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MARCO EN EL QUE SE HA DESARROLLADO ESTA
TESIS

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se ha realizado en el Instituto Tedfilo
Hernando de 1+D del Medicamento (ITH) y se enmarca en una linea de investigacion
bésica-aplicada orientada a la caracterizacion, desde un punto de vista farmacolégico
y funcional, de los receptores nicotinicos para la acetilcolina de tipo neuronal
(nAChRs) y su implicacion en la fisiopatologia y el posible tratamiento farmacolégico

de la enfermedad de Alzheimer.

En el afio 1911 Santiago Ramon y Cajal postulo la Teoria Neuronal, que afirma
gue el sistema nervioso estd compuesto por células individuales (neuronas) que
contactan entre si por unas minulsculas regiones especializadas (sinapsis). Esta
hip6tesis abrid la puerta a otra gran pregunta para la Ciencia, relativa a la naturaleza
de la sefial que se transmitia entre distintas neuronas. Asi se postularon dos teorias: la
neurotransmision eléctrica y la quimica. Finalmente, fueron los experimentos
realizados por Otto Loewi en 1921 los que vinieron a confirmar la existencia de una
neurotransmision quimica, demostrando que una sustancia que él denominé vagustoff
(actualmente conocida como acetilcolina) se liberaba tras la estimulacion del nervio
vago y servia para estimular a otras neuronas. Unos afios mas tarde, en 1936, Sir
Henry Dale demostré que la acetilcolina (ACh) era liberada por estimulacion de los

nervios motores en la placa motora.

No obstante, hasta los afios 50 no se demostré la Teoria i6nica mediante la
que Fatt y Katz afirmaron que la transmision quimica estaba mediada por la
estimulacion de un receptor por su correspondiente agonista fisioldgico (en el caso de
la unién neuromuscular la ACh, actuando sobre receptores de tipo nicotinico), lo que
producia la apertura de un canal por el que pasaban iones, generando asi una accién

excitadora en el musculo.

Tras estas aportaciones, el estudio y caracterizacién del receptor nicotinico se
convirtié en una prioridad. Se trat6 de indagar en la naturaleza y funcion de estos

receptores presentes en el sistema nervioso. La principal contribucién para llevar a
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cabo este estudio fue la deteccion de gran cantidad de estos receptores en el érgano
eléctrico del pez Torpedo marmorata, cuyo receptor es homoélogo al receptor de la
placa motora. Los estudios realizados por el grupo de Raftery (Raftery, Vandlen et al.
1976) permitieron solubilizar y aislar el primer canal iénico de células excitables, al
mismo tiempo que Neher y Sakmann (Neher and Sakmann 1976) realizaron los
primeros registros electrofisiolégicos de canal Unico del receptor nicotinico de células
musculares de rana. En los afios 80 el abordaje de este tipo de estudios se realizé
mediante técnicas de biologia molecular, clonando los genes que codificaban la
expresion de las diferentes subunidades que componen este receptor, y
expresandolos en sistemas heterélogos, fundamentalmente en ovocitos de Xenopus
laevis (Noda, Takahashi et al. 1982; Noda, Furutani et al. 1983; Noda, Takahashi et al.
1983).

Desde entonces se han conseguido identificar una amplia variedad de subtipos
de receptores nicotinicos que comparten una gran similitud con el del érgano eléctrico
del Torpedo y el de la placa motora. Estos receptores se engloban bajo la
denominacion de receptores nicotinicos para la acetilcolina (nAChRS) y constituyen un

pequefio grupo dentro de los receptores activados por ligando (RAL).

El conocimiento de su estructura y funcién ha hecho posible el estudio de sus
implicaciones fisiol6gicas y patoldgicas, lo que conlleva al abordaje de su posible
farmacologia y con ello al disefio y sintesis de nuevos farmacos que potencialmente
puedan servir para atenuar las deficiencias de estos receptores que se aprecian en

diversas enfermedades neurodegenerativas, entre otras diversos tipos de demencia.

Asi, por ejemplo, se ha descrito que los déficits cognitivos que ser producen en
la demencia asociada a la enfermedad de Alzheimer (EA) se correlacionan con la
afectacion de vias colinérgicas a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC),
apreciandose una reduccion del numero de nAChRs en éstas. Igualmente hay
evidencias que indican que los nAChRs interaccionan con el péptido amiloide $ (AR),
el cual se acumula extracelularmente, particularmente en el hipocampo y en la corteza
cerebral, en la enfermedad de Alzheimer. Actualmente, los farmacos utilizados en el

tratamiento de las etapas tempranas de la EA basan su mecanismo de accion en una
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mejora de la neurotransmision colinérgica, por lo que se podria pensar que los nAChR
podrian constituir una excelente diana terapéutica para tratar a los pacientes con EA,
especialmente en las etapas tempranas del desarrollo de la enfermedad (Parri and
Dineley 2010).

En base a estos antecedentes, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha
sido caracterizar los posibles efectos del péptido AR sobre los receptores nicotinicos
los subtipos a3B4 y a7, expresados heterélogamente en ovocitos de Xenopus laevis,

utilizando la técnica de fijacion de voltaje de doble electrodo.




Instituto
Teofilo Hernando

para la I1+D del Medicamento

1 INTRODUCCION

Durante la activacion neuronal se liberan a la hendidura sinptica pequefas
moléculas, llamadas neurotransmisores, desde la neurona presinptica; con ello se
transmite la informacion desde esta neurona presinptica a otra o a un érgano diana
(por ejemplo el musculo). Estos neurotransmisores van a realizar su funcion mediante
la activacion de receptores especificos presentes en la membrana de la célula
postsinaptica, denominados comidnmente como “receptores activados por ligandos
(RAL)".

La activacion de estos receptores por el correspondiente agonista conduce a una
serie de cambios conformacionales en su estructura, con la consiguiente apertura de
un canal iénico, generalmente de baja selectividad, que permite el paso de diversos
iones a su través, fundamentalmente cloruro (receptor GABA), sodio y calcio
(receptores nicotinicos y NMDA). La despolarizacion que sigue a estos cambios
ibnicos genera sefales rapidas en la neurona postsinaptica (potenciales de accion) o
lentas (elevacion de la concentracion citosélica del catién calcio y de otros segundos

mensajeros).

1.1 EL RECEPTOR NICOTINICO DE TIPO NEURONAL

A pesar de que en el SNC existen diferentes poblaciones de neuronas que
contienen y liberan acetilcolina, hasta 1986 se pensaba que ésta actuaba
exclusivamente a través de receptores muscarinicos. En esta fecha, en un trabajo de
Boulter y col. (Boulter, Evans et al. 1986) se describieron los resultados obtenidos
mediante hibridizacién in situ en los que se mostraba que los receptores nicotinicos
eran abundantes en muchas partes del cerebro. Desde entonces, la forma mas clara y
simple de clasificar los receptores nicotinicos es aquella que los agrupa en musculares

y neuronales.

El receptor nicotinico neuronal (hAChR) se encuentra ampliamente distribuido,

con localizaciones pre- y post-sinpticas, tanto a nivel del sistema nervioso autbnomo
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(SNA), como en células cromafines de la suprarrenal y en muchas neuronas del SNC,
particularmente en el hipocampo y en la corteza prefrontal (McGehee and Role 1995).
Se ha descrito también su presencia en diferentes tejidos no-nerviosos como el epitelio
intestinal, el epitelio y el endotelio pulmonar, el tejido adiposo, el sistema inmune, el
epitelio oral y el endotelio vascular, en queratinocitos, en 6rganos reproductores, en
vejiga urinaria o en células cancerigenas (Gahring and Rogers 2005; Kawashima and
Fujii 2008), donde se han relacionado con la patologia de ciertas enfermedades,
convirtiéndolos asi en potenciales dianas terapéuticas (Gwilt, Donnelly et al. 2007;
Fujii, Takada-Takatori et al. 2008; Kawashima and Fujii 2008; Arias, Richards et al.
2009; Egleton, Brown et al. 2009; Foster, Jones et al. 2012).

1.1.1 Estructuray composicion de los receptores nicotinicos neuronales

El receptor nicotinico neuronal, al igual que su homélogo de la placa motora,
pertenece a la gran superfamilia de receptores ionotrépicos, en la que se incluyen los
receptores de glicina, GABA,, 5-HT; para serotonina y NMDA y AMPA para glutamato
(Bormann and Clapham 1985; Castro, Oset-Gasque et al. 1989; Ortells and Lunt
1995).

Gran parte de lo que se conoce sobre la estructura de los nAChRs se ha
extrapolado a partir de los estudios de microscopia electronica realizados en los
NAChRs post-sinapticos del érgano eléctrico del pez Torpedo (Unwin 1993; Unwin
1995; Miyazawa, Fujiyoshi et al. 1999; Miyazawa, Fujiyoshi et al. 2003; Unwin 2005),
asi como de los estudios estructurales de alta resolucion de la AChBP (Acetylcholine
binding protein) (Brejc, van Dijk et al. 2001). Esta ultima es una proteina soluble
homopentamérica que secretan las células gliales del caracol Lymnaea en las sinapsis
colinérgicas, en las que modula la transmision sinaptica mediante su union a la ACh.
Su hallazgo ha permitido avanzar enormemente en el conocimiento de la estructura
extracelular de los receptores nicotinicos, en particular de su lugar de unién al

agonista.

Desde un punto de vista estructural, el receptor nicotinico neuronal es una

proteina transmembrana formada por la combinacién de cinco subunidades que se
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insertan en la membrana celular de forma simétrica, a modo de barril, en torno a un
poro central (figura 1), cada una de las cuales ejerce una funcién determinada en el
receptor. Estas subunidades se asocian entre si con diferentes estequiometrias para

dar lugar a receptores funcionales.

Cada una de estas subunidades consta de cuatro zonas bien definidas
(Corringer, Le Novere et al. 2000; Karlin 2002):

(1) Un largo dominio extracelular que abarca la regién comprendida entre el
extremo N-terminal y el primer segmento transmembrana (M1), que contiene
sitios para glicosilacion y los elementos esenciales del sitio de unién de

agonistas y antagonistas.

(2) Cuatro segmentos transmembrana de cardcter lipofilico denominados M1, M2,
M3 y M4. El poro iénico estd formado por el segmento transmembrana M2 y
por parte del extremo N-terminal del segmento transmembrana M1 de cada una

de las subunidades que forman el receptor.

(3) Un largo dominio citoplasméatico, comprendido entre los segmentos M3 y M4,
donde se sitian sitios de fosforilacion, que condicionan la modulacién del
receptor. A pesar de que todas las subunidades presentan secuencias
homdélogas, ésta es la regiébn mas variable (Sargent 1993; Lindstrom, Anand et
al. 1995).

(4).-Un corto dominio C-terminal orientado extracelularmente.
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Sitio de umion al agonista

hspasicion de una
subunidad en la
membrana

celular
Interior celular

Figura 1. Estructura del receptor nicotinico inserto en la membrana. La glicoproteina esta formada por 5
subunidades homologas, cada una de las cuales presenta 4 segmentos hidrofébicos (M1-M4) que se
disponen atravesando la membrana. Los extremos N- y C- terminal de la proteina son extracelulares.

