de los receptores AMPA.
Los oligodendrocitos fueron preincubados con pifithrin-a (20 uM) o pifithrin-u (1 uM) durante una hora. A
continuacion, se estimularon las células con AMPA (10 uM) durante 30 min en presencia o ausencia de sendos
inhibidores. A) La determinacién de la viabilidad celular (24 horas después), se llevd a cabo mediante la sonda
calcein-AM. Los datos representan las medias + S.E.M. (n=3) * p<0.05, **p<0.01 comparado con las células tratadas
Unicamente con agonista. B) La generacidon de ROS se cuantificé a través de la sonda DCFDA. Los valores de las
células control, no tratadas, se consideraron un 100 % de generacién de ROS. Se representa la media = S.E.M (n=3).*
p< 0,05 comparado con las células tratadas Unicamente con AMPA. C) y D) Tras el estimulo con AMPA, se aiadio la
sonda JC-1 y se midié el potencial de la membrana mitocondrial cada 30 min. El potencial de la membrana
mitocondrial de las células no tratadas se considerd control (100%). Se representa la media + S.E.M (n=3). * p< 0,05,
**p< 0,01 comparado con las células tratadas Unicamente con agonista.

En vista de los anteriores resultados, se valoré la posibilidad de que el estimulo excitotdxico modificase
los niveles de expresidon de p53, hecho que queda reflejado en las imagenes de la figura 36, en las que se
aprecia de forma general un incremento en los niveles de p53 en oligodendrocitos tras el estimulo de sus
receptores AMPA (10 uM, 30 min). Este incremento podria ser reflejo de un aumento de la estabilidad de
p53 que a su vez, como ha sido descrito por otros autores, podria estar asociado a la potenciacién de su

papel como factor de transcripcién (Allende-Vega y cols, 2012; Loughery y Meek, 2013).
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Figura 36. La activacion de los receptores AMPA incrementa los niveles de expresion del factor de transcripcion
p53. Los oligodendrocitos fueron estimulados con AMPA (10 uM) durante 30 min, fijados a distintos tiempos (60 y
180 min) tras la retirada del mismo y procesados para la deteccién de p53 mediante técnicas inmunocitoquimicas
(ver Mat. y Mét). Barra de escala: 50 uM.

Profundizando mas acerca de la posible actividad transcripcional de p53 en nuestro contexto
apoptético, analizamos mediante qPCR la expresion génica de moléculas que tuvieran una clara
interaccion con el sistema p53 (Fig. 37). En condiciones normales, MDM2 es un represor de p53 cuya
funcién es mantener controlados y reducidos los niveles de p53, entre otros mecanismos promoviendo su
degradacion (Shiy Wu, 2012). Sin embargo, en condiciones de estrés celular, la interaccion p53-MDM?2 se
ve interrumpida. Este hecho conduce al incremento y estabilizacidn de p53 y por ende posibilita, como
hemos mencionado anteriormente, su accién a nivel transcripcional asi como, en nuestro caso, la
ejecucion de mecanismos apoptdticos. Sin embargo y para evitar una activacién en exceso, tanto p53
como MDM2 participan de un bucle de retroalimentacion negativa, donde el propio p53 regula la
expresion del gen responsable de MDM2 de tal forma que, en condiciones de activacidn transcripcional de
p53 se observa un notable incremento en la expresién de su principal regulador negativo, MDM2 (Bose y
cols, 2007; Hu y cols, 2012). Como se muestra en la figura 37A, la activacion de los receptores AMPA en
oligodendrocitos provoca un incremento sostenido y creciente en los niveles de mRNA de MDM?2,
observado en el tiempo 0 tras el estimulo y significativo estadisticamente 30 min después. Este resultado
viene a confirmar la activacidn transcripcional de p53 pues, como hemos dicho, el incremento en los
niveles de mRNA de MDM2 es un fendmeno p53 dependiente que se produce una vez ha tenido lugar la
activacidn transcripcional de p53. Por otro lado, uno de los genes que constituyen una diana directa de la
actividad transcripcional de p53 es el responsable de la proteina PUMA, miembro proapoptético del grupo
de proteinas “sélo BH3” dentro de la familia Bcl-2. Mediante analisis de gPCR también observamos que la
activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos provoca un incremento significativo en sus niveles
de expresioén (Fig. 37B), tal y como ha sido ampliamente documentada por otros autores (Yu y cols, 2003;

Antony y cols, 2012), en diversos contextos apoptéticos p53 dependientes.
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Figura 37. AMPA incrementa los niveles de expresion génica de MDM-2 y PUMA. Los niveles de expresion de
MDM?2 y PUMA han sido analizados mediante gqPCR en cultivos de oligodendrocitos obtenidos a partir de cultivos
gliales mixtos. Los oligodendrocitos fueron expuestos al AMPA (10 uM, 30 minutos). A continuacién a los 10 y a los
30 minutos, tras la retirada del estimulo excitotdxico, se recogieron los extractos totales y se sometieron al protocolo
descrito para g-PCR (ver Mat. y Mét). Los valores obtenidos fueron normalizados con un factor dependiente de tres
genes constitutivos y el software GeNorm (ver Mat. y Mét.). Los datos se expresan como medias + SEM (n=3).
*p<0.05, **p p<0.01 comparado con las células control.

Continuando el analisis de p53 como factor de transcripciéon en nuestro modelo de excitotoxicidad,
planteamos el siguiente paradigma en el que se analizan mediante western blot los niveles de expresion
de p53 y de PUMA tras la estimulacion de los receptores AMPA oligodendrogliales en presencia o ausencia
de pifithrin-u pues, si bien este compuesto inhibe las funciones mitocondriales de p53 también puede
afectar a las funciones transcripcionales, revelandose en ciertos estudios como superior frente a la
pifitrhin-a (He y cols, 2012). A este respecto, los incrementos significativos en los niveles de p53,
observados a los 60 minutos post-estimulo (180,3 + 11,55%) y PUMA (159,7 + 13,48%) con respecto al
100% del control, fueron atenuados en presencia de la pifithrin-u (14M) tanto en el caso de p53 (111,5 +

4,44%) como en el caso de PUMA (124,7 + 14,17%) (Fig. 38).
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Figura 38. La presencia del inhibidor pifithrin-pu durante los estimulos excitotoxicos reduce la acumulacién de
p53 y de la diana de este, PUMA. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 60 min con pifithrin-p (1 uM)
antes de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total fue recogida 1y 3 horas después de la retirada del
estimulo. A) Mediante western blot se analizaron los niveles de expresion de p53 total, PUMA y actina en las
distintas situaciones. B) Cuantificacion de la densidad éptica que pone de manifiesto el incremento en los niveles de
activacion de p53 corroborados por el incremento observado en los niveles de expresidon de su diana, PUMA. Este
mecanismo de activacién es revertido en presencia de pifithrin-p. Los valores corresponden a la densidad dptica de
p53 total y PUMA normalizados frente a la de actina, y representan la media + SEM (n=3) *p<0.05, **p<0.01,
comparado con la situacion control.

3.2. La fosforilacion de p53 es un mecanismo inductor de su activacion

Los mayores niveles proteicos de p53 observados en nuestro modelo de excitotoxicidad, al igual que en
variadas situaciones de estrés celular corresponden a condiciones de mayor estabilidad. Como hemos
dejado patente, MDM2 juega un papel determinante en la regulacion de la estabilidad de p53: MDM?2
interacciona con el extremo N-terminal de p53 y esta interaccién puede inhibir la actividad transcripcional
de p53. La interaccién de p53 representa un mecanismo de autoregulacién negativa que modula la
estabilidad y actividad de p53. Ademds, MDM2 en su papel como E3-ligasa promueve la ubiquitinizacién y
degradacion de p53. Modificaciones post-transcripcionales tanto a nivel del propio p53 como de MDM?2
tales como fosforilaciones, acetilaciones y sumoilaciones pueden modular su interaccién y por tanto
influenciar la estabilidad y actividad de p53 (Kruse y Gu, 2009; Dai y Gu, 2010). Partiendo de esta base, en
el presente trabajo de investigacion nos centraremos exclusivamente en las fosforilaciones de p53 y

concretamente en la fosforilacién del residuo Serl5, pues esta ha sido relacionada con la localizacion
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mitocondrial de p53 y su interaccién pro-apoptdtica con las moléculas de la familia Bcl-2 (Park y cols,
2005; Nieminen y cols, 2013; Wang y cols, 2015).

Para analizar la presencia de la fosforilaciéon de p53 en la Ser15 bajo nuestros estimulos excitotéxicos, y
debido a la dificultad para observarla directamente por las técnicas habituales de western blot, llevamos a
cabo ensayos de inmunoprecipitaciéon (Fig. 39). La proteina p53 total se pudo inmunoprecipitar mediante
la unidn de las bolas de agarosa con un anticuerpo anti-p53 total, aplicando el protocolo descrito en
Materiales y Métodos. A continuacién, y mediante western blot y el uso de un anticuerpo especifico (anti-
p-p53(Serl5)), se puso de manifiesto la presencia de la fraccién p53 fosforilada en el residuo Serl5, en
oligodendrocitos control y tratados con AMPA 10 uM durante 30 min. Como se puede observar en la
figura 39 existe un incremento en la fosforilacion de p53 en la Ser15 especialmente notable a los 30 y 60

min tras haber retirado el estimulo con AMPA.

Tiempo post-estimulo
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Figura 39. Incremento de la fosforilacion de p53 en el residuo Serl5 tras el estimulo moderado de los
receptores AMPA en oligodendrocitos. Los oligodendrocitos fueron estimulados con AMPA (10 uM) durante 30 min.
La proteina total fue recogida a varios tiempos tras la retirada del estimulo (30, 60 y 180 min) y se aplicé el protocolo
descrito para la técnica de inmunoprecipitacion (ver Mat y Mét), empleando un anticuerpo anti-p53 total. La
presencia de p53-Serl5 se puso de manifiesto mediante western blot utilizando un anticuerpo especifico. Se
muestran los niveles de p53 total y actina en los extractos celulares totales correspondiente a cada situacion.

Este resultado se ve corroborado por los obtenidos mediante técnicas inmunocitoquimicas. Las
imagenes de la figura 40 muestran como, tras el estimulo con AMPA (10 uM; 30 min), se produce un
incremento en el nivel de expresién de p-p53 (Serl5)y, lo que es mas importante, una modificacién en su
localizacién intracelular, pasando a ocupar espacios relacionados con el entorno mitocondrial, tal y como
se desprende de la mayor colocalizacidon con el marcador mitocondrial COX-IV. Ademds, dado que ciertos
estudios también han descrito la presencia de p-p53(Ser 15) a nivel nuclear (Li y cols, 2010; Jin y cols,
2013), hemos corroborado la relacidon entre la fosforilacion de p53 en la Serl5 y una localizacidn
predominantente mitocondrial y no nuclear en nuestro modelo de excitotoxicidad: A través de técnicas
inmunocitoquimicas en las que, empleando el Hoesch como marcador nuclear, se ha observado la

ausencia de p-p53 (Serl5) en el nucleo de los oligodendrocitos tras la estimulacidén de los receptores
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AMPA (Fig.41). El conjunto de los resultados obtenidos hasta el momento a nivel de la fosforilacién de p53
(Ser15), parecen revelar una conexién entre el incremento en dicha fosforilacidn y las actividades que, a
nivel mitocondrial, parece jugar p53 en los mecanismos apoptdéticos mediados por la activacién de los

receptores AMPA oligodendrogliales.

P-p53 (Ser15) Mitotracker Merged

- . . .
B .

Figura 40. La activacion de los receptores AMPA incrementa la fosforilacion de p53 en el residuo Serl5 y su
paso a la mitocondria. Los oligodendrocitos fueron estimulados con AMPA (10 uM) durante 30 min, fijados y
tefidos con el anticuerpo especifico para la fosforilacion de p53 en el residuo Serl5. Ademas se realizé el marcaje de
las mitocondrias con Mitotracker. El estimulo excitotéxico provoco la redistribucion a nivel mitocondrial del p53
portador de la fosforilacion en Ser15. Barra de escala: 10 uM.
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Figura 41. La activacion de los receptores AMPA incrementa la fosforilacion de p53 en el residuo Serl5 y su
ausencia en el nucleo de los oligodendrocitos. Los oligodendrocitos fueron estimulados con AMPA (10 uM) durante
30 min, fijados y tefiidos con el anticuerpo especifico para la fosforilacion de p53 en el residuo Serl5. Ademads se
realizé el marcaje de los nucleos celulares con DAPI. El estimulo excitotéxico provocd la redistribucion de p53
portador de la fosforilacién en Serl5, manteniéndose ausente en el entorno nuclear. Barra de escala: 10 pM.

3.3. Implicacion de las quinasas JNK y p38 en la seiializacién inducida por AMPA y en
la activacion de p53

En la literatura se ha descrito la existencia de una conexidn robusta entre la via de las MAPKs, con JNK
y p38 como principales representantes pro-apoptdticos, y los procesos de activacién de p53. Asi, tras la
exposicién a un evento tdxico, estas MAPKs pueden contribuir a la activacion de p53, dando lugar a
diversas respuestas celulares mediadas por éste (Wu y cols, 2004; Shiy cols, 2014).

Para analizar esta posible via de sefializacién en nuestro modelo de excitoxicidad oligodendroglial
examinamos el grado de activacion de JNK/SAPK y p38, moléculas cuya funcion pro-apoptotica prevalece
sobre otro tipo de actividades intracelulares de las cuales son participes (Harada y cols, 1999; Huh y cols,
2004). El analisis de la expresion de las formas fosforiladas y por ende activas de ambas moléculas (ver Fig
42A y 42B) reveld incrementos significativos a los 10, 30, 60 y 120 min tras la retirada del estimulo (AMPA
10 pM; 30 min), tanto para p-JNK (505,33 + 28,15%; 352,37 £ 20,6%; 331,96 + 17,35%, 166,94 + 17,25%,
respectivamente) como para p-p38 (314,85 * 16,36%; 438,27 + 25,45%; 471,72 + 22,72; 310,36 + 27,27%,

respectivamente), siempre comparando con células control no tratadas (100%).
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Figura 42. Incremento en los niveles fosforilados/activos de JNK y p38 tras el estimulo moderado de los
receptores AMPA en oligodendrocitos. Los cultivos de oligodendrocitos fueron estimulados con AMPA (10 uM)
durante 30 min y la proteina total se recogio siguiendo un curso temporal que abarcaba desde los 10 min hasta las 2
horas inmediatamente posteriores a la retirada del estimulo. A continuacién se analizé mediante western blot la
expresion de p-JNK (A) y p-p38 (B). Los datos representan las medias + S.E.M. de los valores de densidad dptica
normalizados frente a JNK total (n=3) y frente a p38 total (n=3) respectivamente. **p<0.01; ***p<0.001 comparado
con las células control (no tratadas con agonista).

Teniendo en cuenta estos elevados niveles de activaciéon y basandonos en trabajos previos que
establecen una clara relacién entre las funciones pro-apoptoticas de estas quinasas y p53 (Choi y cols,
2011; Saha y cols, 2012), nos propusimos analizar de manera mas exhaustiva su papel en el proceso de
excitotoxicidad oligodendroglial. Para ello, y en primer lugar, utilizamos inhibidores especificos de JNK
(SP600125, 1 uM) y p38 (SB2035, 1 o 5 uM) durante la aplicacién del dafio excitotdéxico con AMPA y
cuantificamos la muerte celular ocasionada en cada caso. Como se muestra en la figura 43 la inhibicién
especifica de JNK aporté una reduccién significativa del dafio celular provocado por la activacién de los
receptores AMPA en oligodendrocitos (2,61 + 2,15% frente a 10,83 + 2,43% ocasionado por el agonista),

mientras que el inhibidor de p38 no mostré efecto protector a las dos concentraciones analizadas.
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Figura 43. La inhibicion de JNK mediante SP600125 reduce la muerte oligodendroglial ocasionada por la
activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos, mientras que la inhibicion de p38 parece no afectar a la
misma. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 1 hora con los inhibidres de las quinasas antes de su
exposicion a AMPA (10 uM, 30 min). La determinacion de la viabilidad celular se llevd a cabo 24 horas después
mediante el uso de la sonda calcein-AM. Los datos representan las medias + SEM (n=3).*p<0.05, comparado con las
células tratadas Unicamente con agonista.

A continuacioén, y teniendo en cuenta la participacion de JNK en el proceso de muerte oligodendroglial,
analizamos mediante western blot el comportamiento de JNK y sus posibles moléculas diana, p53 y PUMA
en oligodendrocitos tratados con AMPA en ausencia y/o presencia del inhibidor S600125. En la figura 44
se muestra el importante incremento observado en los niveles de fosforilacién de JNK (248 + 15,87% y
244,97 £ 27,72%) a los 10 y 30 min tras la retirada del agonista (AMPA 10 uM, 30 min), que no tuvo lugar
en presencia del inhibidor SP600125 (103,85 + 15,20% y 111,03 + 12,49% respectivamente). Ademas, el
incremento en la expresion de p53 provocado por AMPA (152,8 + 8,69% y 138,1 £ 9,61% a los 10 y 30 min,
respectivamente) fue totalmente inhibido en presencia de SP600125 (96,10 + 7,44% y 95,12 + 10,66%,
respectivamente), comportamiento que también pudo otorgarse a la proteina diana de p53, PUMA (180,3
+27,88% vy 165,5 £ 19,99% en ausencia del inhibidor de JNK, frente a 102,6 + 8,69% y 125,10 + 12,39% en
su presencia). Todos los valores fueron comparados con los obtenidos en situacidon control, células no

tratadas con agonista, considerado como 100%.
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Figura 44. El inhibidor de JNK, SP600125, impide el incremento de p-JNK, p53 y PUMA tras la activacion
moderada de los receptores AMPA oligodendrogliales. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados con SP600125 (1
UM, 30 min) antes de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total fue recogida a los 10 y 30 min
después de la retirada del estimulo. A) Western blot representativo de la expresién de p-JNK, p53 total y PUMA, asi
como de JNK total y actina, en las distintas situaciones analizadas. B) Cuantificacién de la densidad dptica donde se
observa la capacidad de SP600125 para disminuir la fosforilacién de JNK y el incremento de p53 y PUMA ocasionados
por el estimulo excitotéxico. Los valores corresponden a la densidad optica de p-JNK, p53 total y PUMA
normalizados frente a la de JNK total o actina y representan la media £ SEM (n=3) *p<0.05, **p<.01, ***p<0.001
comparado con la situacion control (células no tratadas con agonista).
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Ademds, mediante técnicas de inmunofluorescencia pudimos corroborar que los oligodendrocitos
sometidos a AMPA (10 uM, 30 min) experimentaban incrementos tanto en la expresion del factor de
transcripcion p53 (Fig. 45A) como en su fosforilacién en el residuo Serl5, asi como su colocalizacion en la
mitocondria (Fig. 45B), fendmenos que no tuvieron lugar en presencia del inhibidor de JNK, SP600125 (1
UM).

A) Control +AMPA AMPA+SP600125

+SP600125

Figura 45. El inhibidor de JNK, SP600125, reduce el incremento de p53 total y su fosforilacion/traslocacion
provocada por la activacion moderada de los receptores AMPA en oligodendrocitos. Los oligodendrocitos fueron
incubados con SP600125 (1 uM; 30 min) antes de ser tratados con AMPA (10 uM) durante 30 min, en ausencia o
presencia del inhibidor. Las células fueron procesadas para inmunofluorescencia empleando anticuerpos especificos
para p53 (A) y p-p53 Serl5 (B). La exposicién a AMPA ocasiona un incremento, fosforilacon y movilizacién de p53
hacia la mitocondria (marcada con Mitotracker en rojo) que es revertido en presencia del inhibidor de JNK,
SP600125. Barras de escala: (A) 20 um; (B) 10 um.