Las diferentes subunidades que forman parte de un nAChR se pueden clasificar en

dos grandes grupos segun su funcion (figura 2):

a) Subunidades de unién al agonista o subunidades a: Caracterizadas por la
presencia de dos residuos de cisteinas contiguos en las posiciones 192 y 193,
situadas en el extremo N-terminal (Karlin and Akabas 1995). El agonista se une
a 2 subunidades o 0 en lugares cercanos a la interfase entre éstas y otras

subunidades.

b) Subunidades estructurales o subunidades B su funcidon principal es
estructural, si bien en los Ultimos afios se les esta otorgando un papel
importante en el proceso de unién del agonista (Duvoisin, Deneris et al. 1989;
Sine 1993; Parker, Beck et al. 1998; Boorman, Beato et al. 2003; Unwin and

Fujiyoshi 2012) y en la funcionalidad y sensibilidad farmacologica del receptor
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(Duvoisin, Deneris et al. 1989; Cachelin and Jaggi 1991; Luetje and Patrick
1991; Papke and Heinemann 1991; Harvey and Luetje 1996; Bohler, Gay et al.
2001; Wu, Liu et al. 2006).

En este apartado podria incluirse a la subunidad a5, que si bien se designé
como subunidad o por la presencia de las dos cisteinas contiguas en el
extremo N-terminal, no presenta en su secuencia determinados aminoacidos
caracteristicos conservados en todas las subunidades o, que parece estar
implicados en la unién al agonista (Karlin and Akabas 1995). Ademas, su
secuencia guarda gran parecido con la subunidad B3 (Boulter, O'Shea-
Greenfield et al. 1990) y no es capaz de formar receptores con sitios de union
al agonista funcionales cuando se co-inyecta con otras subunidades o 0 3 en
ovocitos de Xenopus. No obstante, se le han atribuido funciones tanto
estructurales como modificadoras de las caracteristicas biofisicas vy
farmacoldgicas del receptor (Ramirez-Latorre, Yu et al. 1996; Wang, Gerzanich
et al. 1996; Kuryatov, Onksen et al. 2008).

Unidn al agonista  Estructurales

@crior cc[ulalfr/- <) \ al BI
I,-' :r o2 Bz
o3 p3
o4 B4
: asS —
Membiy ab
celuly € W 0'.7 "0|!'
oy | eI d (e
| l . - u-Bgt.‘{ as \_.L)_/
Interior celular g ag
\ / all as
g T U
e TT R LT

Figura 2. Diferentes subunidades que pueden formar parte de un receptor nicotinico neuronal

-8-



o {
Instituto )

Tedfilo Hernando "}}‘_

para la I1+D del Medicamento

1.1.2 Clasificaciéon de los receptores nicotinicos neuronales

Hasta la fecha se han identificado 12 genes distintos que codifican otras tantas
subunidades del receptor nicotinico neuronal. De todos estos genes, nueve codifican

para las denominadas subunidades a (a2-a10), mientras que las tres restantes se
denominan subunidades B (B2-B4). Algunos de estos genes han sido clonados en la

especie humana (a2-a5, a7, B2 Y B4)(Sargent 1993; Dani 2001).

A diferencia de lo que ocurre con el receptor nicotinico de masculo esquelético,
que esta constituido por la combinacion de 4 subunidades diferentes (a1, 1,y Y 9)
(figura 3), la combinacién exacta de subunidades del pentamero que configura el
receptor nicotinico neuronal no ha podido ser aun esclarecida in vivo; es razonable
pensar en la existencia de varias combinaciones posibles entre las distintas
subunidades, que dan lugar a diversos subtipos de receptores nicotinicos, pudiendo
éstos estar formados por la agrupacion de 5 subunidades o del mismo tipo (lo que
origina receptores homoméricos), o por la combinacion de como minimo dos

subunidades o con subunidades B (receptores heteroméricos).
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Receptor nicotinico
muscular

Funcion
motora

Cognicion, Neuroproteccién

atencion, Regulacion de la
analgesia liberacién de neurotransmisores

Figura 3. Subunidades que componen los principales subtipos de receptores nicotinicos presentes en el
sistema nervioso y funciones fisiolégicas que se asocian a los mismos (Gandia 2006).

De hecho, se conocen al menos ocho combinaciones posibles entre distintas
subunidades o y B del receptor nicotinico, que han sido ya transfectadas y expresadas
eficientemente en diversos sistemas de expresion, dando lugar a distintos subtipos de
receptores nicotinicos, algunos de los cuales presentan propiedades fisiol6gicas y
farmacologicas similares a las de los receptores naturales encontrados en el cerebro.
Las combinaciones mas frecuentemente encontradas en el SNC corresponden a los
receptores heteroméricos a3p4, y a4p2 y a los receptores homoméricos a7 (figura 3)
(Sargent 1993; Dani 2001; Albuquerque, Pereira et al. 2009).

La composicion en cuanto a subunidades de los nAChRs va a determinar tanto
sus propiedades biofisicas (rapidez y tiempo medio de apertura, conductancia,
desensibilizacion, permeabilidad al calcio, etc.) como sus propiedades farmacolégicas
y, por tanto, sus implicaciones fisiolégicas y patologicas, de ahi la importancia de su

caracterizacion.
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Actualmente, la identificacion de las subunidades que conforman un
determinado receptor se basa en la combinacién de técnicas de deteccion de ARNm
(hibridacion in situ o PCR) o proteinas (co-inmunoprecipitaciébn o inmunocitoquimica),

junto con ensayos funcionales (electrofisiologia o secrecion de neurotransmisores).

1.1.3 Aspectos funcionales de los receptores nicotinicos neuronales.

Como se ha comentado anteriormente, la activacion del nAChR tiene lugar
cuando un ligando (agonista) se une a dicho receptor, provocando una serie de
cambios conformacionales que llevan a la apertura del poro i6nico del canal, lo que
favorecerd los movimientos iénicos a través de este receptor. Dentro de este proceso
de activacion del nAChR debemos comentar los siguientes aspectos que pueden tener
importantes repercusiones en el funcionamiento de los distintos subtipos de receptores

nicotinicos neuronales:

A) Sitios de union del ligando: es necesaria la union de dos moléculas de
agonista al nAChR para provocar el cambio conformacional que va a afectar a
todas las subunidades y que tiene como consecuencia final la apertura de su
canal iénico (Sine and Taylor 1980; Kistler, Stroud et al. 1982; Unwin 1996).

En el caso de los receptores homomeéricos, este sitio de unién se sitla en la
interfase entre subunidades adyacentes, mientras que en el caso de receptores
de tipo heteromérico, estos sitios de unién se encuentran en la interfase entre

subunidades a y B (figura 4).

En ambos casos, el sitio de unién del ligando esta formado por una serie de
residuos aminoacidicos pertenecientes al componente principal o lado positivo
(A, By C) y al componente secundario o lado negativo (D, E y F)(Corringer, Le
Novere et al. 2000; Dougherty and Lester 2001). Mientras que en los
receptores heteroméricos el componente principal lo aportan las subunidades o
y el secundario las subunidades B, en los receptores homoméricos todas las

subunidades contribuyen a ambos componentes (Krause, Buisson et al. 1998).
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A

Receptor homomérica Receptor heteromérico

T >
oW OO

Wil

Tl o8

Componente Componente
principal secundario

Figura 4. A) Localizacion de los sitios de union del ligando en receptores de tipo homomérico y
heteromérico (Adaptado de Gotti y Clementi, 2004); B) Localizacion de los componentes principal
y secundario en un receptor heteromérico (Adaptado de Dourgherty y Lester, 2001).

Es de destacar que ni la subunidad a5 ni la B3 forman parte de los sitios de
union del ligando, ya que estas subunidades carecen de los amino&cidos
necesarios para ello y, por tanto, estdn consideradas como subunidades

auxiliares (Gotti and Clementi 2004).

B) Comportamiento cinético: como ya se ha comentado, la union del agonista al
receptor provoca una serie de cambios conformacionales que llevan a una
rotacion de las subunidades y concluyen con la apertura del poro y el paso de

cationes a su través.

De una manera muy simplista, el proceso de unidn del agonista y activacion del
receptor se pueden explicar a través de un modelo cinético sencillo (figura 5).

Segun este modelo, desde un punto de vista funcional, los distintos subtipos de

-12 -



& .
Instituto % S
Teodfilo Hernando % 7, DR &
para la I1+D del Medicamento 1 >

NAChRs pueden encontrarse en tres estados distintos (Karlin and Akabas
1995):

Reposo 0 estacionario: predomina en ausencia de agonista. En este caso la

probabilidad de apertura del canal es muy baja.

Abierto: la unién de dos moléculas de agonista favorece la apertura del canal
durante unas decenas de milisegundos.

Desensibilizado: en la presencia continua del agonista provoca un cambio

conformacional en el receptor que hace que el canal pierda su funcionalidad.

Sitio de umion 2l agonista
\

| Estado estacionario | | Estado activado | | Estado desensibilizado

{poro cerrado) {poro abierto) ({poro cerrado)

Figura 5. Activacion del nAChR. (A) Modelo cinético sencillo del proceso de activacién del canal
gue incluye 3 estados conformacionales del receptor. (B) Cambios conformacionales que tienen
lugar tras la union de 2 moléculas de agonista, que conlleva a la apertura del poro i6nico.

C) Selectividad iénica del canal: Los nAChRs son canales ionicos selectivos al

paso de cationes (Na* en mayor medida, Ca®" y K*). En esta selectividad i6nica
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se ven implicados una serie de aminoacidos cargados negativamente (Glu, GIn
y Asp) del segmento M2 de cada una de las subunidades que forman el canal,
los cuales confieren un entorno optimo al paso de cationes, impidiendo el paso
de aniones por repulsion electrostética (Imoto, Methfessel et al. 1986; Imoto,
Busch et al. 1988).

Particularmente interesante resulta la permeabilidad al cation Ca®** de los
receptores nicotinicos neuronales. Dependiendo de la estructura molecular del

receptor, la permeabilidad i6nica a este cation varia de unos receptores a otros.

Asi, se ha descrito que el receptor nicotinico de la uniébn neuromuscular en
vertebrados presenta una muy baja permeabilidad a Ca®* (Lewis 1979; Adams,
Dwyer et al. 1980) con respecto a la permeabilidad descrita para los receptores
de glutamato, en concreto para el subtipo de receptor NMDA, que se ha

descrito como un receptor sumamente permeable a calcio.

Por el contrario, los receptores nicotinicos neuronales presentan una
permeabilidad relativamente alta a ca® (Mulle, Choquet et al. 1992; Vernino,
Amador et al. 1992; Rathouz and Berg 1994), si bien, esta permeabilidad
depende de la subunidad presente en el receptor funcional. Algunos de estos
receptores se han descrito como altamente permeables a calcio, como es el
caso de los receptores homoméricos, que presentan una elevada
permeabilidad al i6n Ca?*, siendo ésta equiparable incluso a la de los
receptores de glutamato de tipo NMDA, en el caso de receptores o7 (Rogers
and Dani 1995; Fucile 2004), o incluso a la de los canales de Ca*
dependientes de voltaje, como es el caso de los receptores o9 (Jagger,
Griesinger et al. 2000; Katz, Verbitsky et al. 2000).

Finalmente, cabe destacar que la presencia de la subunidad o5 ha sido
relacionada con un aumento ostensible de la permeabilidad a este catién en

receptores heteroméricos (Gerzanich, Wang et al. 1998).
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1.1.4 Farmacologia de los receptores nicotinicos neuronales.

Gracias a las técnicas de biologia molecular y de mutagénesis dirigida,
combinadas con técnicas electrofisiol6gicas, ha sido posible la identificacién de
determinados aminoacidos en el nAChR implicados en los procesos de reconocimiento
de los diferentes farmacos. Ademas del lugar de unién del agonista, donde también
pueden unirse antagonistas competitivos, también han sido descritos otros sitios de
union para farmacos no competitivos, tanto agonistas como antagonistas, y para otras
sustancias moduladoras (Paterson and Nordberg 2000) (figura 6).

Sitio para antagonistas Otros sitios moduladores
no competitivos (Ca", esteroides, etc.)

Figura 6. Representacion esquemdtica del receptor nicotinicos neuronal con los sitios de union
para diferentes ligandos farmacoldgicos (agonistas, antagonistas y moduladores alostéricos).

La combinacién de subunidades presentes en un determinado receptor no sélo
determina su especificidad funcional, sino también un perfil farmacolégico
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caracteristico. La farmacologia de los compuestos que actlan sobre los distintos
subtipos de receptores se evalla mediante técnicas electrofisiolégicas y bioquimicas,
tanto en preparaciones celulares, como en sistemas de expresion heterdloga de los
ARNmM que codifican las distintas subunidades. A pesar de la diferencia que pueda
existir entre el funcionamiento de los receptores recombinantes y los nativos (Sivilotti,
McNeil et al. 1997), el objetivo de los estudios realizados en sistemas de expresion
heterdloga es determinar qué subtipos estan implicados en cada uno de los efectos de

los distintos farmacos nicotinicos.

La mayor parte de los agonistas nicotinicos disponibles actualmente (Tabla 1)
se caracterizan por no poseer selectividad receptorial, es decir, son capaces de activar
todos los subtipos de receptores nicotinicos. La aparicibn de nuevos compuestos
selectivos ha permitido conocer la implicacién de un determinado subtipo de receptor

en una determinada funcion fisiolégica o fisiopatolédgica.

Agonistas no selectivos Agonistas selectivos a7

5-1-A85380

ABT-418 /ABT-089 / ABT-594

Acetilcolina
Anabaseina
Anatoxina
Carbacol

Dimetilfenilpiperazinio (DMPP)

Epibatidina
Lobelina
Nicotina

4-OH-GTS-21
AR-R17779
Colina
GTS-21
JN403
PNU-282987

Antagonistas no selectivos
a-conotoxina Ml
Clorisondamida
Dihidro-p-eritroidina
D-tubocurarina
Erisodina
Hexametonio
Mecamilamina
Trimetafan

Antagonistas selectivos a7
o-bungarotoxina
a-conotoxina Iml
Metilicaconitina

Moduladores alostéricos no

selectivos
Codeina

Moduladores alostéricos selectivos a7

5-OH-indol
PNU120596
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Fisostigmina (eserina)
Galantamina
Ivermectina

Tabla 1. Algunos ligandos de receptores nicotinicos neuronales

Actualmente estan adquiriendo gran importancia los moduladores alostéricos,
tanto en el campo de la terapéutica, como en el de la farmacologia. El concepto de
modulador alostérico surgié de la mano de la galantamina, un farmaco actualmente
utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y que, aunque inhibe
débilmente la acetilcolinesterasa, mejora de forma significativa la cognicién y retrasa el
deterioro del paciente. Se ha planteado la posibilidad de que su efecto alostérico, a
nivel de receptores nicotinicos cerebrales, sea el responsable de su eficacia en la
prevencion del deterioro cognitivo, por lo que en la actualidad se esta trabajando en la
sintesis de nuevos moduladores alostéricos que puedan actuar mejorando la

transmision colinérgica en otras enfermedades (Williams, Wang et al. 2011).

Los moduladores alostéricos se unen al receptor nicotinico en un lugar
diferente al sitio de uniébn del agonista (figura 6), induciendo un cambio
conformacional que provoca una hipersensibilidad del receptor al agonista (Changeux
and Edelstein 2001). La principal ventaja de estos compuestos como agentes
terapéuticos es que no son activos en ausencia de agonista. Ademas, los moduladores
alostéricos selectivos, por ejemplo, para el receptor a7, constituyen una herramienta
farmacoldgica muy Gtil para la comprension de la farmacologia y del papel fisiolégico

de estos receptores (Williams, Wang et al. 2011).

1.1.5 Implicaciones fisiopatoldgicas de los receptores nicotinicos neuronales

Para entender el papel fisioldgico que los receptores nicotinicos neuronales es
importante tener un buen conocimiento sobre la distribucion de estos receptores en el
SNC, es decir, conocer qué subtipos de nAChR se expresan en una determinada area
cerebral. Este conocimiento sobre la distribucion de los diferentes subtipos de nAChR

nos permitiran también entender la posible correlacion entre disfunciones receptoriales
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y alteraciones o patologias del SNC. Para llevar a cabo este mapeo de los distintos
subtipos de receptores nicotinicos neuronales se han utilizado diversas metodologias,
entre otras el estudio de los ARNm en distintas areas cerebrales, el uso de distintos
farmacos agonistas y/o antagonistas combinado con técnicas de imagen (por ejemplo
tomografia de emisién de positrones; PET), el uso de anticuerpos selectivos como
marcadores de subtipos de nAChR, o mediante técnicas de inmunoprecipitacion con
anticuerpos o toxinas selectivas (Hurst, Rollema et al. 2013). La figura 7 muestra un
ejemplo de uno de estos estudios orientados a la identificacion de los diferentes
subtipos de nAChRs presentes en cada zona cerebral (Gotti, Zoli et al. 2006; Gotti,
Clementi et al. 2009).

. i -
@ wdfi2, cdasp2, odp2, adasp2, odfi2, a3pd,

ol a3p4, o7 a3f3p4, a7
\ /

Pineal gland
bulb -~ of, 03p4
042, of

. Cerebellum
adf2, a3p4”,
ST AR R, of, a3f2*

o3pd, abp2pa

—_—

Striatum w4B2, a3p2’, o7
adf2, adus5p2,

wEb2B3, ubod 233

\ -
/ ‘ Raphe
) adp2 terpeduncular nuclei
i3 ‘ icleu adfp2
adpi2, u? [ wdfi2", u2p2”,
| S
udf2, a? Substantia nigra ol

ventral tegmental area
adfi2, adabP2, a3pa” abp2p3’, a7

Figura 7. Distribucion regional de los distintos subtipos del receptor nicotinico de acetilcolina en
el Sistema Nervioso de raton (Adaptado de Gotti y col., 2006).

Gracias a estos estudios de mapeo receptorial, en los ultimos afios se ha
descrito que los receptores nicotinicos neuronales estan involucrados en diversas
funciones cognitivas del sistema nervioso, entre otras el aprendizaje y la memoria, la

atencion, el control de la actividad motora, percepcion sensorial y del dolor, y la
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regulacién corporal de la temperatura. Generalmente estos efectos estan relacionados
con la existencia de receptores nicotinicos (que suelen contener la subunidad a.7) en la
terminal presinaptica, que actlan modulando la secrecidbn de neurotransmisores
(Wonnacott 1997; Rushforth, Allison et al. 2010). Sin embargo, no hay que olvidar el
papel de estos receptores a nivel postsinaptico en el control de la transmisién en
ganglios periféricos, hipocampo y corteza sensorial (Jones, Sudweeks et al. 1999).
Otra implicacion que a lo largo de los ultimos afios ha ido adquiriendo mas adeptos es
la accion neuroprotectora ejercida por los receptores nicotinicos neuronales,
fundamentalmente por el receptor a7, al inducir la sintesis de factores de crecimiento
nervioso o reducir la citotoxicidad mediada por glutamato (Shimohama, Akaike et al.
1996; Kaneko, Maeda et al. 1997; Picciotto, Zoli et al. 1998; Marubio, Gardier et al.
2003; Liu, Zhang et al. 2007; Kawamata and Shimohama 2011; Kawamata, Suzuki et
al. 2011; Liu, Hu et al. 2012; Hurst, Rollema et al. 2013).

Por ultimo, también se postula la implicacion de estos receptores en una gran
variedad de patologias neuronales: enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, Parkinson o demencia por cuerpos de Lewy (Zanardi, Leo et al. 2002;
Francis and Perry 2007; Hernandez and Dineley 2012), disfunciones cerebrales como
el autismo o la esquizofrenia (Freedman, Harley et al. 1988; Gotti, Zoli et al. 2006;
Wallace and Bertrand 2013) o epilepsias como la hereditaria de tipo ADNFLE (del
inglés Autosomal Dominant Nocturnal Frontal Lobe Epilepsy) (Greenlee, Clader et al.
2001; Steinlein 2007), en la que se han descrito mutaciones de la subunidad o4 o de la
subunidad B2 (De Fusco, Becchetti et al. 2000).

Todos estos hallazgos sobre las posibles implicaciones fisiopatolégicas de los
diversos subtipos de receptores nicotinicos neuronales ha llevado a postular que
farmacos con actividad sobre estos receptores (fundamentalmente agonistas con
mayor o menor selectividad receptorial y/o moduladores alostéricos), podrian tener
potencialidad terapéutica frente a distintas situaciones patoldgicas, desde la adiccion
al tabaco, hasta la epilepsia, pasando por la esquizofrenia, alteraciones de la
cognicidn, la inflamacién y el dolor, entre otras (Hurst, Rollema et al. 2013).
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1.2 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La Enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez por el psiquiatra
y neuropatologo aleman Alois Alzheimer en 1906 en el XXXVII Congreso de
Psiquiatras del suroeste de Alemania (Zilka and Novak 2006). Alois, considerado el
padre de la neuropatologia, present6 el caso de una mujer (Augusta D.) de 51 afios
con demencia progresiva, entre cuyos sintomas se relataban: pérdida grave de
memoria, desorientacion, alteraciones del lenguaje e ideas paranoides. La paciente
moriria cuatro afios después en un estado de demencia grave. La autopsia reveld
lesiones cerebrales importantes, atrofia cerebral y la presencia de placas seniles
extracelulares y ovillos neurofibrilares intraneurales (NFT) que se convirtieron en las

huellas caracteristicas de la enfermedad.