105



Resultados

3.4. La via de sefializacion JNK/p38/p53 esta regulada por la quinasa ASK-1

Una vez determinada la activacién simultdnea de JNK y p38 durante los procesos excitotdxicos
mediados por AMPA y la relacidn de, al menos, JNK con la activacidon de p53, se planted la posibilidad de
analizar dicha via desde etapas iniciales de su activacidon. Este aparente retroceso en la via de sefalizacidn
se realizd en base a trabajos previos en los que se propone a ASK-1 (MAP3K) como posible quinasa
iniciadora de la via de las MAPKs activadas por estrés y sobre la cual convergen multitud de seiales
apoptéticas. Estas senales son canalizadas a través de ASK-1 y encaminadas a la activacion simultanea, y
en ocasiones también independiente, de JNK y p38 (Tobiume y cols, 2001; Sarker y cols, 2003; Palit y cols,
2015; Watanabe y cols, 2015). Se conocen varios fendmenos de la sefializacidon intracelular bajo
condiciones de estrés capaces de inducir la activacién de ASK-1. Entre los mas destacados se puede citar la
activacion de la enzima CaMKIl, calmodulina protein quinasa activada por la entrada masiva de Ca** al
interior celular (Liu y cols, 2013), el estrés reticular (Cai y cols, 2013) o el incremento en la produccion de
ROS (Soga y cols, 2012). La existencia de estos fendmenos estd plenamente documentada dentro del
marco apoptético desencadenado por eventos excitotdxicos en oligodendrocitos y todos ellos pueden
converger en algin momento en la activacion de ASK-1.

Teniendo esto en cuenta, analizamos varios de estos reguladores de ASK-1 intentando obtener
evidencias de la existencia de un entorno favorable para su activacién. Como se muestra en la figura 46A,
la inhibicién de la CaMKIl mediante su inhibidor farmacolégico AIP (20 uM), reduce de forma significativa
la muerte oligodendroglial ocasionada por la activacion de los receptores AMPA (10,19 + 2,65% frente a
24,19 + 2,74%) sugiriendo su papel como canalizador de la sefial mediada por Ca** hacia la activacién de
ASK-1.

Por otro lado, analizamos la expresién de PRX-1, molécula integrante de las barreras celulares
enddgenas frente al estrés oxidativo (Tao y cols, 2014; Mei y cols, 2015). En concreto, existen trabajos que
describen a PRX-1 como inhibidora de los mecanismos apoptéticos mediados por ASK-1 cuando éstos han
sido desencadenados por un grado de estrés oxidativo que supera las capacidades de tamponamiento
celular (Kiny cols, 2008; Zhang y cols, 2015).

Como se aprecia en la figura 46B, el estimulo con AMPA (10 uM, 30 min) provoca una rapida y
sostenida caida en los niveles de expresion de PRX-1 respecto a células control en todos los tiempos
analizados (57,38 + 6,13%; 62,13 + 7,63%; 60,45 + 4,97% y 83,39 + 5,83% a los 10, 30, 60 y 120 min tras la
retirada de AMPA, respectivamente), lo que podria facilitar la activacién sostenida de ASK-1 en esta

situacion.
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Figura 46. La estimulacion moderada de los receptores AMPA genera un entorno favorable a la activacién de
ASK-1. A) La inhibicién de CaMKII con AIP (20 uM) incrementa la viabilidad oligodendroglial tras la estimulacion
moderada de los receptores AMPA (10 uM, 30 min). La viabilidad fue cuantificada 24 h mds tarde con calcein-AM.
Los valores representan la media + S.E.M (n=3).* p< 0,05 comparado con las células tratadas Unicamente con
agonista. B y C) La activacidn de los receptores AMPA provoca una disminucién temprana y sostenida en los niveles
de PRX-1 en oligodendrocitos. Las células fueron tratadas con AMPA (10 uM) durante 30 min y la proteina total fue
recogida a diferentes tiempos tras la retirada del estimulo excitotdxico. Mediante western blot se analizaron los
niveles de expresidn de PRX-1 y actina en las distintas situaciones (B) y se cuantificd la densidad dptica de la sefial
(C). Los valores corresponden a la densidad dptica de PRX-1 normalizada frente a la de actina y representan la media
+ S.E.M. (n=3) *p<0.05, **p<0.01 comparado con la situacién control (células no tratadas con agonista).

Debido a que estos fendmenos constituyen un contexto adecuado para la activacion de ASK-1,
abordamos la posible participaciéon de esta quinasa en la excitotoxicidad inducida por AMPA. Para ello,
utilizamos un contrastado inhibidor farmacoldgico especifico para ASK-1, denominado NQDI (Nomura y
cols, 2013; Song y cols, 2015) y gastrodina, compuesto citoprotector capaz de rescatar a las neuronas de la
apoptosis mediada por glutamato a través de su capacidad para limitar la activacidn del eje CaMKII/ASK-
1/p38/p-p53(Serl5) (Jiang y cols, 2014), asi como promover la supervivencia celular ante variadas

condiciones citotéxicas (Xu y cols, 2007; Kumar, 2013).
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La muerte oligodendroglial generada por AMPA (10 uM) durante 30 min disminuyé de manera
significativa tanto en presencia de NQDI (17,97 + 1,82% frente a 4,66 + 1,27%) como de gastrodina (15,67
+ 1,44% frente a 4,58 + 0.53%), resultado que constituyd un claro indicio acerca de la participacion de

ASK-1 en el eje de sefalizacion apoptdtica inducido por AMPA en oligodendrocitos (Fig. 47).
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Figura 47. La inhibicion de ASK-1 reduce la muerte oligodendroglial ocasionada por AMPA. Los oligodendrocitos
fueron pre-incubados durante 1 hora con NQDI (5 uM) (A) o gastrodina (10 uM) antes de su exposicién a AMPA (10
KM, 30 min) en presencia o ausencia de dichas moléculas. La determinacién de la viabilidad celular se llevd a cabo 24
horas después mediante la sonda calcein-AM. Los datos representan la media + S.E.M (n=4) **p< 0.01, comparado
con las células tratadas Unicamente con agonista.

A continuacién, e intentando determinar los mecanismos moleculares que pudieran conformar la
capacidad protectora de NQDI y gastrodina, analizamos mediante western blot el comportamiento de
moléculas que podrian verse modificadas por la actuacion de ASK-1 y cuya activacion ya habiamos puesto
de manifiesto anteriormente. Asi, estudiamos JNK, su diana molecular c-Jun y p38 a los 10 y 30 min tras la
retirada de AMPA, en ausencia y presencia de estas moléculas. El incremento en el grado de fosforilacion
de JNK (453,8 + 30,23% y 392,3 + 23,33%) y c-jun (449,7 + 36,90% y 378 + 36,90%) inducidos por AMPA
(10 uM, 30 min), disminuyeron significativamente en presencia de 5 uM de NQDI (135,2 + 16,16%; 129,6 +
18,02% vy 168,5 + 21,96%; 118,6 + 10,48%, respectivamente). Ademas, aunque de forma menos robusta, el
incremento en la fosforilacién de p38 tras la estimulacidn de los receptores AMPA oligodendrogliales
(329,3+17,61% y 248,0 * 28,3) se vio afectado de manera significativa por la presencia de NQDI (234,4 +
25,98 y 150,9 + 15,2%) (Fig. 48).

108



Resultados

A) AMPA AMPA
C 100 300 ¢ 10 30
42/46 KDa
PINK > &Sas ====|Y
——— ——e
JNK tot D e aEn = 42/46 KDa
T — — —— —
PO | e 1 | 1700
G ] T T——
AClING —> | sn— a— o s g o 42 KDa
B) NQDI
C NQDI CINQDI
'-§soo- 5 500, r # )
% ‘:5:500- a dokk % E 400- i
Z T 2 300 —
g £ 300- g ES 5
2 g 200- = £ T
£ Z 1004 e W = < 1004 ==
o~ o Cc
ox | | I o 3 il | |
-3 C 10° 30° C 10° 30° a C 10° 30° C 10° 30°
AMPA AMPA AMPA AMPA
. 5 0. . = NQDI
B £ 400 I , )y #
£'5 300+ % i
5 é 00 ==
15 2 =
= < 1004
S § ol | |
o C 10° 30° C 10° 30°
AMPA AMPA

Figura 48. La inhibicion de ASK-1 limita la fosforilacién/activacion de JNK, c-jun y p38. Los oligodendrocitos
fueron pre-incubados durante 1 hora con NQDI (5 uM) antes de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina
total fue recogida a los 10 y 30 min después del estimulo. A) Mediante western blot se analizaron los niveles de
expresion de p-JNK, p-c-jun y p-p38, asi como de JNK total y actina en las distintas situaciones. B) Cuantificacion de la
densidad optica que puso de manifiesto la capacidad de NQDI para limitar el incremento en la tasa de
fosforilacién/activacidn de las moléculas analizadas. Los valores corresponden a la densidad dptica de p-JNK, p-c-jun
y p-p38 normalizados frente a la de JNK total o actina, y representan la media £+ SEM (n=3) *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 comparado con la situacién control. # p<0.05 comparado con las células tratadas Unicamente con

agonista.
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Hemos descrito cdmo las MAPKs modulables por estrés se activan tras la sobreestimulacién de los
receptores AMPA en oligodendrocitos. Ademds, hemos determinado que se trata de un mecanismo
apoptético dependiente de ASK-1 donde ésta molécula podria actuar de conexién entre los eventos mas
tempranos que tienen lugar tras el estimulo excitotdxico y la consecuente activacién de moléculas
proapoptéticas como JNK, p38 o c-jun. Esta percepcidn se corrobord analizando el comportamiento de
estas moléculas en presencia de gastrodina, incluyendo el andlisis de p-p53 (Serl5), elemento final del eje
de sefalizacion propuesto en este trabajo.

Como se muestra en la figura 49, la presencia de 10 uM de AMPA durante 30 min ocasiond un
incremento significativo en los niveles de p-JNK (443,2 £ 38,71% y 313,0 £ 41,02%,), p-p38 (260,7 + 22,52%
y 273,3 £ 26,03%) y p-p53(Ser 15)(350,7 + 27,29% y 256 + 30,11%) comparados con el 100% de expresidn
atribuida a la situacion control. Sin embargo, la presencia de gastrodina (10 uM) limité el grado de
activacion de JNK (153,0 £ 18,77% y 132,8 + 9,86%), de p38 (166,7 + 14,53% y 169,3 = 17,79%) y de p-
p53(Ser15) (118,2 + 10,84% y 115,6 + 16,72%) comparados con el 100% control. Estos resultados sugieren
la activacion secuencial del eje ASK-1/INK/p38/p-p53(Ser 15) desencadenada por la sobreestimulacion de
los receptores AMPA en oligodendrocitos, que conducird a la muerte celular por apoptosis. En este
sentido, la modulaciéon de la fosforilacién de p53 a nivel del residuo Ser15 a través de JNK y/o p38, como
paso esencial en la muerte apoptdtica, se corresponde con lo descrito previamente en la literatura por

otros autores (Gong vy cols, 2010; Fausti y cols, 2013).
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Figura 49. Gastrodina limita la fosforilacion/activacién de JNK y p38 asi como la fosforilacion de p53 en el
residuo Serl5. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 1 hora con gastrodina (10 uM) antes de su
exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total fue recogida a los 10 y 30 min después del estimulo. A)
Mediante western blot se analizaron los niveles de expresion de p-JNK, p-p38, p-p53(Serl5) y actina en las distintas
situaciones. B) Cuantificacion de la densidad dptica que puso de manifiesto cdmo gastrodina redujo el incremento en
la tasa de fosforilacion/activacion de las moléculas analizadas. Los valores corresponden a la densidad dptica de p-
INK, p-p38 y p-p53(Serl5) normalizados frente a la de actina, y representan la media + SEM (n=3) *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 comparado con la situacién control. # p<0.05, ##p<0.01 comparado con las células tratadas Unicamente
con agonista.

Por ultimo, los experimentos realizados sobre nervios opticos aislados de ratones PLP-DsRed
confirmaron este efecto protector ejercido por la inhibicién, total o parcial, de la via de las MAPKs
activadas por estrés (ASK-1/JNK/p38). Los nervios Opticos aislados fueron sometidos a los estimulos
excitotoxicos descritos anteriormente, en ausencia o presencia del inhibidor de ASK-1 (NQDI; 25 uM) o del
inhibidor de JNK (SP600125; 20 upM). La liberacion de LDH se determind durante los 90 min

inmediatamente posteriores a la retirada del estimulo, con lecturas a intervalos de 30 min (Fig. 50), como
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método complementario al posterior analisis histologico de los nervios épticos. En la figura 50 se muestra
el incremento observado en los niveles de LDH ya a los 30 min post-estimulo asi como su aumento a los 60
y 90 min (250-300% respecto al 100% de los nervios épticos control), liberacién que se vio reducida de

manera significativa en presencia tanto de NQDI como de SP600125.
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Figura 50. Liberacion de LDH tras la activacion de los receptores AMPA en nervios opticos aislados de ratones
PLP-Ds Red en ausencia o presencia de inhibidores de quinasas. Los nervios épticos, una vez aislados, fueron pre-
incubados en medio aCSF en ausencia o presencia de NQDI (25 uM) o SP600125 (20 uM) durante 1 hora y
posteriormente estimulados con AMPA (100 uM; 2 horas) previa adicion de CTZ (100 uM; 15 min). El incremento en
la liberacién de LDH ocasionado por la estimulacion de los receptores AMPA y observado a los distintos tiempos
analizados (30, 60 y 90 min) disminuyd de forma significativa tanto en presencia de NQDI como de SP600125. Los
datos se muestran como medias + SEM (n=3). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con los nervios 6pticos
tratados Unicamente con agonista.

Corroborando la menor liberaciéon de LDH en presencia de ambos inhibidores, en la figura 51 se
muestran imagenes representativas de los nervios dpticos utilizados, tanto en situacion control como tras
la activacion de los receptores AMPA, en ausencia y en presencia de NQDI (25 uM) o de SP600125 (20
MM). La intensidad de la fluorescencia, asociada a los oligodendrocitos, se cuantificé en todos los planos
de los z-stacks obtenidos mediante microscopia confocal, y a lo largo de toda la longitud de los nervios
Opticos estudiados (Fig. 52). Asi, pudimos observar como la activacion de los receptores AMPA provocaba
una pérdida significativa de la sefial procedente de los oligodendrocitos que era atenuada en presencia

tanto de NQDI como de SP600125.
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Figura 51. Imagenes representativas de los nervios opticos aislados de ratones PLP-DsRed sometidos a
diferentes tratamientos. Los nervios dpticos, una vez aislados, fueron pre-incubados en medio aCSF en ausencia o
presencia de SP600125 (20 uM) o NQDI (25 uM) durante 1 hora y posteriormente estimulados con AMPA (100 uM; 2
horas) previa adicién de CTZ (100 uM; 15 min). La pérdida de la sefial fluorescente (oligodendrocitos) provocada por
AMPA (A) no tuvo lugar en presencia de los inhibidores de JNK y de ASK-1 (B).
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Figura 52. La inhibicion de JNK o de ASK-1 atenua el dafio oligodendroglial mediado por la activacion de los
receptores AMPA en nervios Opticos aislados de ratones PLP-Ds Red. Cuantificacion de la sefial de fluorescencia
total presente en los nervios dpticos aislados sometidos a los diferentes tratamientos La pérdida significativa de
oligodendrocitos (intensidad de fluorescencia) provocada por la activacion de los receptores AMPA fue revertida en
presencia de SP600125 y de NQDI. Los datos se muestran como medias + SEM, (n=3). ***p<0.001 comparado con las
células control. ## p<0.01 comparado con los nervios dpticos tratados con agonista en ausencia de inhibidores.

Las evidencias obtenidas con los diferentes andlisis realizados indican que tanto el factor de
transcripcién p53 como las MAPKs activadas por estrés parecen intervenir e incluso interrelacionarse
durante la muerte oligodendroglial inducida por la estimulacién de los receptores AMPA. Sin embargo,
existen otros niveles de complejidad en la sefializacién apoptdtica mediada por las MAPKs, en estrecha
conexién con los datos expuestos hasta el momento, que se van a intentar descifrar en los siguientes

apartados.
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4. Estudio de la relevancia de CK2 en oligodendrocitos sometidos a estimulos excitotéxicos

4.1. La estimulacion de los receptores AMPA ocasiona la activacion de CK2 en

oligodendrocitos y su participacion en la muerte celular

La enzima Casein Quinasa-2 (CK2) es una serina-treonina quinasa altamente conservada, de expresion
ubicua, que fosforila una amplisima variedad de sustratos implicados en multitud de procesos celulares.
Esta quinasa interviene en el mantenimiento de la viabilidad celular, hasta el punto de ser parte de la
magquinaria intracelular desregulada durante la aparicion de procesos tumorales (Di Maira y cols, 2005;
Chakraborty y cols, 2011; Ortega y cols, 2014). A raiz de lo anterior, CK2 ha sido el objetivo de multiples
investigaciones en las que ha sido identificada como responsable de la viabilidad celular anormalmente
elevada caracteristica de las células cancerigenas (Dixit y cols, 2012; Qaiser y cols, 2014). En algunos casos,
este efecto proliferativo ha venido determinado por su interaccién molecular con proteinas de la familia

Bcl-2, en concreto con Bid (Olsen y cols, 2006; Hellwig y cols, 2010).

Con el objetivo de determinar el grado de participaciéon de CK2 en nuestro modelo de excitotoxicidad,
desarrollamos ensayos de viabilidad en los que manipulamos la actividad de CK2 a través de distintos
inhibidores farmacoldgicos (TBB, DRB y resofurin) y un activador (spermina). Contrariamente a lo
esperado segln la bibliografia, la inhibicion de CK2 en oligodendrocitos, con los tres inhibidores utilizados,
resultd en una proteccion significativa frente al dafio excitotdxico mediado por AMPA (Fig. 53A), pasando
de unos valores de muerte de 18.02 + 3,90% a 7,95 % 4,06% en presencia de TBB (5 uM), 6,28 + 3,39% en
presencia de DRB (5 uM) y 5,68 * 3,67% en presencia de resofurina (5 uM), mientras que su activacién
especifica con spermina (10 pM) potenciaba la muerte oligodendroglial hasta valores de 31,37 + 2,63%
(Fig. 53B). Ademas, el inhibidor TBB también redujo de forma significativa la generacidon de ROS (138,75 +
4,38% reducido a 103,72 + 8,11% en presencia del TBB, con respecto al 100% atribuido a la situacion
control) y la caida en el potencial de la membrana mitocondrial ocasionados por AMPA, como se observa

en las figuras 53Cy D.
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Figura 53. La modulacion de CK2 modifica las respuestas oligodendroglial tras el estimulo moderado de los
receptores AMPA. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 3 h con TBB, DRB, resofurina (5 UM en todos
los casos) o spermina (10 uM) antes de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min). A) y B) La determinacién de la
viabilidad celular se llevé a cabo mediante la sonda calcein-AM, 24 h después del estimulo. La inhibicion de CK2
disminuye de forma significativa el dafio oligodendroglial provocado por AMPA mientras que su activacion por
spermina lo incrementa. C) La generacion de ROS se cuantifico a través de la sonda DCFDA. Los valores de las células
control, no tratadas, se consideraron un 100% de generacién de ROS. El efecto provocado por AMPA no tiene lugar
en presencia del inhibidor de CK2. D) Tras el estimulo con AMPA las células se incubaron con la sonda JC-1 durante
15 min y el potencial de la membrana mitocondrial se midié cada 30 min. El tiempo O representa el primer tiempo de
lectura tras la incubacién con la sonda. El potencial de la membrana mitocondrial de las células no tratadas se
considerd control (100%) en cada tiempo analizado. En todos los casos se representa la media + S.E.M (n=3). *p<
0,05, **p<0,01, ***p< 0,001 comparado con las células tratadas Unicamente con agonista.
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Estos datos apoyan la idea de que la sobrestimulacidon de los receptores AMPA oligodendrogliales
ocasiona la activacién de CK2 y ésta, probablemente, contribuye al avance de la sefal apoptdtica, en
contraste a lo descrito en la mayoria de los trabajos publicados. Sin embargo, y apoyando nuestros
resultados, pudimos encontrar la descripcion de otra funciéon de CK2, a favor de su participacidon en
procesos de muerte celular que, si bien minoritaria, encajaba dentro de contextos apoptéticos en los que
la activacién de JNK jugaba un papel fundamental (Minn y cols, 2003; Hilgard y cols, 2004). De todas
formas, y debido a lo inesperado de estos datos, decidimos analizar de manera concluyente si el estimulo
de los receptores AMPA en oligodendrocitos provocaba o no la activacion de CK2 y, para ello,
desarrollamos un ensayo quinasa in vitro utilizando lisados celulares totales de oligodendrocitos
sometidos a diferentes tratamientos.