Figura 8: A la izquierda, una foto de Alois Alzheimer. A la derecha, una imagen de un ovillo
neurofibrilar en el cerebro de Augusta D. descrito por primera vez por el Dr. Alzheimer. Adaptado
de (Zilka and Novak 2006)
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Comenzaba en este momento una apasionante historia, la descripcion vy
preocupacion por una enfermedad que ha dado lugar a la mayor investigacion sobre el
funcionamiento del sistema nervioso humano, y que fue denominada con el nombre de
su descubridor, la enfermedad de Alzheimer (EA). Actualmente el diagnostico de
casos de demencia es diez veces superior al detectado a principios de siglo. Diversos
estudios en todo el mundo han detectado que el crecimiento de la enfermedad discurre
en paralelo al envejecimiento de las poblaciones. La mayor longevidad y el
consecuente aumento de poblacion mayor de 65 afios provocaran, en un futuro
inmediato, un importante problema socio-sanitario (Wimo, Jonsson et al. 2013). Datos
publicados por la Organizacion Mundial de la Salud indican que la prevalencia es
variable, y se duplica cada 5 afios a partir de los 65 afios hasta los 85 afos. Asi, se
estima una prevalencia desde un 1% a los 60 afios hasta el 32% a los 94 afios. En
sujetos menores de 75 afios la prevalencia es ligeramente mayor en hombres,
mientras que en mayores de 75 afos la prevalencia es mayor en mujeres (Wortmann
2012; Hebert, Weuve et al. 2013; Misiak, Cialkowska-Kuzminska et al. 2013).

1.2.1 Caracteristicas clinicas de la enfermedad de Alzheimer.

La EA es una enfermedad neurodegenerativa, progresiva e irreversible cuya
sintomatologia clinica se caracteriza principalmente por la pérdida de memoria y la
disminucion de la cognicion, siendo la mas frecuente de todos los tipos de demencias
conocidas. El tipo mas comun y complejo de EA es la de inicio tardio (comienzo
después de los 60 afios), donde poseer el alelo €4 del gen que codifica para la
apolipoproteina E (APOE), localizado en el brazo largo del cromosoma 21, se ha
reconocido como un factor de riesgo genético principal (Selkoe and Podlisny 2002).
Aungue las mutaciones en ciertos genes representan solo el 1% de los casos de EA,
el riesgo de padecer Alzheimer atribuible a la genética se estima que puede llegar a
ser de hasta un 70%. Se sabe que mutaciones en los genes que codifican para la
proteina precursora de amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2)
se asocian con la aparicién de EA de comienzo precoz (antes de los 60 afios), siendo

mutaciones que se heredan de forma autosémica dominante.

-21 -


http://www.monografias.com/Historia/index.shtml�
http://monografias.com/trabajos10/anali/anali.shtml�
http://www.monografias.com/trabajos11/norma/norma.shtml�
http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml�
http://www.monografias.com/trabajos15/diagn-estrategico/diagn-estrategico.shtml�
http://www.monografias.com/trabajos6/etic/etic.shtml�
http://www.monografias.com/trabajos/explodemo/explodemo.shtml�

Instituto
Teofilo Hernando

para la I1+D del Medicamento

Se describen cuatro etapas en el desarrollo de la enfermedad:

Fase proddomica o incipiente: los sintomas pueden ser muy sutiles y pueden
parecerse a signos que muchas personas errbneamente atribuyen al
"envejecimiento normal”. Asi inicialmente se produce lo que se ha denominado
“deterioro cognitivo leve”, es decir, la afectacion de escasa intensidad de
ciertas funciones superiores (como la memoria) sin que ello llegue a dificultar la

capacidad del paciente para realizar sus tareas habituales.

Fase inicial: a medida que la enfermedad empieza a afectar la corteza
cerebral, la pérdida de la memoria se acentlia y comienzan a surgir cambios en
otras capacidades cognitivas. El diagnostico clinico de la enfermedad de

Alzheimer se hace generalmente durante esta etapa.

Fase moderada: en esta etapa, el dafio ha progresado mas hacia las areas de
la corteza cerebral que controlan el lenguaje, el razonamiento, el
procesamiento sensorial y el pensamiento consciente. Las regiones afectadas
siguen atrofiandose y las sefiales y los sintomas de la enfermedad se tornan
mas pronunciados y generalizados. Podrian llegar a presentarse problemas de
comportamiento, como la deambulacién o vagabundeo y la agitacion. La
supervision y atencion mas intensiva se vuelven necesarias, y esto puede ser

dificil para muchos cényuges y familias.

Fase avanzada: las lesiones caracteristicas como las placas seniles y los
ovillos neurofibrilares se encuentran distribuidos por todo el cerebro y algunas
areas del cerebro han sufrido una marcada atrofia. Los pacientes no pueden
reconocer a la familia y a los seres queridos ni comunicarse, por lo que van a
ser completamente dependientes de otras personas. Dependen completamente
de otras personas.
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Caracteristicas histopatologicas de la enfermedad de Alzheimer.

Macroscopicamente los pacientes que padecen la enfermedad sufren una

atrofia generalizada del cerebro, pero es a nivel microscépico donde la EA presenta

tres caracteristicas patognomonicas:

1)

2)

3)

presencia de placas seniles, que se localizan extracelularmente y son el
resultado de una acumulacion y precipitacion anormal de su principal

componente, el péptido amiloide B (CB).

presencia de ovillos neurofibrilares, que son fibras helicoidales, unidas de
forma pareada, compuestas de proteina tau hiperfosforilada que se acumulan
en el interior de las neuronas. El papel de la proteina tau como
desencadenante de la neurodegeneracion que se produce en la EA, adn no
estd claro; sin embargo, algunos estudios implican a esta proteina en la muerte
neuronal (Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986) (Igbal and Grundke-lgbal 2008).

presencia de degeneracion neuronal granulovacuolar, que afecta
principalmente al hipocampo y a la circunvolucién temporal media y es
caracteristica Unica de la enfermedad, ya que las placas y ovillos pueden
encontrarse, aunque muy raramente, en personas sanas de edad avanzada

gue no padecen la enfermedad.

1.2.3 La Hipétesis colinérgica de la enfermedad de Alzheimer.

En 1977, Petersen administré escopolamina (un antagonista competitivo de los

receptores muscarinicos) a bajas concentraciones, a voluntarios sanos con el fin de

bloquear la transmisién colinérgica e intentar reproducir los episodios amnésicos que

sufren los enfermos de EA. El resultado fue que se produjo un déficit cognitivo

cualitativamente similar al que acontece durante la EA, mostrando los voluntarios

episodios recurrentes de amnesia anterégrada, caracteristica de la EA, evidenciando

asi que la EA y alteraciones en las vias colinérgicas estaban estrechamente

relacionadas (Petersen 1977). Estudios posteriores demostraron que el déficit
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cognitivo producido por la escopolamina podia ser revertido, al menos parcialmente,
por la fisostigmina, un inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa, que impide la

degradacién de la acetilcolina y mejora asi la funcion cognitiva (Drachman 1977).

En 1978, Smith y Swash observaron que el tipo de amnesia que se observaba
en pacientes que padecian la demencia de Alzheimer, era semejante a aquella que se
manifestaba en pacientes que sufrian el Sindrome de Korsakoff. EI Sindrome de
Korsakoff es un trastorno neurolégico que se da principalmente en personas que
sufren de alcoholismo crénico y se produce como consecuencia de dafios cerebrales a
nivel de hipocampo y I6bulo temporal medio, zonas intimamente relacionadas con la
memoria, ademas de una importante pérdida de neuronas colinérgicas en el ndcleo
basal de Meynert. Su tratamiento se basa en administrar anticolinesterasicos al
enfermo y la mejoria aparece a los pocos dias de comenzar el tratamiento terapéutico
(Smith and Swash 1978).

Basandose en estas evidencias y en lo ya descrito por otros autores de la
época que describieron que durante la EA se producia una pérdida selectiva de
neuronas colinérgicas a nivel central (Davies and Maloney 1976; Perry, Tomlinson et
al. 1978), Bartus propuso la “Hipdtesis colinérgica” como una posible explicacion
para describir que el deterioro cognitivo asociado a la EA estda intimamente
relacionado con la pérdida de funcién colinérgica en el SNC (Bartus, Dean et al. 1982;
Terry and Buccafusco 2003). Bartus propuso que, para que esta Hipoétesis
colinérgica fuese una explicacion causal, debian cumplirse los siguientes tres

requerimientos:

1.-En los pacientes con EA deberian encontrarse marcadores especificos que
indiquen la existencia de una alteracion colinérgica. Asi pues y basandose en la
bibliografia de ese momento propuso:

a) Determinar la actividad de la enzima colino-acetil-transferasa (CAT),
responsable de la sintesis de acetilcolina, en el cerebro del enfermo. Se ha
descrito que, aunque la actividad de la CAT disminuye debido al proceso

senescente natural, los pacientes que sufren de EA muestran reducciones
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muy significativas en la actividad de la misma, especialmente en aquellas
regiones mas vulnerables a los efectos de la enfermedad, como son el

hipocampo, el cértex y el striatum (Kuhar, Sethy et al. 1973).

b) Observar la estructura del Nucleo Basal de Meynert pues se ha demostrado
que durante la EA se produce una pérdida importante de neuronas
colinérgicas en este Nucleo (Whitehouse, Price et al. 1981; Arendt, Bigl et al.
1983; Arendt, Bigl et al. 1984; Arendt, Bigl et al. 1985).

2.-Experimentalmente se deberian poder provocar alteraciones artificiales de la
funcién colinérgica en pacientes jovenes que mimetizasen las alteraciones
cognitivas caracteristicas de personas que sufren EA. Este hecho ya habia sido
confirmado por Petersen, en sus investigaciones con la escopolamina, que
producia amnesia debido a una interrupcion especifica de los mecanismos

colinérgicos (Petersen 1977).

3.-Si se consigue producir una mejora en la actividad colinérgica en estos pacientes
deberian reducirse significativamente los déficits cognitivos. Asi, se ha
observado que el tratamiento con farmacos anticolinesterasicos ayudan a
mejorar la funcién cognitiva de forma significativa. Lamentablemente, si bien
estos farmacos resultan efectivos al inicio de su administracion, se desconocen
las causas por las que éstos dejan de funcionar transcurrido un tiempo, mas o

menos prolongado, de tratamiento.

1.2.4 El péptido amiloide B en la enfermedad de Alzheimer.

El péptido amiloide B es un pequefio péptido de 35-42 aminoacidos que se

sintetiza a partir del precursor proteico amiloide (conocido como la proteina APP).

La proteina APP es una glicoproteina de membrana con una funcion fisiolégica
no claramente establecida, si bien se le relaciona con la activacion de quinasas
(Bogoyevitch, Boehm et al. 2004; Tabaton, Zhu et al. 2010), con la proteccion frente al
estrés oxidativo (Zou, Gong et al. 2002; Baruch-Suchodolsky and Fischer 2009), con la

regulacion del transporte del colesterol (Yao and Papadopoulos 2002; Igbavboa, Sun
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et al. 2009), asi como con una actividad antimicrobiana asociada a su accion pro-
inflamatoria (Soscia, Kirby et al. 2010); pero es bajo condiciones patolégicas cuando
esta proteina adquiere un papel protagonista debido a uno de sus productos de

degradacion, el péptido amiloide B.