Como se aprecia en la figura 54A, el estimulo con AMPA (10 uM, 30 min) provocd la activacion de CK2,
cuya actividad se puso de manifiesto por la deteccién de fosforilaciones en Serina mediante un anticuerpo
especifico (anti-pSer). Dicha activacién no tuvo lugar en presencia del inhibidor TBB (5 uM) y fue
magnificada por su activador spermina (10 uM). Ademas, mediante g-PCR, pudimos determinar que este
incremento en la activacién de CK2 inducida por AMPA no estaba ligado a un aumento en los niveles de
expresion de la quinasa, tanto de su subunidad -a (catalitica), como de la subunidad - (reguladora)

(Fig.54B).
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Figura 54. La estimulacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos ocasiona la activacion de CK2 no
vinculada a variaciones en sus niveles de expresion. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 1 h con
spermina (10 uM) o durante 3 h con TBB (5 uM) antes de su exposicién a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total
fue recogida a los 20 min después del estimulo. A) Ensayo quinasa in vitro (IVK) dirigido a determinar la activacion de
CK2 inducida por AMPA, aplicando el protocolo descrito para esta técnica en Materiales y Métodos. La actividad
quinasa se determind mediante el anticuerpo anti-p-Ser y el control de carga de la proteina se detectd a través del
anticuerpo anti-GST. Mediante el western blot anti-CK2 sobre los lisados celulares totales se puso de manifiesto la
presencia de la quinasa en las diferentes situaciones experimentales. B) Analisis de los niveles de expresion de CK2a
y CK2[ analizados mediante gPCR en oligodendrocitos control y sometidos a AMPA 10 uM durante 30 min. El
procesamiento para la obtencion del RNA se inicié tras la retirada del estimulo (TO) y 30 min después (T30),
siguiendo el protocolo descrito en el apartado Materiales y Métodos. Los valores obtenidos fueron normalizados con
un factor dependiente de tres genes constitutivos y el software GeNorm. Los datos expresados corresponden a las
medias + SEM (n=3).

Finalmente, y para comprobar la participacion de CK2 en otro modelo experimental de muerte
oligodendroglial, analizamos el efecto de su inhibicidn tras estimulos de excitotoxicidad sobre nervios
Opticos aislados de ratones transgénicos PLP-DsRed. Para ello, se siguid el mismo procedimiento descrito
en ocasiones anteriores utilizando, en este caso, TBB como inhibidor de CK2 a analizar. Como se muestra
en la figura 55, la inhibicion de CK2 redujo de forma significativa tanto la liberacién de LDH como la

pérdida de oligodendrocitos provocada por la exposicion a AMPA.
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Figura 55. La inhibicion de CK2 atenua el dafio excitotdxico causado por la estimulacion de los receptores
AMPA en nervios opticos aislados de ratones PLP-Ds. Los nervios dpticos, una vez aislados, fueron pre-incubados en
medio aCSF en ausencia o presencia de TBB (25 uM) durante 1 hora y posteriormente estimulados con AMPA (100
UM; 2 horas) previa adiciéon de CTZ (100 uM; 15 min). A) Imagenes representativas de los nervios dpticos de ratones
transgénicos PLP-Ds Red sometidos a las condiciones descritas anteriormente. La pérdida de la sefial fluorescente
(oligodendrocitos) provocada por AMPA no tuvo lugar en presencia del inhibidor de CK2. Barra de escala, 200 um. B)
Cuantificacidon de la sefial de fluorescencia total presente en los nervios dpticos aislados sometidos a los diferentes
tratamientos. El efecto mediado por la activacion de los receptores AMPA fue revertida en presencia de TBB. Los
datos se muestran como medias * SEM, (n=3). ***p<0.001 comparado con la situacidon control. ###p<0.001
comparado con los nervios dpticos tratados con agonista en ausencia de inhibidor. C) Andlisis de la liberacion de LDH
tras la activacion de los receptores AMPA en nervios Opticos aislados. El incremento en la liberacion de LDH
ocasionado por la estimulacién de los receptores AMPA y observado a los distintos tiempos analizados (30, 60 y 90
min) disminuyé de forma significativa en presencia de TBB. Los datos se muestran como medias * SEM (n=3).
*p<0.05, **p<0.01 comparado con los nervios épticos tratados Unicamente con agonista.
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Los datos mostrados hasta el momento se pueden interpretar como indicios que apuntan en una
misma direccién: la inhibicién de CK2, a priori quinasa “pro-supervivencia” se revela, en oligodendrocitos y
en nuestro modelo de excitotoxicidad, como un mecanismo de proteccion eficaz frente al daiio mediado
por la activacién moderada de los receptores AMPA. Este hecho sélo podria ser explicado si la cascada de
sefializaciéon desencadenada por AMPA tuviese una serie de caracteristicas concretas que justificaran este
efecto, en principio controvertido. Como ya hemos dicho, existe constancia de la implicacion de CK2 en
procesos apoptoticos en los que la activacién de JNK es clave. Por ello, analizamos el posible vinculo entre

CK2 y la activacion de JNK en nuestro modelo.
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4.2. Relacidon entre la quinasa CK2 y el eje JNK/p38/p53 tras estimulos excitotdxicos

Bajo el supuesto de la inhibicion de CK2 mediante TBB (5 M) analizamos el grado de
fosforilacidon/activacién de JNK, asi como de p38, en oligodendrocitos incubados con AMPA durante 30
min (Fig. 56). Asi, mediante western blot pudimos observar cdmo el incremento significativo y temprano
(10 y 30 min post-estimulo) en los niveles de p-JNK (403,2 + 29,68% y 299,3 * 38,66%, respectivamente)
inducido por la estimulacién de los receptores AMPA disminuia drasticamente en presencia de TBB
(122,54 + 16,49% y 116,73 + 8,50%, comparado con el 100% control). Del mismo modo, el incremento
observado en p-p38 (319,8 + 16,14% y 388,3 + 19,43%) se reducia significativamente en presencia del
inhibidor TBB (176,1 + 25,31% y 170,9 + 22,05%, respectivamente), si bien de forma no tan acusada como

en el caso de p-JNK.
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Figura 56. La inhibicién de CK2 limita el grado de fosforilacién/activacion de JNK y p38 ocasionados por la
estimulacion de los receptores AMPA oligodendrogliales. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados con TBB (5
MM) durante 3 h previas al estimulo con AMPA (10uM; 30 min) y la proteina total fue recogida a los 10 y 30 min tras
la retirada del estimulo excitotéxico. A) Western Blot donde se analizd la expresidon de p-JNK, p-p38, JNK total y
actina en las distintas situaciones. B) Cuantificacién de la densidad dptica que puso de manifiesto el incremento en
los niveles de p-JNK y p-p38 inducidos por la activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos. Estos
incrementos no tuvieron lugar en presencia del inhibidor de CK2, TBB. Los valores corresponden a la densidad dptica
de p-JNK, p-p38 normalizados frente a JNK total o actina y representan las medias + S.E.M. (n=3); * p<0.05,
**p<0.01, *** p<0.001; comparado con la situacidn control. ## p<0.01 comparado con las células tratadas
Unicamente con agonista.

121



Resultados

Ademas, y analizando p53 como otro de los componentes de la via JNK/p38/p53, constatamos la
existencia de un posible nexo entre CK2 y la funcidn transcripcional de p53 activada por AMPA, en base a
las imagenes que pudimos obtener mediante inmunofluorescencia. Como se muestra en la figura 57, el
paso al nucleo de p53, que tiene lugar de manera temprana tras la exposicién a AMPA, es revertido en

presencia del inhibidor de CK2 (TBB; 5uM).
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Figura 57. La localizacion de p53 en el entorno nuclear inducida por la estimulacion de los receptores AMPA en
oligodendrocitos, se reduce mediante la inhibicion de CK2. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados con TBB (5
UM, 3 horas) antes de su exposicion al AMPA (10 uM, 30 minutos), en ausencia o presencia del citado inhibidor. Las
células fueron fijadas a los 10 y a los 30 minutos tras la retirada del estimulo excitotéxico y a continuacidn
procesadas para realizar la inmunofluorescencia, empleando el anticuerpo especifico para p53 total (verde) y el
Hoesch para tefiir los nucleos. El tratamiento con AMPA, provocd incremento y movilizacion nuclear de p53, siendo
revertido este fendmeno en presencia del TBB. Barra de escala 10 uM.

122



Resultados

Esta relacion bien podria estar mediada por accién directa de CK2 sobre p53 a través de su
fosforilacion en el residuo Ser392 (Sayed y cols, 2001; Keller y Lu, 2002) o bien indirectamente a través de
la influencia que, como hemos dejado patente, posee CK2 sobre JNK, a tenor de la importancia que éste
Ultimo tiene en la regulacién de la funcién transcripcional de p53.

Para determinar cudl podria ser la relacién existente entre estas dos moléculas en nuestro modelo
celular, desarrollamos ensayos en los que inmunoprecipitamos la proteina CK2 y, a continuacion,
mediante western blot pusimos de manifiesto la presencia de p53, tanto en oligodendrocitos control

como tratados con AMPA 10 uM durante 30 min (Fig. 58).

Tiempo post-estimulo

IP: CK2a

INPUT

— — — s | WB: Actina

AMPA 10 uM

Figura 58. Interaccion CK2-p53 tras la activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos, detectada
mediante inmunoprecipitacion. Los oligodendrocitos fueron estimulados con AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina
total fue recogida a varios tiempos tras la retirada del estimulo (10, 30 y 60 min). A continuacién, se aplico el
protocolo descrito para la técnica de Inmunoprecipitacion (ver Materiales y Métodos) empleando el anticuerpo anti-
CK2a unido a bolas de agarosa. Mediante western blot, se puso de manifiesto la sefial de p53 inmunoprecipitado con
CK2 (WB: p53 total), asi como los niveles de CK2a (WB: CK2a) y actina en los extractos celulares totales
correspondientes a cada situacién experimental.

Los ensayos de inmunoprecipitacion indicaron la posible existencia de una interaccion molecular
directa entre CK2 y p53, puesta de manifiesto de manera temprana durante las etapas iniciales de la
sefializaciéon inducida por AMPA. Estos datos sugieren, junto a los resultados obtenidos mediante
inmunofluorescencia, la participaciéon de CK2 en los procesos moleculares que conllevan a la translocacion

nuclear de p53 en los oligodendrocitos sometidos a la activacién de los receptores AMPA.

4.3. Participacion de CK2 en la modulacidon del estrés de RE inducido por AMPA

El reticulo endoplasmatico (RE) se erige como uno de los orgdnulos celulares mas importantes a la hora
de amortiguar y procesar el impacto citotdxico de un evento o agente estresante. El estrés del RE es un
fendmeno caracteristico de la excitotoxicidad glutamatérgica, tanto a nivel neuronal (Sokka y cols, 2007;

Ruiz y cols, 2009) como oligodendroglial (Ruiz y cols, 2010), resultando en la activacion del sistema UPR. A
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su vez, se ha descrito la relacion de CK2 con la modulacion de UPR, entre otros modelos, en células
oligodendrogliales sometidas a estrés reticular (Hosoi y cols, 2012).

En base a lo expuesto, intentamos determinar la posible participacién de CK2 en la sefializacion
intracelular mediada por el estrés del RE y, como paso inicial, determinamos mediante doble
inmunofluorescencia la distribucion subcelular de CK2 en oligodendrocitos, en concreto su posible
localizacién en el reticulo endoplasmatico. Tefiimos el RE con un anticuerpo anti-KDEL (marcador reticular)
y pusimos de manifiesto la presencia de CK2 con un anticuerpo anti-CK2a. Como se puede apreciar en las
imagenes de la figura 59, la tincion de CK2a coincide con el marcador reticular, lo que sugiere la existencia

de CK2 en el reticulo endoplasmatico de los oligodendrocitos en cultivo.

Figura 59. Presencia de CK2 en el reticulo endoplasmatico de los oligodendrocitos. Los oligodendrocitos tras 2
DIV, fueron procesados mediante doble inmunofluorescencia, para la deteccion de CK2 (verde) y KEDL (rojo;
marcador de RE). El panel derecho muestra una imagen resultado de la convergencia de las sefiales obtenidas para
CK2 y KDEL. Barra de escala: 10 pM.

En trabajos previos se ha puesto de manifiesto la interaccién de CK2 con el sistema UPR a través de las
consecuencias que su inhibicién posee sobre las moléculas integrantes del mismo, como elF2a e IREla
(Hosoi y cols, 2012; Manni y cols, 2012; Gétz y cols, 2013; Intemann y cols, 2014)

Teniendo esto en cuenta, analizamos el comportamiento de estas moléculas integradas en vias que
conforman el sistema UPR y que funcionan como sensores del estrés reticular, en oligodendrocitos
sometidos a condiciones de excitotoxicidad en ausencia o presencia del inhibidor de CK2.

En primer lugar, pudimos detectar un incremento agudo (tiempo O tras la retirada del estimulo
excitotoxico, TO) en los niveles de fosforilacion de elF2 tras el estimulo moderado de los receptores AMPA
(237.15 * 23,24), potenciado de manera significativa por la inhibicién de CK2 mediante TBB (5 uM) (425,6
+ 33,99%). Esta potenciacidon fue temporal y disminuyé a las 24 h post-estimulo, a diferencia del
incremento sostenido proporcionado por thapsigargina, inductor de estrés de RE empleado como control
positivo (394,3 + 39,97%) (Fig. 60). Sin embargo, no pudimos observar cambios en los niveles de expresion

de las chaperonas GRP78 y GRP94 tras la estimulacion de los receptores AMPA oligodendrogliales, ni en
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ausencia ni en presencia del inhibidor de CK2, chaperonas que si incrementaron significativamente

durante el tratamiento con thapsigargina (Fig. 60).
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Figura 60. La inhibicion de CK2 potencia de forma significativa la fosforilacion de elF2a causada por AMPA en
oligodendrocitos pero no modifica los niveles de GRP78 y GRP94. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados
durante 3 h con TBB (5uM) o 24 h con thapsigargina (1uM) antes de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la
proteina total fue recogida inmediatamente tras la retirada del estimulo (TO) o 24 h después. A) Mediante western
blot se analizaron los niveles de expresiéon de GRP94, GRP78, p-elF2a, elF2a total y actina en las distintas situaciones.
B) Cuantificacién de la densidad dptica que pone de manifiesto el incremento temprano en los niveles de p-elF2 (T0)
tras la estimulacion de los receptores AMPA, potenciado en presencia del inhibidor TBB. Los valores corresponden a
la densidad éptica de p-elF2a, GRP78 y GRP94 normalizados frente a elF2a total o actina y representan las medias +
S.E.M. (n=3). **p<0.01 comparado con la situacién control. # p<0.05 comparado con las células tratadas Unicamente
con agonista.

Este incremento en el nivel de fosforilacién/activacion de elF2a por parte de TBB ofrece, como ya se ha

mencionado, una interpretacién ambigua, ya que podria constituir una potenciacién de la respuesta de
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defensa celular frente al evento citotdxico o, por el contrario, podria acabar fomentando el progreso de la
cascada apoptética.

Para discernir entre estos supuestos, nos basamos en trabajos previos en los que se describe la accidon
protectora de una molécula, salubrinal, inhibidor de la defosforilacién de elF2a, que atenda la muerte
celular inducida por estrés reticular a través de un incremento en los niveles de p-elF2a (Boyce y cols,
2005; Sokka y cols, 2007; Liu y cols, 2012). El efecto protector de salubrinal sobre la muerte
oligodendroglial inducida por AMPA habia sido descrito por nuestro grupo, aunque sin determinar su
posible relacién con p-elF2a (Ruiz y cols, 2010) (Fig. 61A).

Por todo ello, analizamos mediante western blot si los cambios ejercidos por salubrinal sobre p-elF2,
en condiciones de excitotoxicidad glutamatérgica, se asemejan a los observados durante la inhibicién de
CK2. A este respecto, el incremento en los niveles de p-elF2a observados a los 10 y 30 min tras la
estimulaciéon de los receptores AMPA oligodendrogliales (290,6 + 32,15% y 255,2 + 25,72%,
respectivamente) se vio potenciado en presencia de salubrinal (10 uM) (613,4 + 56,88% y 471,7 + 48,01%,
respectivamente) (Fig.61 By C).
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Figura 61. Salubrinal confiere proteccion a los oligodendrocitos tras excitotoxicidad y potencia la
fosforilacién/activacién de elF2a. A) Ensayos de toxicidad con oligodendrocitos estimulados con AMPA en presencia
o ausencia de salubrinal (10 uM y 50 uM) (datos cedidos por Ruiz y cols, 2010). B y C) Los oligodendrocitos fueron
pre-incubados durante 30 min con salubrinal (10 uM), antes de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina
total fue recogida a los 10 y 30 min tras la retirada del estimulo. Mediante western blot se analizaron la expresion de
p-elF2a y elF2a total en las distintas situaciones (B) y se cuantifico la densidad dptica resultante (C). El incremento
significativo en los niveles de p-elF2a mediado por la activacién de los receptores AMPA en oligodendrocitos se ve
potenciado por la presencia de salubrinal. Los valores corresponden a la densidad éptica de p-elF2a normalizados
frente a elF2a total y representan las medias + S.E.M. (n=3). **p<0.01, ***p<0.001 comparado con la situacion
control; #p<0.05, ##p<0.01 comparado con las células tratadas solo con agonista.
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Estos resultados sugieren que la potenciacién aguda y temporal del estado fosforilado de elF2a en
oligodendrocitos sometidos a excitotoxidad podria estar relacionada con una respuesta de defensa celular
frente al estrés, mas que representar un marcador de dafo celular. Esta potenciacion de p-elF2a podria
ser uno de los mecanismos por los que TBB ejerce su capacidad protectora, del mismo modo que podria
hacerlo salubrinal en estas mismas condiciones.

Por otro lado, analizamos el estado de otra molécula sensor de estrés reticular, IREla, en
oligodendrocitos expuestos a AMPA en ausencia o presencia del inhibidor de CK2. Como se aprecia en la
figura 62, el estimulo con AMPA también ocasiond un incremento en los niveles de fosforilacién de IREla
(147,0 £ 11,79% y 151,3 + 13,26%, a los 10 y 30 min respectivamente), fendmeno que no tuvo lugar en
presencia de TBB (5 uM) (84,3 + 5,20% y 58,4 + 17,24%, respectivamente).

Estos resultados estdn en concordancia con los descritos por otros autores en los que se indica cémo
CK2 puede influir sobre la ruta IRE1a/XBP-1, vinculada a procesos apoptodticos, de tal manera que su
inhibicidn evita el incremento nocivo de esta via, detectado en situaciones de estrés reticular (Hosoi y

cols, 2012; Manni y cols, 2012).
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Figura 62. La inhibicion farmacolégica de CK2 revierte el incremento en los niveles de fosforilacion de la
molécula proapotética IRE1la inducido por AMPA. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 3 horas con
TBB (5 uM) antes de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total fue recogida a los 10 y 30 minutos tras
la retirada del estimulo. A) Mediante Western Blot se analizaron los niveles de expresién de P-IREla y actina en las
distintas situaciones. B) Cuantificacion de la densidad déptica que pone de manifiesto el incremento significativo en
los niveles de P-IRE1a. Este efecto, es revertido en presencia del TBB. Los valores corresponden a la densidad dptica
de P-IREla normalizada frente a actina y representan las medias = S.E.M. (n=3) *p<0.05, comparado con la situacién
control.
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Las evidencias mostradas en este apartado indican que CK2 se revela como pieza importante en las vias
sefializadoras de muerte activadas por el estrés de RE. La inhibicién de CK2 modifica la naturaleza de la
UPR, incrementando los efectos positivos de ésta a través de elF2a y limitando los negativos al impedir la

conexion IRE1a/ASK-1/INK/p38.