La proteina APP es procesada secuencialmente por 2-3 secretasas
(Goldgaber, Lerman et al. 1987). Como se muestra en la figura 9, la APP sufre, de
forma constitutiva (lo que se conoce como la via no amiloidogénica), una doble
escision primeramente por una a-secretasa, que va a dar lugar a la formacion de una
proteina APP soluble (APPs-a) y un fragmento C-terminal de 83 residuos (C83) que
gueda anclado en la membrana. Posteriormente, este fragmento C83 va a sufrir una

segunda escision por otra proteasa llamada y-secretasa, liberandose un péptido p3.

Sin embargo, en ciertas condiciones patolégicas se pone en marcha una via
amiloidogénica, en la que va a entrar en juego una enzima B-secretasa, que da como
resultado la secrecién de una proteina ligeramente truncada (APPs-B) y un fragmento
C-terminal de 99 residuos. Este fragmento C99 sufrira una escision por la y-secretasa,
dando lugar al péptido AR (Selkoe 1998)

(a) ™
Lo
118 289 671 | | 770
I | [ T | COOH
KPI AR
(b} u-Secretasej r +-Secretase
711 or
18 6T 713
[ || |
APP -a DCS?’
p3
c p-Secretase —vl F +-Secretase
( ) 711 or
18 671 713
[ /| ]
APP.-B I:lcgg
Ap

Figura 9: Representacion esquematica de las rutas de degradacion de la proteina APP (a). (b)
Ruta no amiloidogénica: Las flechas indican los sitios donde se produce la escision proteolitica
constitutiva realizada por la a-secretasa y la y-secretasa. (¢) Via amiloidogénica: La escision
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proteolitica alternativa por la B-secretasa da como resultado la secrecion de la molécula,
ligeramente truncada, APPs-B y la posterior escision por lay -secretasa va a liberar el péptido A3
(Selkoe 1998).

El péptido & exhibe una alta proper@ a agregarse en soluciébn acuosa
dando lugar a una variedad de agregados de distintos tamafios, desde oligdbmeros a
fibras amiloides insolubles (Selkoe, Yamazaki et al. 1996; Gralle and Ferreira 2007).
Exceptuando la forma monomérica delBAlas form as agregadas del péptido son
altamente téxicas para las neuronas y han sido relacionadas directamente con la

patogénesis de la EA (Haass and Selkoe 2007; Miranda-Ferreira, Pascual et al. 2007).

1.2.5 Péptido amiloide B y receptores nicotinicos neuronales en la enfermedad

de Alzheimer.

Si bien no estan totalmente esclarecidas las razones para la “selectividad” de la
EA por las neuronas colinérgicas (Terry and Buccafusco 2003), hay datos que apuntan
a que el deposito del péptido AB puede favorecer la neurodegeneracion de las
neuronas colinérgicas preferentemente. En esta direccion, se ha encontrado una
concentracion particularmente elevada de receptores nicotinicos neuronales del
subtipo a7 cerca de las placas seniles del cerebro de pacientes con EA, resultando
particularmente llamativo el hecho de que estos nAChR a7 inmunoprecipiten
conjuntamente con el péptido AB.42), |0 que sugiere que puede existir una fuerte union

entre ambas estructuras (Wang, Lee et al. 2000).

Inicialmente se pensé que las fibras amiloides presentes en las places seniles
eran las principales responsables del dafio neuronal (Hardy, Chartier-Harlin et al.
1992). Sin embargo, esta hipétesis, ha sido modificada posteriormente (Hardy and
Selkoe 2002) al observarse que eran probablemente las formas solubles de
oligobmeros de AR las responsables de la neurotoxicidad del A en la EA. De hecho,
actualmente se sabe que son las formas oligoméricas ¢ l#s que inician los
mecanismos que conducen a la hiperfosforilacion de tau, el estrés oxidativo neuronal,

la inhibicion de la plasticidad sinaptica, la pérdida de sinapsis y, por ultimo, la muerte
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neuronal caracteristicas de la EA (Lambert, Barlow et al. 1998; Walsh, Klyubin et al.
2002; De Felice, Velasco et al. 2007; Lacor, Buniel et al. 2007; De Felice, Wu et al.
2008; Shankar, Li et al. 2008; De Felice, Vieira et al. 2009).

Con respecto a la disminucién del numero de nAChRs que se observa en la
EA, se sabe que durante el proceso de envejecimiento normal se produce una pérdida
progresiva de nAChRs que determina una senescencia celular, pero es durante la EA
cuando esta pérdida se hace mucho mas significativa afectando a diversas areas del
cerebro como son el cortex cerebral y el hipocampo (Kellar, Whitehouse et al. 1987;
Wevers and Schroder 1999); (Perry, Martin-Ruiz et al. 2000).

Aparentemente la reduccion en el numero de nAChRs durante la EA no es
debida a una disminucién en la expresién de estos receptores, ya que los niveles de
ARNmM de diferentes subunidades nicotinicas (medida por técnicas de hibridacion in
situ 0 PCR cuantitativa) de pacientes enfermos y de individuos sanos no mostraron
diferencias (como por ejemplo, para las subunidades a3 y a4) o incluso eran
superiores en pacientes de EA (como es el caso de la subunidad a7) (Terzano, Court
et al. 1998; Mousavi, Hellstrom-Lindahl et al. 2003). Esto sugiere que debe haber un
componente en la patogénesis de la EA que hace que se pierdan los nAChRs pre-
existentes, posiblemente debido a una alteracion en el tréfico de receptores o en la
activacion de los mismos, en lugar de una interferencia durante la transcripcion

(Jurgensen and Ferreira 2010).

Durante las ultimas dos décadas se han publicado numerosos trabajos que
demuestran que existe una evidente interaccion entre los nAChRs y el péptido AB. Se
ha descrito que el péptido AB es capaz de unirse selectivamente a los receptores
NAChR a7, bloqueando las corrientes nicotinicas en neuronas en cultivo y rodajas de
hipocampo (Wang, Lee et al. 2000; Liu, Kawai et al. 2001; Dineley, Bell et al. 2002;
Magdesian, Nery et al. 2005; Dineley 2007; Puzzo, Privitera et al. 2008). En esta linea
Nagele y col. describieron como esta unién nAChR-AB conduce a la internalizacién del
complejo péptido-receptor (Nagele, D'Andrea et al. 2002). Por ello, se sospecha que la

produccion excesiva de AB durante las fases tempranas de la enfermedad de
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Alzheimer podria estar bloqueando los receptores nicotinicos o7, lo que podria

conducir a la muerte de las neuronas colinérgicas.

Finalmente, cabe destacar que también se ha descrito que la activacion de los
NAChRs puede actuar regulando en sentido favorable el procesamiento de la proteina
precursora de AB (APP), disminuyendo de esta forma la formacion de péptidos
potencialmente amiloidogénicos (Kim, Kim et al. 1997; Gutala, Wang et al. 2006;
Mousavi and Hellstrom-Lindahl 2009; Nie, Shi et al. 2010; Scerri, Stewart et al. 2012).
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2 HIPOTESIS JUSTIFICATIVA

HIPOTESIS JUSTIFICATIVA

A pesar de que los procesos que se producen durante el procesamiento por
distintas secretasas de la proteina APP son bien conocidos, no lo son tanto los
mecanismos que regulan la produccion, liberacién y depdsito del péptido AB téxico, lo
cual puede ser la causa de que las distintas estrategias farmacolégicas que se han
venido ensayando con el objetivo de modificar el procesamiento de la proteina APP vy,
por ende, de la produccién del AB,como los bloqueantes o- y [B-secretasas,
activadores de y-secretasas, estatinas, quelantes de AP, vacuna frente al Ap,
incremento de la eliminacion de AB por proteasas (Walsh, Klyubin et al. 2002) no
hayan resultado satisfactorias, con lo que ninguna de ellas ha alcanzado la clinica

todavia.

Por este motivo, consideramos que se hace altamente necesario profundizar en
el estudio de los posibles mecanismos implicados en los efectos téxicos del péptido Ap

que conducen al deterioro del paciente con EA.

Puesto que, como hemos descrito en esta introduccion, existen evidencias
recientes que sugieren que la toxicidad del AB se relaciona con una alteracion de la
actividad sinaptica, nos planteamos en este proyecto estudiar los posibles efectos de
este péptido sobre distintos parametros que controlan y/o regulan el proceso
exocitético de liberacién de neurotransmisores. Como punto de partida, pretendemos
caracterizar a nivel electrofisiolégico, farmacolégico, cinético y funcional, el efecto del
péptido AB sobre los NAChRs bovinos a3B4 y a7 expresados heterélogamente en

ovocitos de Xenopus laevis.
Para ello, llevaremos a cabo los siguientes objetivos especificos:

1. Efecto del péptido AB,s_35 agregado (fragmento 25-35) sobre receptores a3p4

expresados en ovocitos de Xenopus;
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Efecto del péptido AB,s 35 agregado (fragmento 25-35) sobre receptores o7

expresados en ovocitos de Xenopus;

Efecto de la pre-incubacion de AB.s3s sobre las corrientes nicotinicas a3p4 y
a’.

Efecto del uso de antagonistas nicotinicos sobre ovocitos de Xenopus pre-

incubados con ABs.3s.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 OBTENCION DE LOS ARNm.

Para la sintesis del ARN mensajero (ARNm) bovino el Dr. Manuel Criado
(Depto. de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Miguel Hernandez de
Alicante), nos proporcioné los ADNs copia (ADNc) que codifican para los genes de las
subunidades del nAChR bovino o7, a3, y B4, incluidos en el vector pSP64T
(subunidades a7 y B4) y en el vector “casero” p642 (a3) que proporcionan resistencia

a ampicilina.

Las bacterias competentes DH5a. se transformaron, por choque térmico, con
estos vectores, de tal manera que se seleccionaron aquellas bacterias que contenian
el vector, haciéndolas crecer en un medio con el antibidtico de seleccion.
Posteriormente realizamos una extraccion del ADNc plasmidico mediante una
miniprep, con el kit comercial Qiagen (Ambion). Los productos de ADNc obtenidos
fueron cuantificados mediante espectrofotometria para determinar el rendimiento de la

reaccion y las cantidades de ADN plasmidico obtenidas.

Para la obtencion del material genético lineal, el ADNc incluido en el vector
pSP64T se cortd con la enzima de restriccion Xbal (New Englan Biolabs), mientras
que el vector p642 se digiri6 con la enzima Notl (Fermentas Internacional). Los ADNc
linearizados se purificaron mediante su precipitacion por acetato amoénico (5 M),

diluyéndose con agua hasta una concentracién en torno a 1 pg/uL.

Posteriormente, a partir de estos ADNc se llevé a cabo la transcripcién para
obtener ARNm de cada una de las subunidades bovinas (kit comercial mMessage
mMachine, Ambion), utilizandose la enzima polimerasa polSP6 para la sintesis de
ARNm. Este ARNm resultante fue purificado mediante el kit MEGACIlear (Ambion).
Finalmente los productos fueron cuantificados nuevamente mediante

espectrofotometria y se llevaron diluciones hasta la concentracion deseada (250
ng/uL).