4.4. El silenciamiento génico de CK2 en oligodendrocitos reduce las seiiales de daio tras
excitotoxicidad

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos mediante la inhibicién farmacoldgica, abordamos
también la supresion de CK2 en oligodendrocitos mediante silenciamiento génico. Para ello, empleamos
una secuencia shRNA comercial anti-CK2 con resistencia integrada a puromicina. Los oligodendrocitos
fueron aislados a partir del cultivo glial mixto y transfectados, como paso previo a su siembra, empleando
para ello un electroporador (Nucleoefector, Amaxa). De esta forma, se transfectaron dos millones de
células de las cuales, la mitad incorporé el Sh-Scrambled que les otorgd resistencia frente a puromicina sin
afectar la expresion de CK2. La mitad restante se transfectd con la secuencia Sh-CK2 que les otorgd
resistencia frente a la puromicina a la par que limitd la expresién de CK2. Tras dos dias post-transfeccién
se agregd puromicina (0,3pg/ml) al medio durante 18 h con el fin de enriquecer la poblacion transfectada
y, 24 h después, se aplicd el paradigma experimental de excitotoxicidad sobre las dos poblaciones
celulares.

En primer lugar corroboramos, mediante western blot, la disminucién en la expresidn de CK2 en las
células que habian incorporado el sh-RNA dirigido contra CK2 (66,6 + 7,01%) en comparacion con el 100%
de expresion atribuido a las células que habian incorporado el pldsmido control (sh-scrambled) (Fig. 63A 'y
B).

Una vez determinada la eficiencia del silenciamiento analizamos, bajo estas condiciones, el grado de
activacion de JNK. En este sentido, tras la estimulacién de los receptores AMPA, se observd un incremento
en los niveles de p-JNK (173,6 + 15,79%, respecto al 100% atribuido al control) en los oligodendrocitos que
habian incorporado el sh-scrambled. Por el contrario, no se observd dicho incremento en las células
transfectadas con el sh-RNA dirigido contra CK2 (92,34 + 3,59%, respecto a la situacion control, no

tratadas con AMPA) (Fig.63Cy D).
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Figura 63. El silenciamiento génico de CK2 en oligodendrocitos evita la activaciéon de JNK tras el estimulo con
AMPA. Los oligodendrocitos fueron transfectados con sh-scrambled o sh-CK2 siguiendo el protocolo descrito en
Materiales y Métodos. Tras dos dias in vitro se seleccionaron las células de interés mediante la adicién de puromicina
(0.3 pg/ml; 18 horas). A las 24 h de haber retirado la puromicina, las células fueron sometidas al estimulo
excitotoxico habitual (AMPA 10 uM, 30 min) y se recogieron los extractos celulares totales en el tiempo indicado. A)
Analisis mediante western blot de la expresion de p-JNK, CK2 y actina, en las distintas situaciones. B) Cuantificacion
de la densidad o6ptica que pone de manifiesto el incremento de p-JNK inducido por AMPA en oligodendrocitos
control (sh-scrambled) que no tiene lugar en los oligodendrocitos que habian incorporado el sh-CK2. Noétese la
reduccién en el nivel de expresion de CK2 en la poblacidn celular transfectada con el sh-CK2, comparada con la
situacion control (sh-scrambled). Los valores corresponden a la densidad éptica de p-JNK normalizados frente a la de
actina, y representan la media £ SEM (n=3). **p<0.01 comparado con células no tratadas con AMPA; ##p<0.01
comparado con células transfectadas con sh-scrambled y estimuladas con AMPA.
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Por otro lado, analizamos el efecto de la inhibicidn génica de CK2 en relacién a la activacion de IREla. A
este nivel, el incremento observado en la fosforilacion de IREla (138,66 + 5,89%) en las células
transfectadas con el sh-scrambled y sometidas al estimulo con AMPA (10uM; 30 min), no pudo observarse

en las células transfectadas con el Sh-CK2 (103,12 + 2,27%) (Fig.64).
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Figura 64. El silenciamiento génico de CK2 inhibe la fosforilacion de IREla inducida por AMPA en
oligodendrocitos. Los oligodendrocitos fueron transfectados con el sh-scrambled o el sh-CK2, segun el protocolo
descrito en Materiales y Métodos. Tras dos dias in vitro se seleccionaron las células de interés mediante la adicion de
puromicina (0.3 pg/ml; 18 horas). A las 24 h de haber retirado la puromicina, se trataron los oligodendrocitos con
AMPA (10 uM, 30 minutos) y la proteina total fue recogida 20 minutos después del estimulo. A) Mediante western
blot se analizaron los niveles de expresion de p-IRE1la, CK2 y actina en las distintas situaciones. B) Cuantificacion de
la densidad dptica que pone de manifiesto la correlacidn entre la reduccidn en los niveles basales de expresion de
CK2 (oligodendrocitos transfectados con Sh-CK2) y la ausencia de activacién/fosforilacion de IREla, que por el
contrario si se observa en las células transfectadas con el sh-scrambled y tratadas con agonista. Los valores
corresponden a la densidad dptica de p-IRE1la normalizados frente a la de actina, y representan la media + SEM (n=3)
*p<0.05 comparado con la situacidn control (sh-Scrambled) # p<0.05 comparado con las células transfectadas con
sh-scrambled y estimuladas con AMPA.

Ademas, mediante ensayos de toxicidad aplicados sobre el mismo esquema experimental de
transfeccion pudimos observar cédmo, en las células transfectadas con la secuencia sh-scrambled, la
muerte inducida por la estimulacién de los receptores AMPA alcanzé valores de 16,63 + 2,77%, similares a
los valores obtenidos habitualmente en oligodendrocitos no transfectados, mientras que en los

oligodendrocitos que habian incorporado el sh-CK2 la muerte se redujo hasta un 2,26 +1,78% (Fig.65).
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Figura 65. El silenciamiento génico de CK2 protege a los oligodendrocitos de la excitotoxicidad mediada por
AMPA. Los oligodendrocitos fueron transfectados con sh-negativo y sh-CK2, segun el protocolo descrito en
Materiales y Métodos. Tras dos dias in vitro se seleccionaron las células de interés mediante la adicidn de puromicina
(0.3 pug/ml; 18 horas). A las 24 h de haber retirado la puromicina, se trataron los oligodendrocitos con AMPA (10 uM,
30 minutos). La determinacion de la viabilidad celular tuvo lugar 24 h después a través de la sonda calcein-AM. Los
datos representan las medias + S.E.M (n=4). *p<0.05 comparado con las células transfectadas con la secuencia sh-
scrambled y tratadas con agonista.

Las evidencias obtenidas demuestran que el silenciamiento génico de CK2 atenua la toxicidad
oligodendroglial inducida por la estimulacion moderada de los receptores AMPA. Esta proteccién celular
podria estar basada en la ausencia de activaciéon de JNK e IRE1a cuando la expresion de CK2 es limitada, lo

gue sugiere una interaccion molecular entre esta quinasa CK2 y estas moléculas inductoras de muerte.

5. Desregulacion de la via PTEN/AKT/mTOR en oligodendrocitos tras su exposicion a AMPA

5.1.La activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos altera la ruta de supervivencia

mediada por AKT

Tras analizar las diferentes vias relacionadas con la muerte celular, a continuacidn nos propusimos
analizar el estado de una via asociada con procesos de supervivencia y proliferacion, la via
PTEN/AKT/mTOR. En multiples ocasiones, la activacion de AKT evita que la célula sucumba ante sefiales
citotéxicas mediante la fosforilacion e inactivacion de proteinas inducidas por estimulos de muerte (Datta
y cols, 1997; Brunet y cols, 1999). Ademas, existen evidencias de que su actividad puede antagonizar
directamente la via SAPK/JNK mediante la fosforilacidén de alguno de sus componentes, entre los que cabe
destacar ASK-1 (Kim y cols, 2001; Yuan y cols, 2003). Por todo ello, decidimos analizar el efecto que la
activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos provocaba sobre la via PI3K/AKT, mediante el
estudio de cambios en los niveles de fosforilacion en la Ser 473. Como se muestra en la figura 66 el
estimulo moderado de los receptores AMPA en oligodendrocitos, provocaba una rapida y sostenida

defosforilaciéon de AKT hasta 1 h después del estimulo, si bien los niveles comienzan a recuperarse a las 2 y
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4 h tras el insulto (11,9 * 3,84%; 17,7 + 5,05%; 20,01 + 8,56%; 76,53 * 2,52; 81,15 + 17,51%, a los 10, 30,

60, 120 y 240 min, respectivamente).
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Figura 66. La activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos provoca la caida en los niveles de
activacion de AKT. Los oligodendrocitos fueron tratados con AMPA (10 uM, 30 min). La proteina total se recogio
siguiendo un curso temporal que abarcé desde los 10 min hasta los 240 min posteriores a la retirada del estimulo. A)
Mediante western blot se analizaron los niveles de expresidn de p-AKT, AKT total y actina en las distintas situaciones.
B) Cuantificacién de la densidad 6ptica que pone de manifiesto la disminucidn marcada en los niveles de p-AKT tras
la estimulacién de los receptores AMPA en oligodendrocitos. Los valores corresponden a la densidad dptica de p-AKT
normalizados frente a AKT total y representan las medias + S.E.M. (n=3) **p<0.01;***p<0.001 comparado con la
situacion control.

Esta pérdida de activacidn de la via de supervivencia PI3K/AKT/mTOR, constituye el primer paso hacia
la claudicacién celular frente al estimulo excitotdxico debido a que la accidn represora que esta via ejerce
sobre moléculas y vias de muerte se ve comprometida. Curiosamente, el curso temporal de represion de
esta via coincide con el periodo de maxima activacion de la via MAPKs (JNK y p38).

Intentando profundizar en este hecho, centramos nuestra atencién en dos elementos clave en la
regulacion de esta via de supervivencia: mTOR y PTEN. La primera es una quinasa cuya accion incrementa
los niveles de fosforilacion de AKT a nivel de la Ser473 y, por ende, promueve la activacidon de la via
PI3K/AKT, mientras la fosfatasa PTEN es considerada la principal ejecutora de la regulacidén negativa de
esta misma via. En base a estas afirmaciones, nuestro siguiente objetivo fue establecer el papel de mTOR
y PTEN durante la desregulacion de la via PI3K/Akt inducida por la estimulacién de los receptores AMPA
oligodendrogliales.

En primer lugar, analizamos mediante western blot el estado de fosforilacion de mTOR en la Ser2448,
estado que se correlaciona de manera directa con su grado de activacién. Tras diferentes analisis no
pudimos observar variaciones significativas en los niveles de fosforilacion/activacion de mTOR en

oligodendrocitos expuestos al agonista AMPA (Fig. 67).
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Figura 67. La excitotoxicidad mediada por AMPA no provoca variaciones en los niveles de
fosforilaciéon/activacion de mTOR. Los oligodendrocitos fueron tratados con AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina
total fue recogida a distintos tiempos, desde los 10 min hasta 240 min posteriores a la retirada del estimulo. A)
Analisis de western blot mostrando los niveles de expresion de p-mTOR (Ser2448) y mTOR total en los distintos
tiempos analizados. B) Cuantificacién de la densidad dptica que indica la ausencia de cambios significativos en los
niveles de p-mTOR tras la exposicion a AMPA. Los valores corresponden a la densidad optica de p-mTOR
normalizados frente a m-TOR total y representan la medias + S.E.M. (n=3), comparado con la situacién control.

5.2 PTEN es el principal regulador negativo de la via de supervivencia PI3K/AKT en

oligodendrocitos sometidos a excitotoxicidad

En relacidn a la fosfatasa PTEN, se empled la molécula bisperoxovanadium (phen), como inhibidor
farmacolégico de esta enzima, compuesto cuyas propiedades han sido puestas de manifiesto en
anteriores trabajos realizados en oligodendrocitos, entre otros tipos celulares (De Paula y cols, 2014).
Inicialmente, se realizaron ensayos de toxicidad para analizar la posible proteccion derivada de mantener
activa la via PI3K/Akt a través de la inhibicion farmacoldgica de PTEN (Fig. 68A). En estos ensayos se
incluyé también wortmannina, inhibidor farmacolégico de la activacion de PI3K y, por tanto, de la via
PI3K/Akt en su conjunto. El inhibidor phen (2 uM) ofrecié una proteccién significativa (2,51 + 2,38%)
frente a la muerte generada por la activacién moderada de los receptores AMPA oligodendrogliales (12,97
+ 1,98%). Ademas, pudimos inferir como la proteccién ejercida por este inhibidor tenia lugar a través de
su interaccion con la via PI3K/Akt, ya que la incubacién conjunta de los oligodendrocitos con phen y

wortmannina anulaba el efecto del primero (15,25 + 3,37%) (Fig. 68A).

A continuacion, analizamos mediante western blot las consecuencias moleculares de la inhibicion de
PTEN, representadas de forma primaria por el estado de activacion de Akt. Ademas, se tuvo presente que
uno de los principales mecanismos de regulacién de PTEN lo constituyen las fosforilaciones que sobre él
ejercen multitud de moléculas y que modulan su estabilidad y actividad fosfatasa. En este sentido, para
determinar los cambios en PTEN empleamos un anticuerpo especifico para un cluster que abarca tres
residuos (Ser380, Thr382 y Thr383), cuya fosforilacion mantiene a PTEN en un estado estable e inactivo

(Torres y cols, 2001; Nakahata y cols, 2014; Yang y cols, 2015).
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Figura 68. La inhibicion de PTEN reduce la muerte excitotéxica provocada por AMPA en cultivos de
oligodendrocitos a través de PI3K/AKT. A) Los oligodendrocitos fueron pre-incubados durante 30 min con phen (2
UM) o con phen (2 uM) y wortmanina (50 nM) antes de ser expuestos al AMPA (10 uM, 30 min). La determinacion de
la viabilidad celular tuvo lugar 24 h después a través de la sonda calcein-AM. B) Los oligodendrocitos fueron pre-
incubados durante 30 min con phen (2 uM) antes de ser expuestos a AMPA (10 uM, 30 min) y los extractos celulares
totales se recogieron a los 10 y 30 min tras la retirada del estimulo. Se analizé mediante western blot la expresion de
p-Akt, Akt total, p-PTEN (Ser 380/Thr382/383), PTEN total y actina en las distintas situaciones. C) Cuantificacién de la
densidad 6ptica de los resultados de los western blots donde se observa la disminucién de p-Akt inducida por AMPA
y el incremento en los niveles de p-PTEN a los mismos tiempos analizados. La presencia de phen anula estos efectos.
Los valores corresponden a la densidad dptica de p-Akt normalizados frente a la de Akt total y de p-PTEN frente a
PTEN total, representando la media + SEM (n=4).*p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001 comparado con células control (no
tratadas con agonista). #p<0.01 comparado con las células tratadas con agonista en presencia de phen.

La pre-incubacion de los oligodendrocitos con phen (2 uM) incrementd, de forma basal, los niveles de
p-Akt y por ende, de activacion de la via. En los oligodendrocitos no expuestos a phen, se detectd una
bajada significativa de p-AKT a los 10 y 30 min tras la retirada del agonista AMPA (10 uM, 30 min) (5,5
3,25%; 29,2 + 3,82%, respectivamente comparado con el 100% del control), efecto que quedd anulado en
presencia de phen (90,3 + 13,25%; 97,6 + 10,72%, respectivamente (Fig. 68 By C).

En cuanto al estado de activacidn de PTEN, pudimos observar cémo el estimulo con AMPA produjo un
incremento significativo, a los dos tiempos analizados, en los niveles de fosforilacion del cluster Ser
380/Th382/383 (154,1 + 10,97% y 144,2 + 8,24%, respectivamente comparado con el 100% del control),
situacién que de nuevo no pudo ser observada en presencia del inhibidor phen (104,4 + 5,19% y 97,28 +
2,62%, respectivamente) (Fig. 68 By C).

Por ultimo, completamos el andlisis observando la posible influencia que la inhibicion de PTEN pudiese

ejercer sobre moléculas implicadas en la sefial apoptdtica generada por la activacion de los receptores
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AMPA en oligodendrocitos. Analizamos la caspasa-8 como iniciadora del proceso y la proteina Bax como
elemento clave en el proceso apoptdtico final. Asi, determinamos que los incremento en la forma activa
de la caspasa-8 (149,5 + 17,23% y 170,9 + 9,41%) y de Bax (135,0 £ 11,13% y 160,2 + 8,31%) a los 10 y 30
min tras la retirada del AMPA no tuvieron lugar en presencia del inhibidor de PTEN (86,8 + 11,85% y 94,3 +
4,91%; 88,4 + 3,09% y 80,1 + 10,41%, para caspasa-8 activa y Bax, respectivamente) (Fig. 69).
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Figura 69. El inhibidor de PTEN evita la activacion de las moléculas pro-apoptédticas caspasa-8 y Bax. Los
oligodendrocitos fueron pre-incubados con phen (2 uM) durante 30 min previos a la incubacidon con AMPA (10 uM,
30 min) y la proteina total fue recogida a los 10 y 30 min después del estimulo. A) Mediante western blot se
analizaron los niveles de expresidon de la caspasa-8 activa, Bax activo y actina en las distintas situaciones. B)
Cuantificacidon de la densidad dptica donde se observa el incremento en los niveles de caspasa-8 y Bax activos
inducidos por AMPA vy su ausencia en presencia del inhibidor de PTEN, siempre normalizados frente a actina. Los
valores representan las medias * S.E.M. (n=3) *p<0.05, **p<0.01 comparado con las células control, no tratadas con
agonista.

5.3. Anadlisis de la regulacion de la actividad de PTEN mediante su fosforilacion

Una vez determinada la participacién de PTEN en los mecanismos responsables de la acusada
inactivacion de la via PI3K/Akt en nuestro modelo experimental, asi como la afectacion de la fosforilacion
de PTEN en el cluster Ser380/Thr382/383, decidimos analizar la implicaciéon de algunas de las quinasas
descritas como capaces de modular la actividad de PTEN mediante distintas fosforilaciones, como ROCK,
GSK3PB y CK2 (Al Kouri y cols, 2005; Maccario, 2007; Li y cols, 2005; Li y cols, 2014). Para dicho analisis se
emplearon los compuestos Y27632 (5uM o 10uM), como inhibidor de ROCK, y AR-A014418 (5uM), como

inhibidor de GSK3B. Como se muestra en la figura 70, y mediante ensayos de toxicidad, pudimos observar
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qgue la inhibicion de estas quinasas ROCK y GSK3B, no modificaba de forma significativa la muerte

oligodendroglial inducida por la activacién moderada de los receptores AMPA.
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Figura 70. La inhibicion de las quinasas ROCK o GSK3 mediante los compuestos Y27632 y AR-A014418,
respectivamente, no modifica la toxicidad oligodendroglial inducida por AMPA. Los oligodendrocitos fueron pre-
incubados durante 30 min con Y27632 (5 uM o 10 uM) o AR-A014418 (5 uM). A continuacion fueron expuestos a la
sefial excitotoxica mediante la activacion moderada de los receptores AMPA (10 uM, 30 min). La determinacién de la
viabilidad celular tuvo lugar 24 h después mediante la sonda calcein-AM. Los datos representan las medias + S.E.M.
(n=4).

Habiendo descartado la participacién de estas dos quinasas, retomamos el estudio de la afectacién de
PTEN mediante su fosforilacion en el cluster Ser380/Thr382/383. Para ello, analizamos la implicacién de
CK2 en este proceso debido a que esta quinasa también habia sido identificada como ejecutora de
cambios en el estado de fosforilacion de algunos residuos integrados y/o proximos a este cluster
(Patsoukis y cols, 2013; Nahakata y cols, 2014).

Inicialmente, y mediante inmunofluorescencia, pudimos observar un notable incremento de los niveles
de p-PTEN inducido por AMPA, que no se produjo en presencia de TBB, utilizando para ello el anticuerpo
dirigido contra los residuos Ser380/Thr382/383 (Fig. 71A).

Por otro lado, mediante western blot, analizamos el grado de intervencion de CK2 en la fosforilacidn
de PTEN. Como se puede apreciar en la figura 71B y C, el incremento observado en los niveles de p-PTEN
(Ser380/Thr382/383) a los 10 y 30 min tras la retirada de AMPA (154,6 = 13,92% vy 134,2 + 8,32%,
respectivamente), no se produjo en presencia de TBB (91,9 + 12,98% vy 78,6 £ 16,34%, respectivamente).

La disminucidn significativa en los niveles de p-Akt a los tiempos analizados en las células tratadas solo
con AMPA (33,8 + 11,68% vy 33,9 + 8,79%, respectivamente) no se dio en los oligodendrocitos tratados
con TBB (92,9 + 13,91% vy 87,5 + 14,62%, respectivamente) si bien la propia inhibicién de CK2 provocé una

disminucién basal similar a la desencadenada por el AMPA (Fig. 71B y C).
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Figura 71. La estimulacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos provoca un incremento en los niveles
de fosforilacion de PTEN, disminuido en presencia del inhibidor de CK2. A) Los oligodendrocitos fueron
preincubados con TBB (5 uM, 3 h) antes de la exposicién a AMPA (10 uM, 30 min), se fijaron 10 min después y fueron
analizados mediante inmunofluorescencia, para la deteccion de p-PTEN (Ser380/Thr382/Thr383). El tratamiento con
AMPA provocd un incremento en la sefial de p-PTEN, que fue revertido por la inhibicién de CK2 mediante TBB. Barra
de escala: 20uM. B) Las células fueron tratadas de la manera descrita y la proteina total fue recogida a los 10 y 30
min para su anadlisis por western blot para la detecciéon de la expresion de p-Akt, Akt total, p-PTEN
(5er380/Thr382/383), PTEN total y actina en las distintas situaciones. C) Cuantificacién de la densidad d6ptica que
pone de manifiesto la disminucidn de p-Akt y el incremento de p-PTEN inducidos por AMPA, en ausencia o presencia
de TBB. Los valores corresponden a la densidad éptica de p-Akt normalizada frente a Akt total, y p-PTEN normalizada
frente a PTEN total y representan las medias + S.E.M. (n=3) *p<0.05, **p<0.01 comparado con las células control (no
tratadas con agonista).

La fosforilacion en el cluster Ser380/Thr382/383 se ha relacionado con estados inactivos de PTEN
(Torres y Pulido, 2001; Nakahata y cols, 2014; Yang y cols, 2015). Debido a la existencia de cierta
contradiccién entre el grado de fosforilacion de PTEN observado en este cluster y el de Akt, nos

propusimos analizar la fosforilacidn de PTEN en Ser380, integrada dentro de este grupo de residuos y que,
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de manera concreta, ha sido identificada como potenciadora directa de la actividad de PTEN (Okara y cols,
2006; Yim y cols, 2007).

Asi, de acuerdo a lo esperado, mediante western blot observamos que la fosforilacién de PTEN en
Ser380 se incrementaba en oligodendrocitos expuestos a AMPA (145,3 + 8,76% y 153,7 + 11,29%, tras 10
y 30 min, respecto al 100 control). Este hecho fue inhibido en presencia de la molécula phen (2 uM), que
incluso provocd una ausencia casi total de la fosforilacion de PTEN en este residuo en los tiempos

analizados (12,1 +4,03% y 15,9 + 5,80%, respectivamente) (Fig. 72).
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Figura 72. La presencia del inhibidor de PTEN durante los estimulos excitotoxicos reduce los niveles de p-PTEN
en Ser380 inducida por la activacion de los receptores AMPA en oligodendrocitos. Los oligodendrocitos fueron
pre-incubados con phen (2 M) durante 30 min antes de la exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total
fue recogida después de 10 y 30 min. A) Mediante western blot se analizaron los niveles de expresién de p-PTEN
(Ser380) y PTEN total en las distintas situaciones. B) Cuantificacién de la densidad dptica que muestra el incremento
en los niveles de p-PTEN (Ser380) tras la activacion de los receptores AMPA oligodendrogliales y su inhibicion en
presencia de phen. Los valores corresponden a la densidad dptica de p-PTEN normalizados frente a PTEN total y
representan las medias * S.E.M. (n=3) **p<0.01 ***p<0.001 comparado con la situacion control.

A tenor de los resultados obtenidos en este apartado podemos deducir que PTEN es la fosfatasa
responsable de la caida en los niveles de activacidn de la via PI3K/AKT provocada por la estimulacion de
los receptores AMPA en oligodendrocitos. Asi mismo, CK2 parece modular de alguna manera la
fosforilacion de PTEN en al cluster Ser380/Thr382/383, a nivel basal, aunque no podemos determinar las
consecuencias que este hecho ejerce sobre la viabilidad/muerte celular. Por otro lado, AMPA promueve
de manera significativa la fosforilacion de PTEN en el residuo Ser380, fosforilacién descrita como

potenciadora directa de la actividad fosfatasa de esta enzima.
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6. Activacion da las vias endoégenas de supervivencia mediadas por PKC& durante el estimulo

excitotdxico en oligodendrocitos

La alteracién de la homeostasis celular ocasionada por el fendmeno excitotéxico tiene, como hemos
visto a lo largo del presente trabajo, consecuencias diversas en la sefializacién celular activando moléculas
y vias consideradas pro-apoptdticas a la par que provoca la represidn de otras asociadas con la pro-
supervivencia. De algin modo, por accién u omisién, la maquinaria celular parece sucumbir ante el
impacto que supone la seial excitotdxica. Sin embargo, en esta Ultima parte del trabajo, vamos a mostrar
lo que consideramos reflejo de la batalla que la célula mantiene por su supervivencia. En este sentido, las
vias de ERK y CREB parecen jugar un papel determinante como elementos contrarios a los efectos
deletéreos de los insultos citotéxicos (Arany y cols, 2005; Park y cols, 2006). En trabajos previos realizados
en nuestro laboratorio, ha quedado patente que la estimulacién de los receptores glutamatérgicos en
oligodendrocitos provoca una activacién inmediata y transitoria de ERK, de clara naturaleza pro-
supervivencia (Domercq y cols, 2011). En relacién al elemento de respuesta a c-AMP, CREB, ha sido
descrito su incremento en células gliales expuestas a neurotransmisores, como glutamico, ATP o
adenosina, y su vinculacién con mecanismos de defensa celular (Deng y cols., 2006; Carriba y cols. 2012).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos analizar el efecto que la activacién de los
receptores AMPA provocaba sobre CREB, mediante el estudio de su nivel de fosforilacién. Como se
observa en la figura 73, se detectd un intenso y rapido incremento en la fosforilacién de CREB, iniciada en
tiempos tempranos (10 min post-estimulo) y que fue disminuyendo a lo largo del tiempo aunque sin
perder su significancia durante las dos horas analizadas (505,2 + 40,45%; 364,3 + 46,48%; 301,9 + 18,19y

178,7 + 23,84%, respectivamente, comparado con el 100% de la situacién control) (Fig. 73).
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Figura 73. La excitotoxicidad mediada por AMPA induce la fosforilacion de CREB de manera temprana e
intensa. Los oligodendrocitos fueron tratados con AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total se recogié siguiendo el
curso temporal indicado. A) Mediante western blot se analizaron los niveles de expresién de p-CREB (Ser133) y CREB
total, en las distintas situaciones. B) Cuantificacion de la densidad dptica que pone de manifiesto el incremento en
los niveles de p-CREB tras la activacién de los receptores AMPA oligodendrogliales. Los valores corresponden a la
densidad optica de p-CREB normalizados frente a CREB total y representan las medias + S.E.M. (n=3) *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 comparado con las células control (no tratadas con agonista).
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Las PKCs son unas de las moléculas que pueden intervenir en la conexidn entre los estimulos
extracelulares y la activacién del eje Raf/MEK/ERK (Chang y cols, 2003; McCubrey, 2007). Entre otras, se
ha descrito a la isoforma-6 (PKC8) como elemento participe del mecanismo de activaciéon de ERK y/o CREB
en determinados contextos (Basu y cols, 2005; Zhao y cols, 2007; Lomonaco, 2008) incluido el ambito de
la excitotdxicidad glutamatérgica (Choi y cols, 2006).

En base a esta idea, se planteé el estudio del posible papel que las PKCs pudiesen tener en la activacion
de ERK y/o CREB mediante ensayos de toxicidad en los que se emplearon los compuestos GF109203X
(0.2uM y 2uM) como inhibidor general de las PKCs y G66976 (100nM) como inhibidor de las formas Ca*?
dependientes. Con el objeto de inhibir de forma aislada a la isoforma §, se utilizé el inhibidor Rotlerina
(1pm).

Tanto la inhibicidn general de las PKCs mediante el compuesto GF109203X, como la inhibicion de las
formas Ca* dependientes mediante el inhibidor G66976 no modificaron de forma significativa la toxicidad
ejercida por el estimulo moderado de los receptores AMPA en oligodendrocitos. Sin embargo, la muerte
oligodendroglial ocasionada por la estimulacién de los receptores AMPA (17,65 * 4,07%) fue potenciada

de forma significativa a través de la inhibicidn aislada de PKCG6 (44,23 + 2,46%).
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Figura 74. La inhibicon general de las PKCs no modifica la toxicidad oligodendroglial mediada por activacion de
los receptores AMPA, si bien, la inhibicion aislada de PKC6 la potencia. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados
durante 30 minutos con GF9203X (2 uM o0 0,2 uM) o con G66976 (100 nM) o con Rottlerina (1 uM). A continuacién
fueron expuestos al AMPA (10 uM, 30 min). Para determinar la viabilidad celular se empleé la sonda Calcein-AM, 24
horas después (n=3). La inhibicién general de las PKCs no altera la toxicidad mediada por AMPA, en oligodendrocitos.
La inhibicidn de la isoforma -6, sin embargo, magnifica la muerte oligodendroglial tras exposicién al AMPA. Los
datos representan las medias + S.E.M. **p<0.01 comparado con las células tratadas Unicamente con agonista.
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A tenor del resultado obtenido mediante los ensayos de toxicidad, decidimos analizar mediante
Western Blot las consecuencias moleculares de la inhibicion farmacoldgica de PKC§, haciendo hincapié en
los posibles efectos sobre el grado de activacion de ERK y CREB. De este modo, incubamos los
oligodendrocitos en presencia o ausencia de Rottlerina (1 uM) y aplicamos el estimulo habitual de AMPA
(10uM, 30 minutos). Se extrajo la proteina total aplicando un curso temporal corto (10 y 30 min) que
permitiese analizar cambios en el estado de fosforilacion de ERK y CREB, reflejo de su activacién. Esta
aproximacién nos permitié observar como el incremento en las fosforilaciones/activaciones de ERK (660,2
+ 42,8%; 500,5 + 33,5%, respectivamente comparado con el 100% de control) y CREB (484 + 34,91%; 450
+ 48,16%, respectivamente comparado con el 100% de control) inducidas por la aplicacién del AMPA
(10uM, 30 minutos) son atenuadas de forma significativa tanto para p-ERK (145,8 + 11,63%; 139,3 +
13.04%, respectivamente comparado con el 100% de control) como para p-CREB (169,1 + 15,84%; 167,7 +
9,69%) en presencia de Rottlerina (1uM) (fig.75).
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Figura 75. La inhibicion de PKC& con rottlerin evita la activacion de CREB y ERK inducida por el estimulo
excitotoxico con AMPA. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados con Rottlerina (1 uM) durante media hora antes
de su exposicion a AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total fue recogida a los 10 y 30 minutos posteriores a la
retirada del estimulo. A) Mediante western blot se analizaron los niveles de expresién de P-ERK, P-CREB, ERK total y
actina en las distintas situaciones. B) Cuantificacion de la densidad dptica que pone de manifiesto el incremento en
los niveles de fosforilacion de ERK y CREB mediados por la activacion de los receptores AMPA oligodendrogliales.
Este fendmeno no se produce en presencia de Rotlerina. Los valores corresponden a la densidad éptica de P-CREB y
P-ERK normalizados frente a CREB total y ERK total, respectivamente y representan la media + S.E.M. (n=3)
*p<0.05;**p<0.01;***p<0.001 comparado con la situacién control. ## p<0.01; ###p<0.001 comparado con las
células tratadas con agonista.
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Una vez establecida la modulacién de ERK y CREB de forma PKC6 dependiente, hemos querido
determinar si esta era la principal base para la potenciacién de la muerte cuando PKC§ es inhibida. En este
sentido, se ha analizado la posible influencia que la inhibicién de PKCS pudiese ejercer sobre la expresidon
de PRX-1. Bajo ciertos contextos, algunas células incrementan la expresion de PRX-1 para intentar
combatir el estrés oxidativo al que se ven sometidas. En diversos estudios se ha visto que la inhibicidn de
PKC& potencia la muerte celular y lo hace precisamente al impedir el incremento en los niveles de PRX-1
(Liy cols, 2002; Liy cols, 2004). Si bien es cierto que en nuestro caso los oligodendrocitos no responden al
evento excitotdxico incrementando los niveles de Prx-1, sino que existe una bajada en los niveles de
expresion de esta molécula, quisimos comprobar si la inhibicion de PKC6 acentuaba este fenédmeno y ello
constituia parte de los eventos mediante los cuales potencia la muerte oligodendroglial excitotdxica. Sin
embargo el andlisis, mediante Western Blot, de la expresidon de Prx-1 a los 10 y a los 30 minutos tras la
retirada del estimulo excitotdxico, no ha revelado diferencias significativas entre la bajada en los niveles
de expresion de Prx1 ocasionada por AMPA (10uM, 30 minutos) en esos puntos temporales en ausencia
(78,51 + 4,59%; y 64,96 + 8,60%, respectivamente) o en presencia de Rotlerina (1uM) (79,27 + 4,41% y
76,34 + 5,93%, respectivamente). Es decir, la disminucion en los niveles de Prx-1 mediada por AMPA, es

independiente de PKCS y por ende del estado de activacion de ERK y de CREB.
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Figura 76. La disminucion de los niveles de Prx-1 inducida por el estimulo excitotdxico, es independiente de
PKC&. Los oligodendrocitos fueron pre-incubados con Rotlerina (1 uM) durante media hora antes de su exposicién a
AMPA (10 uM, 30 min) y la proteina total fue recogida a los 10 y 30 minutos posteriores a la retirada del estimulo. A)
Mediante western blot se analizaron los niveles de expresion de Prx-1 y actina en las distintas situaciones. B)
Cuantificacidon de la densidad éptica que pone de manifiesto la disminucién de los niveles de Prx-1 mediada por la
activacion de los receptores AMPA oligodendrogliales. Este fendmeno no se ve modificado en presencia de Rotlerina.
Los valores corresponden a la densidad dptica de Prx-1 normalizados frente a la de actina y representan la media +
S.E.M. (n=3) *p<0.05;**p<0.01 comparado con las células control (no tratadas con agonista).
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Hasta el momento, hemos visto como la inhibicién de PKC6 impide la activacién de ERK y CREB y
exacerba la muerte oligodendroglial acaecida tras la estimulacién moderada de los receptores AMPA. A
raiz de esta observacidn decidimos analizar si el mecanismo de muerte celular desencadenado es todavia
manipulable dentro de los pardmetros propios de los mecanismos apoptéticos. Dado que la ausencia de
CREB potencia la muerte apoptética Bax dependiente (Lonze y cols, 2002), consideramos una buena
aproximacién examinar si la ausencia de esta molécula pro-apoptética compensaba la disminucién de las
acciones pro-supervivencia de ERK y CREB. Para esto, contamos con una cepa de ratones KO para Bax,
molécula cuya participacidon durante la muerte apoptdtica mediada por AMPA es fundamental (Sdnchez-
Gbémez y cols, 2011). En los ensayos de toxicidad, la muerte ocasionada por la estimulaciéon de los
receptores AMPA de oligodendrocitos (Bax +/+) (16,23 + 1,63%) fue incrementada de forma significativa
en presencia de Rotlerina (1uM) (36,63 * 6,02%) y reducida en los oligodendrocitos Bax-/- (1,98 + 0,84%).
Sin embargo la presencia de Rotlerina, incrementa la muerte mediada por AMPA aun en ausencia de Bax
(Bax -/-) (34,64 * 6,76%) de forma similar a lo observado en las células WT para Bax (Bax +/+) (Fig.77A).
Este hecho implicaria que la muerte oligodendroglial causada por la estimulacién de los receptores AMPA

de oligodendrocitos en el contexto de inhibicién de PKC es independiente de Bax.
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Figura 77. La ausencia de Bax o la inhibicion de las caspasas no limitan la potenciacion de la muerte
oligodendroglial mediada por la estimulacion de los receptores AMPA oligodendrogliales, en presencia de
Rotlerina. A) Los oligodendrocitos procedentes de nervios épticos de animales WT (Bax+/+) o KO (Bax-/-) para Bax,
fueron empleados en los ensayos de toxicidad tras 2 dias in vitro en Sato de maduracién. Los oligodendrocitos
fueron pre-incubados con Rotlerina (1 uM; 30 min) antes de su exposicion a AMPA (10uM, 30 min). La viabilidad
celular se determind mediante la sonda Calcein-AM, 24 horas después. La presencia de Rotlerina, provoca un
incremento significativo de la muerte mediada por activacion de los receptores AMPA, con independencia de la
presencia o ausencia de Bax. *p<0.05, ***p<0.001, comparado con las células tratadas Unicamente con agonista (Bax
+/+). B) Los oligodendrocitos fueron pre-incubados con los inhibidores de caspasas: DEVD (100 uM) o ZAVD (50 uM)
durante 30 minutos antes de su exposicién a AMPA (10uM, 30 min). La determinacién de la viabilidad celular, se
llevd a cabo 24 horas después mediante la sonda Calceina-AM. La inhibicidn de las caspasas, mediante DEVD (100
uM) o ZAVD (50 uM), no redujo la muerte oligodendroglial ocasionada por el AMPA en presencia de Rottlerina.
**p<0.01, comparado con las células tratadas Unicamente con agonista.
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Ademads y con el objetivo de descartar definitivamente cualquier componente apoptético en la muerte
oligodendroglial excitotéxica en presencia de Rotlerina (1uM) comprobamos si la inhibicién de las
Caspasas es capaz de mitigar la potenciaciéon de la muerte tras la estimulacién de los receptores AMPA.
Para construir este paradigma, pre-incubamos los oligodendrocitos con DEVD (100uM) (inhibidor de las
caspasas 3 y 7), asi con el inhibidor general, de amplio espectro, ZVAD-F (50uM). En este sentido, la
muerte ocasionada por la aplicacion del AMPA (10uM, 30 minutos) (16,74 + 2,37%) fue incrementada
significativamente por la presencia de Rotlerina (1uM) (43,75 + 6,03%), independientemente de la
presencia de DEVD (42,43 + 5,62%) o ZVAD-F (39,51 + 2,65%) (Fig.77B). También en esta ocasion,
compuestos que en condiciones basales (PKC& no inhibida) son capaces de reducir de forma notable la
muerte oligodendroglial mediada por activacion de los receptores AMPA (Sanchez-Gémez y cols, 2003), se
muestran ineficaces a la hora de incrementar la viabilidad celular cuando las vias enddgenas de
supervivencia no han tamponado parcialmente parte del envite excitotdxico. De esta manera, la inhibicion
de PKC& y por ende de la activacion de ERK y CREB parece mimetizar situaciones desencadenadas por
estimulos mayores de AMPA (100 uM) que desencadenan muerte oligodendroglial de tipo necrdtico, no
manipulable mediante parametros propios del mecanismo apoptético (Sanchez-Gémez y cols, 2003).