Se realizaron alicuotas de este mensajero que se conservaron a -80°C.
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3.2 SISTEMA DE EXPRESION

Como sistema de expresion heteréloga de nuestras proteinas se utilizaron los
ovocitos extraidos de hembras de sapos africanos Xenopus laevis proporcionados por
un suministrador comercial (Xenopus Express, Francia) a los que se les inyectd el
ARNmM que codifica para cada una de las subunidades del receptor nicotinico bovino
previamente sintetizado. Como consecuencia de la inyeccién del mensajero se
produce la traduccion a proteina a través de la maquinaria interna del ovocito, dando
como resultado la expresion de un receptor funcional en la membrana del ovocito. La
caracterizacion electrofisioldgica se realiz6 mediante la técnica de fijacion de doble

electrodo (FVDE). Para mas informacion — ver Apéndice |.
3.2.1 Extraccién de los ovocitos

3.2.1.1 Anestesia

Los sapos son animales muy vitales, dificiles manejar, sobre todo en su medio
natural. Para facilitar su manipulacién es importante mantenerlos aletargados. Esto se
consigue manteniendo la temperatura del agua por debajo de los 4° C. Los animales,
una vez proporcionados por el animalario, son introducidos en un recipiente con agua
a baja temperatura durante media hora. Pasado este tiempo, se provoca la sedacion
del animal con una solucion anestésica local que se absorbe a través de la piel. Es el
caso de la tricaina (acido etil 3-aminobenzoato-metanosulfénico, SIGMA, Madrid,
Espafia) que es efectiva en un rango de 0,15 al 0,5%. Este producto se disuelve
facilmente en agua y puede ser reutilizada en sucesivos experimentos cuando la
soluciéon se mantiene a una temperatura de 4° C. El animal se introduce en una
solucion al 0,15% de tricaina durante media hora. Pasado este tiempo el animal esta
completamente anestesiado, y en condiciones para ser operado, a fin de extraer los

ovocitos.

3.2.1.2Cirugia

Cuando el animal esta completamente anestesiado, se coloca en decubito

supino sobre un recipiente con hielo de base plana, pero evitando que el hielo tenga
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contacto con la piel del anfibio, ya que, de lo contrario, se producirian quemaduras que
provocarian la pérdida de piel. Para evitarlo, se protege al animal con una gasa fina

hameda, impregnada de tricaina.

La operacion comienza con una incision sobre el abdomen en su parte lateral
de una longitud de 1 cm aproximadamente. EI mismo sapo puede ser operado
repetidamente, alternando los sitios de incision en el abdomen. El corte debe perforar
la piel y la capa de tejido muscular, de tal manera que, tras la incision, quedan visibles
los ovocitos. Con ayuda de unas pinzas de punta curva, se va retirando suavemente el
ovario desde el interior (durante la operacion, la incision puede resultar sangrante, si
fuese asi, la incisién se ird lavando con medio BARTH sin Ca2+). Una vez tomado el
material suficiente para el desarrollo de los experimentos, se corta parte de los I6bulos
del ovario extraido, y el resto es introducido de nuevo en la cavidad abdominal.
Finalmente, se cierra la herida con puntos quirirgicos, tanto en la capa muscular como

en la piel.

Los lébulos ovaricos extraidos, se sitian en una placa de cultivo de 60 mm de
diametro que contiene una solucion de medio L15 + HEPES (20 mM), en proporcién
1:1, + Penicilina/Estreptomicina 1% (10 U/mL de penicilina + 10 mg/mL de

estreptomicina) para su posterior preparacion.

La operacidn debe realizarse en condiciones de limpieza, pero sin necesidad
de utilizar material estéril. Los Xenopus tienen la capacidad de secretar un péptido
denominado magainina con propiedades antimicrobianas, que facilita la recuperacion
del sapo tras la operacion, sin necesidad de aportar antibiéticos o antifingicos al

animal.

Para la reanimacion del sapo, se introduce a éste en un recipiente con agua a
temperatura ambiente, de tal forma que la recuperacion del animal de la anestesia se

produce en 15-30 minutos.
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3.2.1.3 Preparacion de los ovocitos

La inyeccién del ARNm se debe realizar sobre ovocitos “limpios”, carentes de
ningun tipo de membrana propia. Asi la introduccién del capilar dentro del ovocito para
inyectar el mensajero es mas sencilla y menos problematica sin la presencia de
membranas que interfieran con la inyeccion. Por otro lado, esta limpieza evita la

obturacion del capilar de inyeccion.

La extraccion de la membrana folicular puede hacerse por métodos mecéanicos
(manualmente) o mediante tratamientos enzimaticos (colagenasa). Ambos métodos
son viables, si bien la retirada de las membranas del ovocito de manera manual es
mas lenta y pesada, con ella se consiguen habitualmente ovocitos de mejor calidad.
En la préactica el método mas utilizado es el de la desfoliculacibn mecanica. Durante la

desfoliculacién mecanica los ovocitos son mantenidos en un medio BARTH con Ca?".

Una vez desfoliculados, los ovocitos se dejaran reposar una hora en un medio
BARTH con Ca®'. Durante ese proceso los restos de membrana folicular de los

ovocitos quedaran adheridos a la placa de cultivo.

La seleccién de ovocitos se realiza bajo la lupa, de forma individual. Se van a
seleccionar aquellos ovocitos que se encuentran en los estadios embrionarios IV, V' y

VI (ver Apéndice | para mas informacion).

Los ovocitos seleccionados no deben presentar restos de la membrana
folicular, que se pone de manifiesto por la presencia de pequefios capilares venosos
en la superficie del ovocito. Ademas, un ovocito apto para poder ser utilizado en
nuestro estudio debe presentar una membrana de aspecto homogéneo, sin manchas
ni deformaciones, y sin ningln rasgo que haga sospechar que su membrana pueda

estar dafada.

Finalmente los ovocitos seleccionados se pasaran a un medio de cultivo mas
rico en nutrientes como es el medio L-15 + HEPES (20 mM) 1:1 +

Penicilina/Estreptomicina y se dejaran reposar toda una noche.
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Al dia siguiente se vuelve realizar una seleccién bajo la lupa de ovocitos por si
en el cultivo han sufrido algin dafio y han muerto. De esta manera se asegura que los

ovocitos restantes son viables para inyectar el mensajero.

3.2.1.4 Microinyeccién de ARNm en los ovocitos.

El proceso de inyeccion del ARNm es uno de los pasos mas criticos en este
proceso de expresion heterdloga, ya que si no se realiza con rigor, se puede provocar
la muerte del ovocito, asi como la pérdida de buenos registros. Por ello es tan
importante tener en cuenta el buen estado de la membrana del ovocito. El proceso de
inyeccion se realiza bajo la lupa, mediante un microinyector acoplado a un
micromanipulador con capacidad de movimientos precisos y tridimensionales. El
proceso de inyeccion se realiza bajo la lupa, mediante un microinyector acoplado a un

micromanipulador con capacidad de movimientos precisos y tridimensionales.

Esta inyeccidén consiste en la introducciéon de un capilar de inyeccién en el

interior del citoplasma del ovocito, atravesando su membrana.

Para la inyeccién del ARNm se utilizaron capilares de borosilicato (Drummond
Scientific Company). Estos capilares fueron estirados en un estirador vertical de vidrio
(modelo PP-830 Narishige, Tokio, Japdn) utilizando unos determinados parametros de
intensidad de calor para conseguir que la punta del capilar de inyeccion tenga las
caracteristicas deseadas. Asi, a partir de un Unico capilar de vidrio, se obtienen dos
capilares de inyeccion simétricos cuyo diametro de la punta del capilar de inyeccion

sea menor de 30 micras.
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Debido a que estos capilares van a estar en contacto con el ARNm y que esta
molécula se degrada con suma facilidad por la acciébn de las ARNasas, se deben
extremar las precauciones en la manipulacion del capilar, utilizando en todo momento

guantes, a fin de evitar la contaminacion con ARNasas presentes en las manos del

manipulador

A Xenopus laevis “sapo de ufias sudafricano™

B Obtencion de los ovocitos

Extraccion de Seleccion Obtencion de los
los ovocitos manual ovocitoz aidados

C Obtencion de ovocitos aislados

Ovocios individuslas
Adherencia Desfoliculacion
aplaca -
—riFe
: ___/
Mambrana vielina Membrana vitline Ovocito aislado
Capa folicular
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llustracion 5: Material biologico. (A) Para la expresion heter6loga del receptor nicotinico se
utilizaron ovocitos extraidos del sapo Xenopus laevis. (B) El animal es anestesiado y operado a fin de
obtener parte de los foliculos ovaricos. Los ovocitos son separados uno a uno y posteriormente
desfoliculados manualmente. (C) El proceso consiste en retirar las membranas nativas presentes en el
ovocito, obteniendo un ovocito limpio y preparado para ser inyectado con el ARNm de las subunidades del
receptor nicotinico bovino.

3.2.1.5Microinyeccién de ARNm en los ovocitos.

El proceso de inyeccion del ARNm es uno de los pasos mas criticos en este
proceso de expresion heteréloga, ya que si no se realiza con rigor, se puede provocar
la muerte del ovocito, asi como la pérdida de buenos registros. Por ello es tan
importante tener en cuenta el buen estado de la membrana del ovocito. El proceso de
inyeccion se realiza bajo la lupa, mediante un microinyector acoplado a un

micromanipulador con capacidad de movimientos precisos y tridimensionales.

Esta inyeccion consiste en la introduccion de un capilar de inyeccion en el

interior del citoplasma del ovocito, atravesando su membrana.

Para la inyeccién del ARNm se utilizaron capilares de borosilicato (Drummond
Scientific Company). Estos capilares fueron estirados en un estirador vertical de vidrio
(modelo PP-830 Narishige, Tokio, Japon) utilizando unos determinados parametros de
intensidad de calor para conseguir que la punta del capilar de inyeccion tenga las
caracteristicas deseadas. Asi, a partir de un Gnico capilar de vidrio, se obtienen dos
capilares de inyeccién simétricos cuyo diametro de la punta del capilar de inyeccion

sea menor de 30 micras.

Debido a que estos capilares van a estar en contacto con el ARNm y que esta
molécula se degrada con suma facilidad por la accion de las ARNasas, se deben
extremar las precauciones en la manipulacion del capilar, utilizando en todo momento
guantes, a fin de evitar la contaminacién con ARNasas presentes en las manos del

manipulador.

Debido a que el tamafio de la punta del capilar es sumamente pequefio, es
preciso hacer los capilares de inyeccién en el momento en el que se vaya a realizar la
inyeccion, ya que podrian obstruirse por la acumulacion de polvo e impurezas en la

punta del capilar.
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Al capilar estirado se le realiza un corte manualmente con la ayuda de unas
pinzas, bajo un microscopio a 100 aumentos y a continuacién se rellena con aceite
mineral (Sigma) con la ayuda de una jeringa de insulina acoplada a una microaguja de
inyeccién (World Precision Instruments, Stevenage, Reino Unido). Este aceite sirve de
sustancia de relleno del capilar haciendo que la presién a lo largo del mismo sea
constante, ademas al ser inmiscible con el agua, evita pérdidas de ARNm y permite
monitorizar la inyeccion, observando bajo la lupa la separacion de ambas fases
(ARNm-agua y aceite). Una vez relleno con el aceite, se acopla al inyector de manera
hermética. De esta manera, la presion aplicada por el émbolo se transmitira de manera

homogénea a la punta de la pipeta.

La muestra de ARNm (aproximadamente 4 yL) se deposita en superficie estéril
y el rellenado del capilar con esa muestra se realiza introduciendo la punta del capilar
en la muestra y se comienza a succionar el ARNm con ayuda de los mandos del
microinyector hasta que se recoge completamente el volumen de ARNm. Hay que
evitar la succién de aire, lo que impediria una inyeccion constante del volumen de

muestra.

La inyeccién se realiza con el inyector Nanoject Il (Drummond Scientific
Company, Broomall, PA, USA) acoplado a un micromanipulador tridimensional. El
proceso se realiza de manera individual inyectando a cada ovocito 46 nl de ARNm a
una concentracion 250 pg.pl™. En la formacion de receptores heteroméricos como es
el caso de los receptores a3B4, se co-inyectan ambas subunidades a la misma

concentracion siguiendo la estequiometria 1:1.
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A Tnpvee cion del ARNm
ABRNm Inyeccion en ovoctos Exprezon da
recepioresen la
membrana
B. O'btencion de registros elect rofisologicos
ACh 100 uM

llustracion 6 Sistema de expresion heteréloga de receptores. (A) En esta figura se
esquematiza el proceso de inyeccién del ARNm. De manera individual, cada ovocito es inyectado con 46
nl del ARNm que codifica para cada una de las subunidades del receptor nicotinico bovino. Tras 1-3 dias
de cultivo, estos ovocitos expresan en su membrana receptores funcionales que seran utilizados para
realizar registros electrofisioldégicos. (B) La obtencion de registros electrofisiolégicos se realizan por
fijacion de voltaje de doble electrodo. En esta figura se muestra un ovocito con ambos electrodos
insertados en la membrana. Ademas se muestra un ejemplo de un ovocito que ha expresado receptores
a3pB4 que han sido estimulados con ACh 100 uM a dos concentraciones de Ba2+ extracelular 2 mM.
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3.3 CULTIVO DE LOS OVOCITOS

Una vez que los ovocitos han sido microinyectados con el ARNmM
correspondiente, se mantienen en placas de Petri de 15mm de diametro con medio
L15 + HEPES + Penicilina/Estreptomicina dentro de un incubador con una temperatura
constante de 16-18°C.

El medio de cultivo debe cambiarse diariamente, eliminando bajo la lupa
aquellos ovocitos que presentan dafios en la membrana. Asi el cultivo de ovocitos
podra mantenerse durante un periodo maximo de una semana. Durante este periodo y
en un tiempo variable (dependiendo del subtipo de receptor nicotinico) se producira la

traduccién a proteina y la expresion de receptores funcionales en la membrana.

Los registros electrofisiolégicos se realizaron entre el 2-5° dia de cultivo,
dependiendo del subtipo nicotinico que desedbamos registrar. El subtipo nicotinico
a3pB4 se expresa en membrana apenas 24 h tras la microinyeccion, sin embargo en el
caso del subtipo a7, la expresion en membrana no alcanza su maximo hasta

transcurridas 48-72h desde la microinyeccion.

3.3.1 Preincubaciones

Durante el desarrollo de esta tesis se realizaron preincubaciones, a distintos
tiempos, de los ovocitos con B-amiloide y con antagonistas de los receptores

nicotinicos del tipo mecamilamina o metilicaconitina.

Estos compuestos se mezclaban, a la concentracion final deseada, junto al
medio de cultivo de los ovocitos (L15 + HEPES + Penicilina/Estreptomicina) en placas

Petri y se mantenian en el incubador de ovocitos a una temperatura de 16-18°C.

Cabe citar que el medio de cultivo era renovado diariamente. Las placas que
contenian B-amiloide o antagonistas en el medio eran renovadas igualmente pero se
afiadian nuevamente estos agentes al medio con el fin de estudiar su efecto a largo

plazo.
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3.4 SOLUCIONES EXPERIMENTALES

3.4.1 Soluciones de cultivo

BARTH sin Ca*": Utilizado durante la cirugia del sapo. Composicién (en mM):
NaCl 88; KCI 1; NaHCO3 2,4; MgS04 0,82; TRIS 7,5, pH 7,4 con HCI.

BARTH con Ca*: Utilizado para la desfoliculacién de los ovocitos bajo la lupa.
Composicion (en mM): NaCl 88; KCI 1; NaHCO; 2,4; MgSO, 0,82; TRIS 7,5; CaCl,
0,41; Ca(NOg3) 0,33, pH 7,4 con HCI, suplementado con penicilina/estreptomicina 1%

(10 U/mL de penicilina + 10 mg/mL de estreptomicina).

L15 Medium Leibovitz. Sigma-Aldrich. Irvine, UK.

3.4.2 Soluciones de registro

Oocyte Ringer Ba** 2mM: Este medio sera utilizado como solucién de bafio y

como medio control a la hora de realizar registros electrofisiolégicos, el ion Ca®* es
sustituido por el i6n Ba** como i6n de carga para evitar la activacion de canales de
cloruro activados por Ca** (lgica) presentes de forma enddgena en la membrana del
ovocito. La composicion idnica de esta solucién es la siguiente (en mM): NaCl 82,5;
KCI 2,5; BaCl 2; MgCl 1; HEPES 5; pH 7,4 con NaOH.

Solucién conductora: esta solucion sera utilizada para rellenar los capilares de

registro y asi servir de sustancia conductora entre la célula y el sistema de registro.

Composicion idnica (en M): KCI 3

3.5 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

La técnica electrofisioldgica de fijacion de voltaje (“voltage-clamp”) consiste en
mantener fijo un potencial de membrana determinado en una célula, mediante un
sistema de retroalimentacion. Inicialmente esta técnica se desarroll6 en los afios 50
para el estudio de potenciales de accion (Cole 1949; Marmont 1949; Hodgkin, Huxley
et al. 1952).
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Una aproximacion de este método es la fijacion de voltaje de doble electrodo,
que ha sido de extraordinaria ayuda en el estudio electrofisiolégico de canales ibnicos
expresados heterdlogamente en ovocitos de Xenopus (Stuhmer 1992; Stuhmer 1998).
El principio de la técnica se refleja en la figura 11A. La membrana del ovocito se
atraviesa con dos electrodos, uno de ellos realiza medidas de la diferencia de
potencial a ambos lados de la membrana (electrodo de voltaje) mientras que el otro
(electrodo de corriente) se encarga de introducir o retirar la corriente necesaria para
mantener el potencial a un determinado valor predeterminado, fijado por el
amplificador. De esta manera, tras la estimulacién de un receptor por su agonista, se
produce una apertura del canal, con la consiguiente entrada de iones. Esto provoca
una variacion de la diferencia de potencial, que es recogida por el electrodo de voltaje.
Como consecuencia, se produce de manera rapida una compensacion de esta
diferencia de potencial por medio de la introduccién o retirada de carga por parte del
electrodo de corriente, tal que se registra en el ordenador una corriente de entrada o

de salida, proporcional a la carga suministrada por el electrodo de corriente.

Para realizar registros electrofisiolégicos sobre los ovocitos que han expresado
receptores del subtipo a7, a3p4 se ha utilizado esta técnica, permitiéndonos registrar
corrientes macroscopicas en el ovocito cuando se estimulan los receptores
expresados con el correspondiente agonista. Para ello hemos utilizado un amplificador
(oocyte clamp OC-725-C, Warner Instrument Corp., Hamden, USA) acoplado a un
osciloscopio (Hameg 20 MHz 303-6, Hameg Instrument, Mainhausen, Alemania) para

la monitorizacién del proceso.

El ovocito se sitia en una pequefia camara de perfusién, y mediante un
sistema de flujo permite aplicar el agonista y registrar la respuesta obtenida, tal y como
se explica en el siguiente apartado.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (22-24° C),
en la solucién de registro extracelular Oocyte Ringer Ba? 2mM. Los agonistas,
antagonistas y B-amiloide fueron aplicados a través de una pipeta de perfusion con su
punta localizada cerca del hemisferio animal del ovocito. Las corrientes en este

hemisferio son sustancialmente mayores que las del hemisferio vegetal. Para cada tipo
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de experimento se utilizaron ovocitos de al menos tres donadores distintos. La

velocidad de perfusién de las distintas soluciones se controlaba por gravedad.

3.5.1 Sistema de perfusion

El sistema de perfusion esta formado por una pequefia camara con capacidad
para un volumen de 1 ml, en la que se sitla el ovocito para realizar los registros de
corriente. Esta camara presenta una morfologia especial, de forma que el ovocito esta
continuamente bafiado por un flujo basal de solucién de registro evitando asi la

desensibilizacion tras la aplicacion de los agonistas.
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llustracion 7: Medidas electrofisiolégicas por fijacion de voltaje de doble electrodo. (A) E
potencial de membrana del ovocito (Vm) se registra mediante un amplificador conectado al electrodo de
voltaje (V). EI Vm se compara con el potencial al cual se quiere mantener la membrana del ovocito. La
salida por A2 fuerza a la corriente a entrar dentro de la célula a través del electrodo |, que sera el valor
que se registra en el ordenador. (B) Sistema de perfusién. El ovocito se sitia en medio de la camara, y es
bafiado por un flujo constante tal y como se indican por las flechas de la figura.
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Sobre este ovocito se fija el potencial de membrana introduciendo los capilares
de voltaje y corriente a través de su membrana hasta el citosol, y realizando la fijacion
de voltaje a través del amplificador. Sobre el ovocito se mantiene un flujo basal de 12
ml.min? de solucién de registro basal. Esta via siempre esta abierta, bafiando al
ovocito. Con este sistema se consigue el “lavado” de los receptores tras la retirada del
agonista, lo que permite recuperar al receptor de la desensibilizacion. Ademas, sobre
esta célula se sitda una pipeta de perfusion que consta de 5 vias rapidas de aplicacion
gue confluyen en un tubo de salida comin con un diametro interior de de 1,2 mm,
tamafio semejante al volumen del ovocito. Por medio de la via rapida se aplica el
agonista a una velocidad de 9 ml.min™. De esta manera la respuesta al agonista es

rapida, evitando problemas de desensibilizacion.

El sistema de valvulas estd acoplado a un controlador electrénico, que a su

vez esta controlado por el protocolo aplicado desde un ordenador.