En base a los resultados expuestos en el presente apartado, PKCS parece estar implicada en la via de
sefializacion que conduce a la activacion ERK y CREB. La activacion de ambas moléculas tiene efectos
claramente pro-supervivencia en el contexto de la excitotoxicidad oligodendroglial. La potenciacién de la
muerte excitotoxica observada cuando PKC& permanece inhibida, desencadena un tipo de muerte no

apoptodtica, probablemente mas préxima a parametros necroticos.
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1. Antecedentes

El presente trabajo de investigacion, se ha asentado sobre el concepto de excitotoxicidad
glutamatérgica, como fendmeno participe e inherente a lesiones agudas o enfermedades
neurodegenerativas crénicas que afectan as SNC (Choi, 1988; Lipton & Rosenberg, 1994; Lee et al. 1999).
La alteracion en la homeostasis del glutamico, potencialmente tdxica a nivel neuronal lo es también para

las células gliales, tanto astrocitos (Haas & Erdo, 1991) como oligodendrocitos (Oka y cols, 1993).

Precisamente, la vulnerabilidad de las células de estirpe oligodendroglial frente a este tipo de contexto
citotoxico ha constituido el objeto principal de nuestro estudio. Se han tenido presentes los antecedentes
existentes, desde las primeras evidencias (Oka y cols, 1993), pasando por el asentamiento del concepto de
excitotoxicidad oligodendroglial (Yoshioka y cols, 1995, 1996; Matute y cols, 1997; McDonald y cols, 1998),
hasta llegar a la determinacidén de algunas de las caracteristicas mas notorias del ambiente intracelular

generado bajo tales circunstancias.
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Figura 78. Principales caracteristicas, previamente establecidas, del mecanismo apoptético subyacente a la
muerte excitotoxica mediada por la activacion de los receptores AMPA oligodendrogliales. Alteraciones en la
homeostasis del glutdmico conducen a la sobreactivacidn de los receptores glutamatérgicos de oligodendrocitos (los
receptores tipo AMPA y KA median los procesos de excitotoxicidad oligodendroglial). Una de las consecuencias mas
inmediatas es la disrupcion del balance idnico intracelular, especialmente a nivel del Ca+2, que incremementa de
forma notoria sus niveles citosélicos. Las alteraciénes en la homeostasis del Ca™ son en gran medida responsables de
la disfuncidon mitocondrial asi como, junto con la acumulacién de proteinas mal plegadas en el lumen reticular, del
estrés de RE que conduce a la activacién del mecanismo UPR. Las alteraciones mitocondriales constituyen un
fenédmeno central de la cascada apoptdtica y se caracterizan, a groso modo, por el incremento en la produccidn de
ROS vy por la caida del potencial de membrana mitocondrial. Dichos eventos conducen hacia el colapso funcional y
estructural de la mitocondria, con la participacion central de moléculas pro-apotéticas de la familia de proteinas Bcl-
2 como Bax. Como consecuencia de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, se liberan proteinas desde el
espacio intermembranal (IMS) que promueven la activaciéon de las caspasas, moléculas clave en la ejecucion del
programa apoptaotico.

Entre las principales caracteristicas del mecanismo de excitotoxicidad glutamatérgica, la entrada
masiva de iones Ca*? a través de los receptores AMPA (Sanchez Gdmez y Matute,1999) que provoca, entre
otros, afectacidn y participacidn central de organulos como la mitocondria (Sanchez-Gémez y cols, 2003) o

el reticulo endoplasmatico (Ruiz y cols, 2011). Concretamente, la sobrecarga mitocondrial de iones Ca** se
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ha vinculado con el alto grado de estrés oxidativo generado (lbarretxe y cols, 2006), con la despolarizacion
de la membrana mitocondrial y finalmente con la activacién de caspasas y la muerte oligodendroglial de

tipo apoptdtico (Sanchez-Gédmez, 2003).

A posteriori, se describieron con mayor detalle algunas de las moléculas integradas en la cascada de
sefializaciéon apoptética, previas a la activacién de las caspasas efectoras: en este sentido, se puso de
manifiesto el papel central que juega la molécula Bax (miembro pro-apoptdtico de la familia de proteinas
Bcl-2), durante los fenédmenos que conducen a la alteracién y disfuncionalidad mitocondrial tras la
activacion de los receptores AMPA, en oligodendrocitos (Sdnchez y cols, 2011). En referencia al estrés de
RE, observado en los contextos de excitotoxicidad glutamatérgica oligodendroglial, se ha constatado la
activacion del mecanismo UPR, a través de la via PERK/elF2a (Ruiz y cols, 2011). Ademas, se determind la
contribucién que la liberacién del Ca*™ residente en el RE ejerce sobre la afectacién mitocondrial y la

muerte oligodendroglial en su conjunto (Ruiz y cols, 2011) (Fig.78).

A pesar de los multiples hallazgos acerca del mecanismo subyacente a la muerte oligodendroglial
excitotodxica, la complejidad intrinseca de los procesos apoptéticos ofrece todavia un amplio margen de
estudio a la hora de implicar moléculas y vias de sefalizacidn alternativas y complementarias en la

regulacién de los mismos.

2. Via apoptética extrinseca en la muerte excitotdxica oligodendroglial

La muerte oligodendroglial mediada por la activacion moderada de los receptores AMPA se previene
en presencia de inhibidores de la caspasa-3, se reduce en presencia de inhibidores de la caspasa-8 y se
elimina totalmente a través de la presencia conjunta de inhibidores de la caspasa-9 y de la caspasa-8
(Sdnchez-Gémez y cols, 2003).

Precisamente, la caspasa-8 es una de las moléculas con capacidad intrinseca para mediar el proceso de
activacion de Bid (Paintlia y cols, 2011; Kaufmann y cols. 2012) y establece junto a este un eje sefializador
gue conecta la via apoptética extrinseca, iniciada a nivel de los receptores de muerte, con los fenédmenos
de intracelulares propios de la via intrinseca o mitocondrial (Jos y cols, 2009; Hao y Mak, 2010). A este
respecto, las implicaciones concretas de la caspasa-8 como parte de la cascada de sefializacion apoptotica
mediada por AMPA, permanecian inexploradas al inicio del este estudio.

Los datos obtenidos a este nivel, han permitido determinar la integracidon de la via extrinseca como
parte del mecanismo apoptdtico general iniciado por la activacion de los receptores AMPA
oligodendrogliales. Asi mismo, la disminucidon observada en los niveles proteicos de c-FLIP, de forma
inmediata tras la retirada del estimulo excitotdxico, parece constituir uno de los pasos iniciales a este
nivel. La pérdida de esta molécula se ha descrito como un fendmeno que incrementa la susceptibilidad

celular frente al mecanismo apoptético emergente, principalmente en relacién a su componente
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extrinseco (Yu y cols, 2011; Martin-Pérez y cols, 2012) y en base a la regulacién negativa que c-FLIP ejerce
sobre el proceso de activacion de la caspasa-8 (Henrich y cols, 2015; Marini y cols, 2015).

Una vez se produce el desequilibrio en el ratio c-FLIP / caspasa-8 a favor de esta Ultima, es posible su
activacion, iniciada a través de su reclutamiento en el DISC. En nuestro modelo de excitotoxicidad, parece
darse dicha sucesion de acontecimientos, tal y como hemos dejado patente al mostrar una caida
temprana en los niveles de c-FLIP acompafiada de una disminucién en los niveles de la pro-caspasa 8
(zimdégeno, no activo) y la subsecuente aparicion de la caspasa-8 activa.

La inhibicion farmacoldgica de la caspasa-8 ha proporcionado proteccion frente al estimulo de los
receptores AMPA oligodendrogliales, siendo visualizadas las consecuencias moleculares de dicha
proteccion mediante western blot: ausencia de activacién de la caspasa-8 correlacionada con ausencia de
activacion de su potencial diana molecular, Bid. Estos datos, corroboran lo observado en trabajos previos
de nuestro laboratorio (Sanchez-Gémez, 2003), concretando ademas el papel de esta caspasa al vincularla
con el proceso de activacion de Bid. En este sentido, dichos hallazgos concuerdan con trabajos sobre
mecanismos apoptdticos que implican participacién de las vias extrinseca e intrinseca, en los que se
describe una activacion de Bid dependiente de la caspasa-8 (Gu y cols, 2005; Schug y cols, 2011).

Ademads, el incremento de la viabilidad oligodendroglial frente al dano infligido por las condiciones
excitotdxicas, alcanzado a través de la inhibicién farmacoldgica de la activacion de Bid (que limita la
acumulacién de t-bid), sugiere un papel relevante para Bid/t-bid en dichas condiciones. Este papel es
similar al observado en determinados contextos de excitotoxicidad glutamatérgica, si bien, a nivel
neuronal (Tobaben y cols, 2011; Grohm y cols, 2012).

Con los resultados obtenidos en esta parte del trabajo, hemos confirmado la activacion de Bid mediada
por la caspasa-8 en nuestro modelo de excitotoxicidad asi como el papel pro-activo que Bid/t-bid ejerce
en el proceso apoptdtico desencadenado por la activacién de los receptores AMPA oligodendrogliales. Sin
embargo, no hemos determinado la mas que probable relaciéon de Bid con el proceso de activacion e
insercion mitocondrial estable de Bax. De hecho, es altamente probable la existencia de una interaccidn
entre Bid y Bax que redunde en la potenciacién del componente intrinseco del mecanismo apoptdtico
bajo condiciones excitotdxicas, tal y como se ha descrito recientemente en un estudio sobre
excitotoxicidad glutamatérgica realizado en oligodendrocitos (Simonishvili y cols, 2013).

Ademas, podran explorarse también los puntos iniciales de la via, entre ellos las causas o mecanismos
que llevan a la regulacién a la baja observada en los niveles de c-FLIP. En este sentido, es conocida la
modulacion de la formacion del DISC a través de la actividad de PI3K (Varadhachary y cols, 1999) y
consecuentemente de la via PI3K/Akt sobre c-FLIP y la activacion de la caspasa-8 (Suhara y cols, 2001;
Uriarte y cols, 2005). Otra via con potenciales influencias sobre la expresion de c-FLIP, es la via SAPK/JNK,

gue puede fomentar la degradacidn de c-FLIP en el proteasoma (Chang y cols, 2006; Bagnoli y cols, 2010).
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Por tanto, nuestros datos implican potencialmente a c-FLIP en el componente excitotdxico responsable
de la muerte oligodendroglial en el marco de la MS. Ademads, un trabajo reciente, sitta a c-FLIP como un
factor critico en la proteccidn oligodendroglial frente al proceso inflamatorio en modelos de EAE (Tanner y
cols, 2015). Teniendo esto en cuenta, c-FLIP podria suponer una diana terapéutica prometedora, de la cual

explorar la totalidad de sus implicaciones en la afectacion oligodendroglial asociada a la MS.

3. Factor de transcripcion p53 en la apoptosis oligodendroglial por excitotoxicidad

El factor de transcripcién p53 es una molécula con capacidad para regular multiples respuestas
celulares, entre las cuales, el programa apoptdtico activado bajo situaciones de estrés (Zhangy cols, 2009;
Loughery y Meek, 2013; Khoo y cols, 2014). Dadas las evidencias de la participacion de p53 en los
fendmenos de excitotoxicidad glutamatérgica a nivel neuronal (Lakkaraju y cols, 2001; Choi y cols, 2011;
Shah y cols, 2014), se hizo patente la necesidad de explorar el papel de p53 dentro del marco de la
excitotoxicidad glutamatérgica en oligodendrocitos.

Teniendo en cuenta las dos modalidades de accion de p53 como parte de las cascadas de sefializacion
apoptotica (nuclear/transcripcional y mitocondrial), abordamos la implicacién de p53 en nuestro
paradigma experimental atendiendo a ambas vertientes de accién. Los inhibidores farmacoldgicos
empleados para suprimir sendas modalidades de actuacidn incrementaron, en ambos casos, la viabilidad
oligodendroglial tras la estimulacién moderada de los receptores AMPA. Parece obvia pues, la implicacién
clave de p53 como parte del mecanismo apoptético desencadenado en nuestro modelo de excitotoxicidad
oligodendroglial.

Por un lado, hemos puesto de manifiesto el incremento en los niveles de p53, reflejo de una mayor
estabilidad y cuyas consecuencias estriban, a nivel transcripcional, en mayores niveles proteicos de PUMA
y de expresién de MDM2 tras la activacion de los receptores AMPA oligodendrogliales. Dicha secuencia de
activaciones ha sido descrita en contextos apoptoéticos p53 dependientes (Pant y cols, 2013).

En estados celulares homeostaticos, el nivel basal de p53 se mantiene en un perfil bajo gracias a la
accion de su principal regulador negativo, MDMZ2. Bajo condiciones de estrés celular, p53 es estabilizado,
liberado de la represién y activado a nivel transcripcional y/o mitocondrial. Dicha activacién, se produce a
través de modificaciones post-transcripcionales llevadas a cabo sobre el propio p53 tales como
fosforilacién, ubiquitinacidn, acetilacion, metilacién, sumoilacion y nedilacién (Kruse y Wu, 2009). Se han
descubierto numerosas enzimas que modifican la actividad/estabilidad de p53 incluyendo quinasas como
ATM/ATR, ChK2 (Vousden y Prives, 2009), CK2 (Sayed y cols, 2001; Keller y cols, 2002) asi como las MAPK
activadas por estrés, p38 y JNK (Haigis y Sweet-Cordero, 2011). En nuestro estudio, nos hemos centrado
en el posible papel de las MAPK activadas por estrés y en menor medida de CK2, determinando la
implicacion clara de, al menos JNK, en el mecanismo de activacidn de p53 tanto a nivel transcripcional

como mitocondrial.
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En referencia a la posible modulacién de las acciones transcripcionales de p53 a través de JNK, varios
trabajos confirman la existencia de dicha regulacién dado que mediante Knockdown de JNK o, como en
nuestro caso, a través de su inhibicién farmacoldgica (SP600125) consiguen limitar procesos apoptdticos
mediados por p53 (Sahay cols, 2012; Chen y cols, 2013). Esta observacién ha sido reproducida en
neuronas hipocampales expuestas a glutdmico (Choi y cols, 2011). Explorar con mayor profundidad el
vinculo entre JNK y p53 en nuestro modelo concreto de excitotoxicidad oligodendroglial, podria implicar
anadlisis de fosforilaciones alternativas sobre p53 mediadas, entre otros, por JNK y vinculadas a
incrementos en su actividad transcripcional, como la ejercida sobre la Ser 20 (Cheg y cols, 2003) o sobre la
Thr 81 (Buschmann y cols, 2001; Topisirovic y cols, 2009).

Asi mismo, dada la implicacidn de CK2 en la muerte excitotdxica oligodendroglial asi como el hecho por
el cual se ha descrito a esta quinasa, en complejo con el factor de cromatina FACT (hSPT16 y SSRP1), como
molécula responsable de la fosforilacion de p53 en el residuo Ser 392 (Keller y cols, 2001; Keller y Lu,
2002), se analizd6 someramente la posible relacién entre CK2 y la activacién de p53. El vinculo observado
entre ambos tras la estimulacién de los receptores AMPA, a través de la técnica de IP, asi como la no
activacion de p53 (visualizada mediante inmunocitoquimia) en condiciones de inhibicidén farmacolégica de
CK2, hacen sospechar acerca del papel que la fosforilacién Ser 392 pudiese tener en la activacion
transcripcional de p53. Dicha fosforilacion modula la tasa de unidn de p53 al DNA y consecuentemente su
actividad trancripcional (Keller y cols, 2001; Sayed y cols, 2001; Keller y Lu, 2002). En todo caso, se
requiere experimentacién complementaria para determinar si los efectos de la inhibicién de CK2 sobre la
tasa de activacién de p53 son directos (fosforilacion de residuo Ser 392 de p53) o mediados a través de
IJNK, dada la relaciéon de este ultimo con CK2 y con la activacion de p53, en nuestro modelo de
excitotoxicidad glutamatérgica.

Por otro lado, las acciones mitocondriales de p53, descritas como un evento temprano que precede a
los cambios en el potencial de membrana mitocondrial, a la liberacidn del citocromo-c y a la activacién de
la pro-caspasa 3 (Marchenko y cols, 2000) participan, como hemos mencionado, en la cascada apoptdtica
responsable de la muerte oligodendroglial. A este nivel, hemos observado un incremento en la
fosforilacién de p53 en el residuo Serl5 mediado por JNK y/o p38, caracterizado por una localizacion
predominantemente mitocondrial, tras la estimulacién de los receptores AMPA. Esta particularidad
concuerda con lo expuesto en diversos estudios en los que, el aumento del contenido mitocondrial de p53
va acompafnado de incrementos en la fosforilacidn del residuo Serl5 en las fracciones mitocondriales
(Park y cols, 2005; Saleem y Hood, 2009; Saleem y Hood, 2013; Wang y cols, 2015). Una vez establecida la
importancia de esta fosforilacidn concreta de p53, se requiere el planteamiento de experimentacion
adicional en la cual, probablemente mediante IP, se intente determinar el tipo de intervencién que P-p53
(Ser15) desempefia a nivel mitocondrial. En este sentido, serian analizables sus posibles interacciones con

moléculas antiapoptdticas como Bcl-xL o Bcl2 (interrumpiéndo su accién anti-apoptdtica) (Park y cols,
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2005; Nieminen y cols, 2013) o pro-apoptdticas como Bak (Leu y cols, 2004; Pietsch y cols, 2008), teniendo
en cuenta las posibles interrelaciones de p53 con Bax a nivel citoplasmatico (Moll y cols, 2005; Wolf y cols,

2008) (ver fig.79).

Figura 79. Posibles acciones de p53 a nivel mitocondrial. La translocacién de p53 hacia la mitocondria, conduce a
la interaccion de este con miembros multidominio (anti y pro-apoptéticos) de la familia de proteinas Bcl-2,
contribuyendo de forma global a la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa. p53 interacciona con
Bcl-xL y Bcl2 limitando sus acciones anti-apoptdticas sobre las moléculas pro-apoptoticas Bax y Bak. Ademas, la
interaccidén de p53 con Bcl-xL podria liberar a t-bid de un supuesto complejo inhibitorio de este con Bcl-xL. Existe
constancia de la interaccion directa de p53 con Bak, a nivel mitocondrial, que conduce a la liberacién de este del
complejo que forma con Mcl-1. Ademads, p53 interacciona con Bax de forma rapida y transitoria de tal manera que
estimula su oligomerizacion. Adicionalmente, en conexidn con la funcién transcripcional de p53 representada por la
transactivacién de PUMA, este ultimo libera a p53 de la accidn represora de Bcl-xL, pudiendo asi activar al Bax
monomeérico a nivel citosélico. Adaptado de Vaseba y Moll, 2009.

En su conjunto, los datos obtenidos otorgan a p53 una funcidn relevante en la muerte oligodendroglial
por excitotoxicidad. Estos hallazgos, relativos al mecanismo apoptdtico bdsico desencadenado por el
evento excitotdxico, encajan con las evidencias descritas en distintos trabajos que han puesto de
manifiesto incrementos en los niveles de p53 y de sus genes diana en casos de pacientes con
oligodendropatias que presentan infiltraciones microgliales y pérdida de remielinizacion (Kuhlmann y cols,
2002; Aboul-Enein y cols, 2003; Wosik y cols, 2003; Stadelmann y cols, 2005). Ademas, estudios realizados
en oligodendrocitos humanos en cultivo, identifican a p53 como un efector apoptético critico (Ladiwala y
cols, 1999; Wosik y cols, 2003). Asi mismo, mediante la inhibicion de p53 se ha podido reducir la
activacion microglial y la pérdida de mielina en el cuerpo calloso de ratones sometidos al modelo de
demielinizacion de la cuprizona, a la par que se potenciaba la tasa de reparacidon por parte de los

progenitores de oligodendrocitos residentes de la zona subventricular (Li y cols, 2008).
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4. MAPKs activadas por estrés en el mecanismo apoptotico responsable de la muerte
excitotdxica oligodendroglial

El andlisis del papel de las MAPKs activadas por estrés (p38 y JNK) se ha realizado no sélo en base a su
posible vinculo con p53, sino también debido al amplio abanico de trabajos sobre excitotoxicidad
glutamatérgica en los que se describe la activacion de JNK (Vieira y cols, 2010; Shah y cols, 2014) o p38
(Molz y cols, 2008; Rivera-Cervantes y cols, 2015). Ademas, existen referencias en la literatura acerca de la
activaciéon de ASK-1 (MAP3K), como paso previo a la activacién de JNK y/o p38, en contextos de
excitotoxicidad mediados por glutamico en neuronas (Guo cols, 2010; Jiang y cols, 2014).

Una vez determinada la activacion simultanea de JNK y p38, en nuestro paradigma experimental y en
intima conexién con la participacién apoptética de p53, se determind que la activaciéon de ambas quinasas
constituia un mecanismo ASK-1 dependiente. Esto es asi dado que la inhibicién farmacoldgica de este
limitd de forma significativa la activacién de JNK y p38.

En este punto recordar que son varios los mecanismos que pueden mediar la activacién de ASK-1:
estrés oxidativo (Matsuzawa y cols, 2005; Soga y cols, 2012), disrupcién en la homeostasis del Ca®
asociado a la activacion de la Calmodulin quinasa 2 (CaMKII) (Brnjic y cols, 2010; Liu y cols, 2013) y estrés
del reticulo endoplasmatico a través de la via IRE1a (Nishitoh y cols, 2002; Cai y cols, 2013).

En el presente trabajo de investigacién hemos centrado la mayor parte de nuestros esfuerzos en el
papel que el estrés de RE juega en la activacién de ASK-1. Sin embargo, hemos dejado abiertas otras
opciones, complementarias y no excluyentes, a través de la inhibicién farmacoldgica de la CaMKIl vy el
andlisis de los niveles de expresidn de Prx-1.

En referencia a la CaMKIl, su inhibicién incrementd la viabilidad oligodendroglial frente a las
condiciones excitotoxicas mediadas por AMPA, en la misma linea de lo observado previamente en otros
contextos de excitétoxicidad glutamatérgica neuronal (Ashpole y Hudmon 2011; Sha y cols, 2014).
Ademas, en la literatura se ha asociado la activacién de la CaMKIl mediada por glutamico, con el
mecanimo de activacidon de ASK-1 en células PC12 diferenciadas (neuron like cells) (Jiang y cols, 2014; Yu y
cols, 2014). En nuestro caso, la proteccion obtenida en los ensayos de toxicidad a través de la inhibicion
de la CaMKIl y de forma colateral a través del efecto de la Gastrodina, cuyo efecto inhibitorio sobre el eje
de sefializacion CaMKII/ASK-1/p38 MAPK/p53 activado por Glutamato ha sido descrito previamente
(Jiang y cols, 2014), suponen indicios acerca la participacion de la CaMKIl en el mecanismo de activacion
de ASK-1. Sin embargo, son necesarios experimentos adicionales en los que se analice el grado de
activacion de la CaMKII (visualizable a través de su estado de fosforilacidon) en correlacidén con el estado de
fosforilacién/activacion de JNK y p38, para poder concluir de forma inequivoca la existencia de dicha
relacion.

Por otra banda, parece obvio que la regulacién a la baja de los niveles Prx-1, enzima antioxidante

ampliamente vinculada con ASK-1 (Kim y cols, 2008; He y cols, 2012; Zhang y cols, 2015) y potencialmente
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vulnerable al estrés oxidativo generado por concentraciones excitotoxicas de glutamato (Léveillé y cols,
2009), podria facilitar la activaciéon del eje ASK-1/INK/p38. La disminucion observada en los niveles
proteicos de Prx-1 podria correlacionarse con una menor actividad antioxidante, de forma andloga a lo
que ocurre con la actividad de otras enzimas como la catalasa y la superdxido-dismutasa en neuronas
expuestas a glutamato (Campos-Esparza, 2009). Profundizar en el estudio del vinculo entre Prx-1 y ASK-1,
podria implicar el andlisis de la interaccion molecular entre Prx-1 y ASK-1 (Kim y cols, 2008) tras la
estimulacién de los receptores AMPA oligodendrogliales.

El estrés de RE, cuya consecuencia inmediata radica en la activacién del mecanismo UPR se ha revelado
como otro fendmeno potencialmente vinculable a la activacién pro-apoptdtica de las MAPKs. Este
mecanismo ha podido ser manipulable mediante la inhibicion de CK2. Por lo novedoso y por el volumen
de datos aportados acerca del papel de CK2 en el estrés de RE y en la activaciéon del eje ASK1/INK/p38

dedicaremos a la discusion de dichos resultados el siguiente subapartado.

4.1 Casein Quinasa 2 como elemento modulador del estrés de RE y de la activacion del eje
ASK-1/JNK/p38

Los resultados obtenidos acerca de la posible participacién de CK2 en el mecanismo apoptético
mediado por la activacion de los receptores AMPA oligodendrogliales, se antojaron contrarios al papel
general otorgado a dicha quinasa, mayoritariamente pro-supervivencia: la inhibicién farmacolégica o el
silenciamineto génico de CK2 resultaron eficaces a la hora de mitigar los efectos deletéreos e inherentes al
evento excitotoxico.

A través de la técnica del ensayo in vitro quinasa, se determind un incremento en la actividad de cK2
tras el estimulo excitotéxico. Si bien se trata de una quinasa de expresidon ubicla y activa de forma
constitutiva, se tiene constancia de su sobre-activacién y/o recolocalizacidon celular en situaciones de
estrés (Gerber y cols, 2000; Yamame y cols, 2005; Manni y cols, 2012), de forma coincidente (en lo
referente a su sobre-activacion) con lo observado en nuestro caso. A tenor de lo expuesto, la existencia de
un par de trabajos en los cuales se propone un rol pro-apoptdtico para CK2, estrechamente vinculado a la
activacion de JNK (Min y cols, 2003; Hilgard y cols, 2004), supuso un punto de inflexién a la hora de
enfocar el analisis del efecto protector obtenido a través de la inhibicién de CK2.

El analisis, mediante western blot, de las consecuencias moleculares de la inhibicidn o el silenciamiento
de CK2 evidencid la ausencia de activacion de JNK asociada a la limitacion de la actividad de CK2. Ademas,
la inhibiciéon de CK2 también redujo el grado de activacién de p38, hecho que sugiere un efecto curso
arriba sobre el elemento comun a ambas quinasas, ASK-1.

Asumiendo la vision mayoritaria de CK2 como molécula pro-supervivencia seria necesario un marco de
sefializacion intracelular muy particular, en el cual la activacién de CK2 derive en la accidn pro-apoptética

de al menos, JNK. En este punto, el estrés de RE, propio de circunstancias citotdxicas y generado también
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bajo condiciones de activacién moderada de los receptores AMPA oligodendrogliales (Ruiz y cols, 2011)
surgié como posible mecanismo candidato a la hora de explicar las acciones proapoptdticas de CK2,
dependientes de la activaciéon de JNK. Esta hipdétesis se planted en base a varios supuestos: CK2 posee
capacidad como elemento regulador del mecanismo UPR (G6tz y cols, 2013; Intemann y cols, 2014). Por
otra banda, dicho mecanismo, a priori conjunto de vias pro-supervivencia puede acabar contribuyendo al
avance del proceso apoptdtico, entre otros, a través del establecimiento de una interconexion entre la via
de IRE1a y ASK-1 (Urano y cols, 2000; Tabas y Ron, 2011; Kadowaki y Nishitoh, 2013).

Bajo este paradigma, la accién descrita para CK2 a nivel de la activacién de elF2a sitla su inhibicidn
como fendmeno potenciador de la fosforilacion/activacion de elF2a (Ampofo y cols, 2013). Los resultados
obtenidos en nuestro caso corroboran dicha afirmacion, tanto en cuanto la inhibicion de CK2 incrementdé
la fosforilacion/activaciéon basal de elF2a inducida por exposicion de los oligodendrocitos al AMPA. En
relacion a este resultado, hemos obtenido efectos similares mediante el uso de Salubrinal, compuesto
inhibidor de la defosforilacidn de elF2a, cuya accidn protectora ha sido descrita en contextos citotoxicos
gue implican estrés de RE (Sokka y cols, 2007; Liu y cols, 2012), entre ellos el generado por la activacion de
los receptores AMPA oligodendrogliales (Ruiz y cols, 2010). En base a estos datos podemos presuponer
que la mayor activacién de la via de PERK/elF2aq, tiende a fomentar la supervivencia oligodendroglial y
podria suponer parte del efecto protector alcanzado mediante la inhibicion de CK2. Continuar
profundizando en esta via conllevara, entre otros, el analisis de los niveles de ATF4 como mediador de las
acciones pro-supervivencia de la via PERK/elF2a: induciendo genes implicados en metabolism de
amonidcidos, reacciones redox, respuesta ante el estrés y secrecién de proteinas (Harding et al, 2003).

En relacién a la via IRE1a/XBP1, que podria establecer el vinculo entre CK2 y la activacion de las
MAPKs, hemos puesto de manifiesto la fosforilacion/activacién temprana de IREla tras la estimulacién de
los receptores AMPA de oligodendrocitos. Mediante la inhibicién farmacoldgica de CK2 o a través de su
silenciamiento génico, se limité de forma clara la fosforilacién/activacion de IREla mediada por AMPA,
efecto que se corresponde con las acciones de CK2 descritas en la literatura en relacién a IREla (Hosoi y
cols, 2012; Manni y cols, 2012). A su vez, este efecto podria correlacionarse con la ausencia de
fosforilacién/activacién de JNK observada cuando CK2 permanece inhibida. La posible dependencia entre
la activaciéon de IREla y JNK se apoyaria en multitud de trabajos en los que se pone de manifiesto la
existencia del eje de sefializacion IRE1a/TRAF2/ASK1 como conector del estrés de RE con la activacién pro-
apoptotica de JNK (Nishitoh y cols, 2002; Yang y cols, 2009; Cai y cols, 2013; Darling y Cook, 2014). Sin
embargo, para confirmar con total rotundidad la existencia de la conexion CK2/IRE1a/ASK-1 en nuestro
modelo de excitotoxicidad, habra de silenciarse la expresion de IREla (Cai y cols, 2013) en nuestro
paradigma y corroborar la no activacién de JNK y p38 bajo este supuesto.

En todo caso, los efectos observados sobre el mecanismo UPR a través de la inhibicion de CK2 en

nuestro modelo de excitotoxicidad, coinciden en la forma con lo observado previamente en relacién a los
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efectos de CK2 sobre la via UPR en células de mieloma (Manni y cols, 2012), si bien, difieren en el fondo:
en nuestro paradigma, dicha modulacién incrementa la supervivencia celular.

Por ultimo, queremos plantear la hipdtesis acerca de como CK2 llega a activarse en respuesta al
estimulo excitotéxico. Dicha hipdtesis implicaria a p38 dado que, si bien lo hemos situado curso abajo de
CK2 y ASK-1, parece existir cierto componente de su activacion independiente de ambas quinasas, pues la
inhibicién de estas afecta de forma menos acusada a p38 con respecto a JNK. Precisamente este hecho,
nos lleva a especular acerca de la existencia de un mecanismo de activacion complementario, responsable
de parte de la sefial apoptética de p38 y cuyos resultados convergerian finalmente con los que implican a
ASK-1 (Tsuchiya y cols, 2015). A este respecto, seria interesante analizar si esta fraccién de p38 es
responsable, a su vez, de la activacién de CK2. Esta hipdtesis se plantea también en base a que, aunque
gran parte de las moléculas reguladoras de la actividad de CK2 no han sido identificadas o totalmente
caracterizadas, si es conocida la activacién de CK2 mediada por p38 en determinadas situaciones de estrés
(Sayed y cols, 2000; Kato y cols, 2003; Scaglioni y cols, 2006).

En la figura 80, hemos plasmado los mecanismos de sefalizacion propios de la via UPR de los que, a
tenor de los resultados obtenidos, CK2 parece ser participe y que, entre otros, podrian conectar el estrés

de RE con la activacidn pro-apoptdtica de JNK.
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Figura 80. Modelo de accion propuesto para CK2 a nivel del mecanismo UPR, como parte de la sefalizacion
intracelular desencadenada por la estimulacién de los receptores AMPA. La activacion moderada de los receptores
AMPA oligodendrogliales incrementa la actividad de CK2. A través de los datos obtenidos mediante la inhibicion
farmacoldgica y/o el silenciamiento génico de CK2 se ha establecido a CK2 como quinasa reguladora de la activacién
de IRE-1a y de JNK. En base a los datos expuestos, se plantea la posible existencia de un vinculo entre la activacion
de CK2 y el eje IRE1a/ASK-1/JNK/p38. Del mismo modo, CK2 parece limitar la activacién de la via de PERK/elF2aq,
pues su inhibicién potencia la fosforilacién/activacidén de elF2a mediada por AMPA. En este contexto, postulamos la
hipdtesis segun la cual parte del p38, activado tras el estimulo excitotdxico, seria un posible candidato a la hora de
mediar la activacion de CK2, mimetizando lo descrito en otros contextos de estrés celular.
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Nuestros datos, apoyan la idea de CK2 como pieza relevante del programa apoptdtico responsable de
la muerte oligodendroglial tras excitotoxicidad. Ademas, esta quinasa también habia sido implicada en la
regulacion de la respuesta inflamatoria (Singh y Ramji, 2008). En este sentido, el compuesto diosgenina,
precursor de las hormonas esteroideas con propiedades anti-inflamatorias, reduce los mediadores de la
inflamacién a través de un mecanismo que implica el bloqueo de la actividad de CK2 y una menor
activacion de JNK (Jung y cols, 2010). En el contexto concreto de la MS se ha determinado, en el modelo
de EAE, que la ausencia de interaccién entre CD5 (antigeno CD propio del sistema inmune) y CK2 conlleva
un mayor grado de resistencia y proteccién en el modelo de EAE (Axtell y cols, 2006). Por ello, es
necesario tener en cuenta estas evidencias que, junto con las proporcionadas en nuestro estudio, pueden

suponer la base de la participacién global de esta molécula en el marco de la MS.

Como conclusidon general del presente apartado en su conjunto, presentamos en la figura 81 el

esquema que aglutina los hallazgos obtenidos a nivel de la via de las MAPKs activadas por estrés.

AMPA \%

P53 cijun  ps53 (Ser1s5)
OTROS?

Figura 81. Modelo propuesto para la participacion de las MAPKs activadas por estrés en la muerte
oligodendroglial tras excitotoxicidad. Se ha confirmado la activacidon pro-apoptética de la CaMKIl asi como una
bajada en los niveles proteicos de Prx1 tras la estimulacion de los receptores AMPA oligodendrogliales, que podrian
suponer la conexidn entre la sefializacion del Ca+2y el estrés de RE con la activaciéon de ASK-1, respectivamente. El
estrés de RE, constituye la tercera via con una contribucién potencial a la activacion de eje ASK-1/INK/p38. A este
nivel, hemos descrito la sobreactivacion de CK2 tras la estimulacién de los receptores AMPA oligodendrogliales.
Dicha quinasa, potencia la activacidon de IRE1la y JNK, pues su inhibicién limita conjuntamente la activacién de ambas
moléculas observadas tras la aplicacion de concentraciones excitotdxicas de AMPA. Finalmente, la activacion de JNK
media la activacién apoptdtica (nuclear y mitocondrial) del factor de transcripcién p53.
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Con independencia del evento/s que conduzca/n a la activacion de ASK-1, la implicacién de esta
guinasa como parte de la cascada apoptética mediada por la activacidn de los receptores AMPA, se sitUa
en la linea de las evidencias descritas en estudios realizados in vivo. En este sentido, se tiene constancia
de un fenotipo menos severo en el modelo de EAE en los animales deficientes para ASK-1 (KO) en
comparacion con los animales WT, efecto reproducido mediante la administraciéon oral del compuesto
MSC20329664A (inhibidor de ASK-1) que atenua la severidad de la EAE en los ratones WT situandola en
niveles similares a los observados en los animales KO para ASK-1 (Guo y cols, 2010). En todo caso, dicha
proteccion ha sido vinculada con la reduccion de la inflamacién, dado que la via ASK-1/p38 parece ser
necesaria en la produccidn de chemoquinas por parte de los astrocitos (Guo y cols, 2010), moléculas
inductoras de la migracion de las células inflamatorias (linfocitos T y microglia) al SNC. Las alteraciones en
la homeostasis del acido glutdmico, intimamente asociadas al proceso inflamatorio, constituyen otro de
los puntos clave dentro del modelo (Pitt y cols, 2000; Smith y cols, 2000) asi como en la propia etilogia de
la esclerosis multiple (Stover y cols, 1997; Sarchielli y cols, 2003), por lo que han de explorarse la totalidad

de intervenciones de ASK-1 en modelos como la EAE.

5. Via PI3K/Akt/mTOR en el dafio oligodendroglial tras excitotoxicidad

El estudio de la via de sefializacién PI3K/Akt/mTOR, dentro del marco apoptético que nos ocupa, se ha
abordado en gran medida dada la amplia variedad de moléculas regulables por dicha via e implicadas en
mecanimos apoptoticos (Hemming y Restuccia, 2012). Ademds, la via PI3K/Akt se ha revelado
fundamental para la supervivencia oligodendroglial frente a procesos apoptoéticos generados por ausencia
de factores tréficos (Molina-Holgado, 2002; Cui y cols, 2006), exposicion aTNFa (Pang y cols, 2007),
deprivaciéon de oxigeno y glucosa (OGD) (Wang y cols, 2011) y finalmente también en los eventos
excitotoxicos mediados por glutamico (Ness y cols, 2004).

El hallazgo inicial a este nivel, fue la marcada disminucién de los niveles de fosforilacion de Akt
(Sera73), tras la estimulacion de los receptores AMPA. Este hecho puede vincularse con la ausencia de
activacion de mTOR2, una de las quinasas que fosforilan a Akt en la Ser473 (Downling y cols, 2010;
Vadlakonda y cols, 2013). En un trabajo previo, relativo a mecanismos inherentes a la toxicidad
glutamatérgica a nivel neuronal, se ha descrito la defosforilacion de mTOR2 a nivel de la Ser2448, como
uno de los mecanimos responsables de la pérdida de activacion de la via PI3K/Akt, tras la exposicion al
glutamato (Davila y cols, 2012). Sin embargo, en nuestro modelo de excitotoxicidad no se han observado
modificaciones significativas en los niveles de fosforilacion y por ende de activacion de mTOR2 tras la
estimulacion de los receptores AMPA oligodendrogliales.

Por el contrario, PTEN, fosfatasa integrada en la via PI3K/Akt y cuyo impacto en procesos de
excitotoxicidad glutamatérgica neuronal ha sido descrito (Gary y Mattson, 2002), se ha revelado

fundamental para el avance del programa apoptdtico mediado por la activacion de los receptores AMPA
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oligodendrogliales. Este hallazgo es similar al descrito en neuronas hipocampales expuestas a glutamato,
en las cuales, modulando el grado de activacion de Akt a través de PTEN se consigue reducir la
vulnerabilidad de este tipo celular ante el evento excitotdxico (Gary y Mattson, 2002). En este sentido,
hemos mostrado como el bisperoxovanadium (phen), inhibidor de PTEN empleado previamente en
oligodendrocitos (De Paula y cols, 2014), incrementé la viabilidad oligodendroglial frente al estimulo
excitotoxico. Dicha proteccidn, se correlaciond con la capacidad del citado compuesto para impedir la
pérdida de fosforilacion de Akt tras la estimulacién de los receptores AMPA. Visualizamos también,
mediante western blot, como la inhibicién de PTEN afecta al grado de activacion de moléculas como la
Caspasa-8 o Bax. A este nivel podran investigarse, con mayor detalle, las implicaciones de la via PI3K/Akt
en el componente extrinseco del proceso apoptdético mediado por AMPA. La inhibicidn de la via PI3K/Akt
ha sido asociada con la activacién de la caspasa-8, previa pérdida de c-FLIP (Suhara y cols, 2001; Uriarte y
cols, 2005). Ademas, la accion apoptotica de moléculas como PACS-2, puede ser regulable mediante la
fosforilacion que sobre ella ejerce Akt (Aslan y cols, 2009). También la via mitocondrial se ve afectada por
la sefializacion Akt dependiente, entre otras, limitando la insercién mitocondrial de Bax (Ness y cols, 2004;
Pang vy cols, 2007). Por tanto, la participacién de PTEN y de la via PI3K/Akt en su conjunto en nuestro
paradigma experimental, ofrecen todavia un amplio abanico de potenciales interacciones dentro del
mecanismo apoptético global.

Por otra banda, se quiso analizar el estado de fosforilacién de PTEN a través del analisis del cluster
Ser380/Thr382/383, cuya fosforilacion se ha asociado a estados inactivos de PTEN (De Paula y cols, 2014;
Nakahata y cols, 2014; Chia y cols, 2015; Yang y cols, 2015). Sin embargo, tras la estimulacion de los
receptores AMPA oligodendrogliales, esta fosforilacion se incrementa a tiempos muy tempranos
coincidiendo con la disminucidn en los niveles de Akt fosforilado. Este hecho, es dificilmente encajable con
el papel propuesto en la literatura para la fosforilaciéon de PTEN a nivel de este cluster concreto.

En nuestro intento por determinar la posible quinasa reguladora de la actividad de PTEN hemos
descartado la participacion de ROCK o GSK3, como quinasas potencialmente moduladoras de la actividad
de PTEN (Maccario, 2007; Li y cols, 2014). Ademas, hemos determinado la influencia de CK2 en la
fosforilacién del cluster Ser380/Thr382/383, de forma acorde a lo descrito en la literatura (menor
fosforilaciéon del cluster asociada a menores niveles de Akt activo cuando CK2 es inhibida) (Patsoukis y
cols, 2013; Lima-fernandes y cols, 2014), pero no interpretable como la quinasa responsable del
incremento observado tras la estimulacién de los receptores AMPA.

Por ello queremos dejar constancia de la existencia de una molécula denominada PICT-1 con
capacidad para fosforilar a PTEN de forma aislada en el residuo Ser380 (Okara y cols, 2006; Yim y cols,
2007), pero con un matiz importante: las acciones de PICT-1 sobre PTEN, incrementan su actividad

fosfatasa.
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Mediante el analisis del grado de fosforilacién de PTEN a nivel de la Ser 380, tras la estimulacién de los
receptores AMPA oligodendrogliales, hemos constatado un incremento marcado en esta fosforilacién que
desaparece totalmente en presencia del inhibidor de PTEN. El hecho por el cual dos fosforilaciones, con
efectos potencialmente antagdnicos sobre la actividad de PTEN, se comporten de forma aparentemente
similar podria venir dada por la existencia del residuo Ser380 dentro del cluster reconocido por el
anticuerpo anti P-PTEN Ser380/Thr382/Thr383, pudiendo ser reconocido de forma inespecifica por este.
En todo caso, en el presente trabajo de investigacién y debido a la escasez de herramientas
farmacoldgicas no hemos podido analizar la posible participacion de PICT-1 en el mecanismo de activacién
de PTEN tras la estimulacidn de los receptores AMPA oligodendrogliales. Por ello, queda pendiente de
estudio la hipdtesis segun la cual PICT-1 seria la molécula que canalizaria los efectos inmediatos que,
sobre la fosforilacién/actividad de PTEN, pudiese generar el estrés celular mediado por la estimulacion de
los receptores AMPA oligodendrogliales.

PTEN ha sido propuesto como molécula clave en el acoplamiento entre la via PI3K/Akt y la via
SAPK/INK en modelos de isquemia (Zhang y cols, 2007). En esta situacion, la afectacién neuronal ha sido
asociada con la disminucion del grado de activacion de Akt acompafiada por el incremento en la tasa de
fosforilacién/activacién de JNK (Zhang y cols, 2007). En este modelo, se han podido manipular ambas vias
a través de la inhibicién de PTEN, incrementando y disminuyendo los niveles de activacidon de Akt y JNK,
respectivamente. En este sentido, son varios los mecanismos que pueden constituir un apoyo a este tipo
de interacciones, entre los cuales: la inhibicion directa de la via de SAPK/JNK a través de fosforilaciones
gue Akt ejerce sobre MLK3, MKK4 y ASK-1 (Kim y cols, 2001; Park y cols, 2002; Barthwal y cols, 2003). Por
ello, analizar la posible interdependencia de ambas vias en nuestro modelo de excitotoxicidad, seria uno
de los posibles objetivos para ahondar en las implicaciones de las vias PI3K/Akt y SAPK/INK en la muerte
oligodendroglial excitotdxica.

La degeneracidn y muerte de neuronas motoras, en el marco de la esclerosis lateral amiotroéfica, esta
mediado por la entrada masiva de Ca* a través de los receptores AMPA y ha sido relacionada, a su vez,
con PTEN. En dicho contexto, el knockdown de PTEN presenta mayores niveles de Akt y BAD fosforilados
(efecto protector a nivel de la sefializacidn intracelular), pero también genera variaciones en la expresion
de las subunidades de los receptores AMPA (efecto protector por la menor respuesta del receptor al
estimulo excitotétixico) (Yang y cols, 2014). Dichas observaciones, abren la puerta a posibles implicaciones
de PTEN en nuestro modelo de excitotoxicidad oligodendroglial, no exploradas hasta el momento.

En conclusion, la modulacién puntual de la actividad PTEN podria constituir una estrategia adecuada a
la hora de limitar la afectacion oligodendroglial frente al evento excitotdxico, con potenciales
implicaciones no analizadas hasta el momento. Sin embargo, dicha estrategia ha de extrapolarse y

aplicarse de forma puntual, en paradigmas experimentales como la EAE, teniendo en cuenta que la
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ausencia permanente de PTEN ha sido relacionada con efectos adversos en los oligodendrocitos y en la

mielinizacion basal de los tractos axonales (Harrington, 2010).

6. Eje PKC8/ERK/CREB como via endégena de supervivencia frente a insultos excitotdxicos

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, se determind la activacién transitoria de ERK,
tras la estimulacién de los receptores AMPA oligodendrogliales y caracterizada por un marcado caracter
antiapoptético (Domerq y cols, 2011). Concretamente, se puso de manifiesto como el bloqueo de la
activacion de ERK potenciaba, entre otros: la sobrecarga mitococondrial de Ca®, la despolarizacién de la
membrana mitocondrial vy la liberacidon de citocromo-c. Ademas, se identificd a la fosfatasa Dusp6 como
responsable de la transitoriedad de la activacién de ERK. (Domerqy cols, 2011).

En el presente trabajo de investigacion hemos corroborado la activacién de ERK a la par que analizado
el grado de fosforilaciéon / activacién de CREB pues constituye curso abajo y en multiples ocasiones, uno
de los mediadores de la actividad pro-supervivencia de ERK (Arany y cols, 2005; Park y Cho, 2006). En este
sentido, el incremento observado en los niveles de fosforilacion de CREB a nivel de la Ser 133, se
correlaciona con el patrén temporal de activacidon de ERK.

En estudios previos se han descrito supuestos en los que la activacién de CREB tras la estimulacién de
los receptores AMPA/KA neuronales es dependiente de ERK (Socodato y cols, 2009), asi como acciones
pro-supervivencia de CREB tras la activacién de los receptores AMPA oligodendrogliales (Deng y cols,
2006). En base a estas afirmaciones, hemos intentado determinar la existencia de un mecanismo de
activacién comun a ambas moléculas, curso arriba en la via de sefializacién ERK/CREB.

A este nivel, el andlisis del papel de las PKCs, se llevé a cabo dado su gran potencial a la hora de formar
parte de la cascada de activacion de ERK (Mendoza y cols, 2011; Kang, 2014). La inhibicion general de las
PKCs, no modificé la viabilidad oligodendroglial tras la estimulacién moderada de los receptores AMPA.
Sin embargo la inhibicién de PKC& a través de su inhibidor especifico, Rottlerina, potencié la muerte
oligodendroglial tras la activacion de los receptores AMPA, reflejo su participacidon en algun tipo de
sefializacion o mecanismo pro-supervivencia.

Teniendo en cuenta que ciertos trabajos han establecido una relacidn directa entre PKCS y el proceso
de activacién de ERK y CREB en distintos contextos (Basu y cols, 2005; Zhao y cols, 2007), se analizaron
mediante western blot las posibles consecuencias que la inhibicion de PKCS pudiese tener sobre estas
moléulas. Los resultados obtenidos, dejan constancia de la relacidn directa entre PKCS y el eje ERK/CREB:
la inhibicidon de la PKC& se asocia a la ausencia de activacion de ERK y CREB. En base a los efectos pro-
supervivencia descritos para ERK y CREB, en contextos de excitotoxicidad oligodendroglial, la ausencia de
activacion de ambas, encaja con el aumento de la citoxicidad mediada por AMPA en presencia de

Rotlerina.
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El papel pro-supervivencia del posible eje PKCS/ERK/CREB, es contrario al sugerido en un trabajo
previo en el que se describe una activacion de ERK dependiente de PKCS en neuronas expuestas a
Glutamato (Choi y cols, 2006), si bien lo es por la accidon antagdnica que curso abajo se sugiere para la
activacion sostenida de ERK en dicho contexto con respecto al generado en oligodendrocitos. Sin
embargo, son multiples los estudios que sugieren un papel pro-supervivencia para ERK en contextos de
excitotoxicidad glutamatérgica a nivel neuronal, por ejemplo: en neuronas granulares del cerebelo
(Ortega vy cols, 2011), en neuronas hipocampales (Melo 2013) o en neuronas del nucleo supraquidsmico
(Karmarkar y cols, 2011), entre otras. Se trata pues, de un mecanismo cuyos efectos estan ligados a las
condiciones del estimulo, al tipo celular y sobretodo al patrén temporal de activacion de la via.

Por otra banda la ausencia de Bax, mecanismo de proteccion eficaz a la hora de impedir la disfuncidn
mitocondrial y por consiguiente la muerte oligodendroglial excitotdxica (Sanchez y cols, 2011), no ha
tenido repercusién en la potenciacidn de la muerte mediada por la inhibicién de PKC6. Este dato sugiere
una magnificacién a nivel cuantitativo de la muerte oligodendroglial, acompafiada de cambios en el tipo
de mecanismo subyacente al dafio. En esta misma linea la inhibicién farmacoldgica de las caspasas,
elementos centrales del mecanismo apoptotico generado por el fendmeno excitotdxico (Sanchez-Gomez,
2003), también fue estéril a la hora de mitigar los efectos de la inhibicién de PKC§, es decir, de la ausencia
de activacién de ERK y CREB.

Ambos hallazgos indican que mediante la inhibicién de PKC6 y consecuentemente de la activacién de
ERK y CREB, el proceso apoptético deriva hacia condiciones necréticas, menos manipulables. En este
sentido, la inhibicion de PKC& mimetiza los efectos de la inhibicién farmacoldgica de ERK, mediante el
compuesto U0O126 (Domerq y cols, 2011), que también potencia la muerte oligodendroglial mediada por
AMPA. Este incremento de la toxicidad fue vinculada a un estimulo moderado de los receptores AMPA
(AMPA 10uM) pero no tuvo lugar cuando el estimulo fue agudo (AMPA 100 uM) (Domercq y cols, 2011),
pues este Ultimo genera muerte oligodendroglial de tipo necrético (Sanchez-Gémez y cols, 2003).

Finalmente, dado que en la literatura existen trabajos en los que se pone de manifiesto la afectacidn
de Prx-1 en contextos de inhibicion de PKCS (Li y cols, 2002; Li y cols, 2004), se analizé la expresidon de esta
molécula cuando PKC& se encontraba inhibida. El hecho de que no se hayan observado diferencias
significativas en la bajada de los niveles de Prx-1 provocada por AMPA, con independencia del estado de
PKC§, parece indicar que la no activacion de la via ERK/CREB supone el principal mecanismo subyacente a
la potenciacion de la muerte oligodendroglial cuando PKC6 permanece inhibida.

Para cimentar completamente los hallazgos expuestos a nivel de la via propuesta PKCS/ERK/CREB seria

necesario, corroborar los resultados obtenidos mediante silenciamiento génico de PKC&.
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8. Observaciones finales

La MS es una enfermedad inflamatoria desmielinizante y crénica que afecta al SNC, caracterizada por la
inflitracidon encefdlica de leucocitos y la aparicién de placas multifocales de desmielinizacidon. Aunque no
se ha sido establecido de forma concluyente el origen etiolégico de la MS, es altamente probable que no
esté restringido a un sélo mecanismo subyacente. Precisamente en esta linea el abordaje terapéutico de

esta enfermedad es complejo considerdndose, de forma general, tres aproximaciones:

1. Limitar la respuesta inmune patoldgica.
2. Proteger al SNC del dafio y la degeneracién celular.
3. Reparar el dafio existente a través de la potenciacién del proceso de remielinizacién.

La mayoria de los tratamientos iniciales se basaban en terapias inmunomoduladoras, eficientes a la
hora de limitar la gravedad y frecuencia de las recidivas pero ineficaces para impedir el avance y transicion
hacia la MS progresiva. Los tratamientos cldsicos a este nivel, dirigidos a limitar la activacién patoldgica de
las células del sistema inmune, interferian con el correcto funcionamiento de la respuesta inmunitaria
global, dejando tras de si una serie de efectos adversos. Este tipo de aproximacion ha ido refinandose,
resultando en la aparicion de nuevas moléculas como el fingolimod (Brinkmann y cols, 2010) o el
natalizumab (Steinman, 2012) cuya accidon es mas restringida y especifica, asi como también a través de
aproximaciones como la terapia celular (mediante la administracién de células con antigenos de mielina
acoplados) (Getts y 2013; Lutterotti y cols, 2013).

Asi mismo, en el estudio de la proteccién oligodendroglial, muchas de las estrategias existentes frente
a los procesos apoptoticos, fueron precisamente descubiertas gracias a sus propiedades
inmunomoduladoras o neuroprotectoras en otros contextos. En el marco de la MS, se hace especialmente
complejo determinar si los efectos beneficiosos de algunas moléculas como por ejemplo atorvastatina o
monociclina surgen a raiz de sus propiedades inmunomoduladoras, por sus efectos neuroprotectores o
por la conjuncién de ambos, dado que inflamacién y degeneracién celular estan intimamente ligadas en
dicho contexto.

Por todo ello, conocer con detalle no sélo el proceso de inflamacién sino también los mecanismos
implicados en el dafio y muerte oligodendroglial, redundara en la aplicacién de terapias combinadas
(tratamientos inmunomoduladores y tratamientos neuroprotectores o antiapoptdticos) mas especificos y
eficaces. En esta linea, las potenciales contribuciones de moléculas como c-FLIP, CK2 o ASK-1 tanto en el
proceso inflamatorio (Atxell y cols, 2006; Guo y cols, 2010; Tanner y cols, 2015) como en la excitotoxicidad
oligodendroglial, podrian sentar las bases para tratamientos que puntualmente potencien (c-FLIP) o

bloqueen (CK2, ASK-1) la totalidad de intervenciones de estas moléculas en el contexto general de la MS.
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Figura 81. Principales mecanismos de seiializacion subyacentes a los procesos de excitotoxicidad
glutamatérgica oligodendroglial. La activacién moderada de los receptores AMPA de los oligodendrocitos genera un
contexto apoptético caracterizado por disrupcion de la homestasis del Ca", afectacién mitocondrial y estrés de RE.
En base a los datos pre-existentes, se ha podido complementar el esquema de sefializacion ya establecido. En este
sentido, se ha confirmado la contribucién de la via apoptdtica extrinseca a través de una serie de eventos que
implican pérdida de c-FLIP, activacion de la caspasa-8 y aparicion de t-Bid. Por otro lado, dos de las vias de
sefializacion propias de la UPR, iniciadas por la activacion de IREla y elF2a, son activadas durante este fendmeno
excitotoxico y de manera novedosa hemos revelado cdmo la quinasa CK2 actia como elemento modulador de estas
dos vias: por un lado, limita la activacion/fosforilacion de elF2a y, de manera contraria, fomenta la fosforilacion de
IREla que, a su vez, contribuye de forma notable a la activacion del eje pro-apoptotico ASK-1/JINK/p38. La activacion
de JNK y p38 se ha relacionado de forma directa con el incremento en los niveles de p53 -Serl5, posibilitando su
interaccidn con la mitocondria, de la misma manera que JNK también puede mediar la activacion de p53 a nivel
transcripcional mediante su translocacion al nucleo, evento también relacionado con la actividad de CK2. Por otra
parte, la via de supervivencia PI3K/Akt/mTOR se ve significativamente inhibida tras la activacién de los receptores
AMPA en oligodendrocitos, proceso claramente dependiente de la accion de la fosfatasa PTEN y sin la participacion
de la kinasa mTOR. Finalmente, se ha constatado la activacion de la via PKC6/ERK/CREB como un mecanismo de
defensa celular relevante a la hora de promover la supervivencia de parte de los oligodendrocitos sometidos al
estrés excitotdxico. Esta via, ademas, podria contribuir de manera notable a que el dafio oligodendroglial
desencadenado por la activacion moderada de los receptores AMPA no desemboque en un proceso de muerte de
caracter necrético sino responda a un modelo apoptdtico, bioquimicamente controlado y ejecutado a través de
claves moleculares definidas
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La muerte excitotdxica causada por el AMPA en oligodendrocitos, implica mecanismos apoptdticos
con participacion no sélo de la via intrinseca sino también de la via extrinseca, caracterizada por la
pérdida temprana de sefial de c-FLIP y por la activacion de Bid/t-Bid mediada por la accion de la

Caspasa-8.

La sefial excitotoxica modifica de forma marcada el ambiente intracelular, afectando al estado de las
grandes vias de sefializacién como PI3K/AKT, MAPKs activadas por estrés (JNK y p38) o a la via de

ERK/CREB e implicando a moléculas clave como el gen supresor tumoral p53.

La via ASK-1/JNK/p38 es activada de forma robusta en oligodendrocitos tras el estimulo con AMPA

contribuyendo, entre otros, al mecanismo de activacidn transcripcional y mitondrial de p53.

La estimulacion de los receptores AMPA de oligodendrocitos potencia la actividad de la Casein
Kinasa Il (CK2), enzima cuya inhibicién incrementa la viabilidad oligodendroglial frente al estimulo

excitotoéxico.

La Casein Kinasa Il (CK2) se revela como probable nexo de unién entre la contribucidon pro-
apoptédtica de la UPR (estrés de RE), a través de la via iniciada por IREla y la activacion del eje

ASK1/INK/p38.

La via PI3K/AKT sufre una inhibicion temprana, presumiblemente mediada por PTEN, tras la
activacion de los receptores AMPA oligodendrogliales. Esta reduccién marcada en los niveles de
activacion de la via proporciona las condiciones adecuadas para la activacién de los pasos iniciales

de la cascada apoptotica.

PKC-6 es responsable de la activacidén transitoria y pro-supervivencia de ERK y CREB tras la
estimulacién de los receptores AMPA de oligodendrocitos. La inhibicidn de la misma, potencia la
muerte oligodendroglial que abandona parametros apoptdticos para derivar en un mecanismo de

caracter necratico.
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