3.5.2 Capilares de registro y electrodos

Para realizar las medidas electrofisiolégicas mediante la fijacion de voltaje de
doble electrodo se han utilizado capilares de borosilicato (Sutter Instrument, Novato,
USA). Por medio del estirador de vidrio, se estiran los capilares hasta formar capilares
de registro de manera similar a la descrita en el apartado 3.2.1.4- Microinyecién de
ARNmM en los ovocitos, si bien la aplicacion de calores varia de estos capilares de
registro a los de inyeccion, el procedimiento es el mismo. De esta manera se consigue
capilares con una resistencia comprendida entre 2-5 MQ, que se rellenan de una

solucion conductora de KCI 3 M, y se acoplan a los electrodos de registro.
Los electrodos de registro consisten en un hilo de plata, que una vez clorurado
aportan los electrones necesarios para la fijacion de voltaje a modo de iones CI.
3.5.3 Cloruracion de los electrodos

La cloruracion de los electrodos se realiza introduciendo el electrodo en una
solucion de KCI 3 M y aplicando una corriente eléctrica. El polo positivo se ancla al hilo

de plata, el cual se introduce en la solucion de KCI 3M asi como también se introduce
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una placa metalica de pequefio tamafio anclada al polo negativo. Ambos polos estaran
conectados a una pila de tipo petaca de 4.5V. Con ayuda de ésta, pasara la corriente a
través de la solucion y los iones cloruro se van depositando en el filamento de plata,
de tal manera que serdn estos iones los que se utilizardn para estabilizar y fijar el

potencial de membrana del ovocito.

3.5.4 Creacion de protocolos y aplicacion

Para la creacion de protocolos, el registro de los resultados y su posterior
analisis se utilizé el programa informatico pClamp 5.03 (Axon Instrument, Union City,
CA, USA). Las corrientes se obtuvieron filtrando la sefial a 50 Hz mediante un filtro

Bessel y usando la interfase Digidata 1200.

Mediante la confeccion de protocolos se puede determinar el tiempo de
aplicacion del agonista de una manera estricta, asi como el periodo entre los pulsos y

el potencial de membrana.

3.5.5 Fijacion del potencial de membrana

En los experimentos realizados en este trabajo se ha fijado el potencial de

membrana de reposo a -70 mV.

3.5.6 Agonistas utilizados e intervalos de aplicacién

La activacion de los receptores a7 se realizd por la aplicacion de pulsos de
agonista de 2 segundos de duracién con un intervalo de 2 minutos entre pulsos. En el
caso de los receptores a3p4 se aplicaron pulsos de 5 segundos de duracion a
intervalos de 2 minutos. Estos protocolos de aplicacion del agonista permiten obtener
una activacion completa y reproducible de los receptores estudiados, evitando una

posible inactivaciéon de los mismos.

La activacion de los receptores estudiados en esta Tesis se realiz6 por la
aplicacion de acetilcolina (ACh) a la concentracion de 100 uM (que se corresponde
con la ECg para nuestro modelo celular) como agonista no selectivo, o colina a 10 mM

de concentracion (correspondiéndose con la CEg para este agonista en nuestro
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modelo) como un agonista parcial y selectivo de los receptores a7 (Papke, Bencherif et
al. 1996).

3.5.7 Protocolo de agregacion del péptido amiloide B

El péptido amiloide-p 25-35 (Sigma) se disolvi6 en DMSO a una concentracion
de 10® My se agreg6 durante 2 horas a 37°C en un agitador Thermomixer compact
(Eppendorf). Posteriormente se hicieron alicuotas de 50uM en Oocyte Ringer Ba®*

2mM y se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

3.5.8 Justificacion del uso del fragmento 25-35 del péptido amiloide

A pesar de que la mayoria de autores describen en sus trabajos la toxicidad
ejercida por los fragmentos AB1.40 Y AB1.42 (Dineley, Bell et al. 2002), (Pym, Kemp et al.
2005), (Fraser, Suh et al. 1996), (Kayed, Head et al. 2003), (Grassi, Palma et al. 2003),
(Lamb, Melton et al. 2005), nosotros hemos basado nuestro trabajo en el péptido ABs.
35 €N base a los resultados obtenidos por Pike y cols. (Pike, Burdick et al. 1993) en los
que describen la toxicidad de AR agregado (esta agregacion era facilitada por los
aminoacidos 29 al 35) frente a la ausencia de la misma con el AB soluble (Pike,
Walencewicz-Wasserman et al. 1995) donde se describe que es en esta misma region
(29-35) donde se localiza el fragmento activo del AR pues es la Unica zona que
confiere neurotoxicidad a las células. Para llevar a cabo estos experimentos los
autores se basaron en sustituciones/deleciones aminoacidicas que resultaron claves
en la determinacion de sus conclusiones. Ademas, estos resultados estan apoyados
por otros autores como (Yankner, Duffy et al. 1990), (Mattson, Cheng et al. 1992),

entre otros.

3.6 TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Los resultados incluidos en esta memoria se expresaron como el valor

promedio + el error estandar (ES).
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Las diferencias estadisticas entre las medias de los resultados de dos variables
se obtuvieron mediante tratamiento estadistico con el programa Sigma stat. Se
consider6 como limite de significancia un valor de p < 0,05.

Las curvas concentracion respuesta y demas figuras se realizaron mediante el

programa de analisis de graficos Origin 8.0 (Microcalc Software Inc.).
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4 RESULTADOS

4.1 EFECTO DEL PEPTIDO AMILOIDE B SOBRE RECEPTORES a3B4
EXPRESADOS EN OVOCITOS DE XENOPUS.

A la luz de los resultados obtenidos previamente por otros autores, y
basandonos en la bibliografia descrita hasta el momento, quisimos investigar el posible
subtipo de nAChR afectado por el péptido AB. Para ello, se expreso el subtipo a3p4
(uno de los subtipos nicotinicos encontrados en la célula cromafin bovina)
heterélogamente en ovocitos de Xenopus laevis y se estudiaron las corrientes

nicotinicas por la técnica de doble electrodo y fijacién de voltaje.

Inicialmente, se inyecté el ARN mensajero que codifica para las subunidades o3
y B4, de tal manera que estos ovocitos son capaces de expresar en su membrana

receptores funcionales del tipo o334 heteroméricos.

Como protocolo experimental, se dieron pulsos del agonista ACh durante 5
segundos, aplicado a intervalos de 2 minutos. Todos los experimentos se realizaron en
presencia del i6n Ba? como i6n transportador de carga, para evitar o minimizar la

activacion de canales de CI que pudieran enmascarar los resultados obtenidos.

Nuestro primer paso en el estudio de la caracterizacion de los efectos del
péptido AR en las corrientes inicak a3B4 ha sido construir una curva
concentracion respuesta para el agonista ACh (Figura 1) siguiendo el protocolo
experimental de pulsos de ACh de 5 segundos de duracion a intervalos de 2 minutos.
Los resultados muestran un efecto concentracidn-dependiente para la ACh
realizandose una regeresion no lineal con los datos y ajustandolos a un Modelo de Hill.
Se obtuvo una curva sigmoidal a partir de la cual calculamos que la ECs, para ACh en

receptores nicotinicos bovinos a3f34 era de 75,4 uM.
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Figura 1. (Panel superior) Curva concentracién-respuesta para ACh sobre
receptores nicotinicos bovinos a3B4. Los ovocitos expresando receptores a3B4se han
perfundido con ACh a diferentes concentraciones durante 5 segundos cada 2 minutos.
Ajuste de Hill sobre la curva concentracion-respuesta original. EI nUmero de ovocitos
empleados en cada experimento se encuentra indicado entre paréntesis. (Panel inferior)
Trazados originales de las distintas concentraciones de ACh. Las barras horizontales
indican el tiempo de aplicacion del agonista
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4.1.1 Efecto del péptido amiloide B sobre receptores a3f4 bovinos en un

protocolo de aplicacién aguda.

4.1.1.1 Protocolo en co-aplicacion

A continuacién, y basdndonos en resultados previos obtenidos por (Pym, Kemp
et al. 2005) donde testaban los efectos producidos por ABi.40 Y AB1.42 SObre corrientes
nicotinicas humanas, quisimos explorar que efecto tendria la coaplicacion de ACh y
AB2s.35, €N un mismo pulso, sobre las corrientes nicotinicas bovinas en nuestro modelo

experimental.

Como protocolo experimental, se dieron pulsos de ACh + AB,s3s durante 5
segundos, aplicado a intervalos de 2 minutos. Asi pues, llevamos a cabo la
construccion de dos curvas concentracion-respuesta. Cada una de estas curvas

consistia en concentraciones crecientes de ACh a las que afiadimos:
- 0,5 uM de ABzs.35 0
- 1 uM de ABzs.3s.

Todos los experimentos se realizaron en presencia del i6n Ba?* como ién

transportador de carga.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2, donde se representa en
negro la curva control de ACh, en verde oliva la respuesta para ACh + ABss.35 0,5 UM y
en rojo la correspondiente a ACh + AB.s35 1 UM. Las corrientes nicotinicas evocadas
por las concentraciones mas altas de ACh (100, 300 y 1000 uM) fueron inhibidas en
un ~20 + 1,21% cuando se co-aplicaba con AB.s35 0,5 M. Por otro lado, cuando
testamos el efecto de coaplicar distintas concentraciones de ACh junto a 1 uM de AR5
35 resultdé en una inhibicién de las corrientes nicotinicas de un ~42 + 4,45% en las
concentraciones de 100 y 300 uM, mientras que cuando se coaplicaba ACh 1000 pM +
1 uM de AB,s.35 la inhibicion de las corrientes alcanzaba el ~48 + 4,53%. Es decir, en

ambos casos, el mayor grado de inhibicibn se conseguia a concentraciones de Ach
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100 uM o superiores, tanto cuando se usaba 0,5 UM como cuando se aplicaba 1 uM
de ABzs.ss.
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Figura 2. Curva concentracion-respuesta para ACh + agzs.3s sobre receptores nicotinicos bovinos
a3pB4. (Panel superior) Trazos originales de las distintas concentraciones de ACh + 0,5 (verde)/1 (rojo)
MM de ABas.3s. Las barras horizontales indican el tiempo de aplicacion del agonista. (Panel inferior) Ajuste
segun modelo de Hill de los resultados. La curva control de ACh es representada de color negro, la curva
de ACh + AB 0,5 uM se representa en color verde y la curva para ACh + AB 1 uM pertenece al color rojo.
Los ovocitos expresando receptores a3f4se han perfundido con ACh 6 ACh + ABzs3s a diferentes
concentraciones durante 5 segundos cada 2 minutos.

4.1.1.2 Protocolo en pre-aplicacion.

A continuacién, quisimos caracterizar qué efecto tendria una pre-aplicacion del
péptido sobre el receptor en configuracién “cerrada”, es decir, sin la presencia del

agonista.

Para ello, relizamos una aplicacion de AB.s.3s durante 5 segundos justo antes
del pulso de ACh 100 uM. Cabe citar que con el fin de poder caracterizar el efecto del
péptido AB.s3s para los experimentos siguientes, decidimos trabajar con las

concentraciones de 100 y 300 uM de ACh por dos razones:

1) ACh 100 pM se sitta cerca del valor de ECg, obtenida para este subtipo

nicotinico.

2) A estas concentraciones se logré un efecto inhibitorio maximo en la curva

concentracion-respuesta.

3) A pesar de que a la concentracion de 1 mM de ACh se obtuvo el mayor
grado de inhibicién, es una concentracién que puede llegar a ser desensibilizante para
la respuesta del receptor y, por ende, proporcionar resultados erréneos en cuanto al

efecto del AB2s.35.

Por otro lado, la concentracion de B ;535 usada en este protocolo es de 1 pM

pues resultd ser la concentracion de AB,s.35s mas inhibitoria (Figura 2).

En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos para una pre-aplicacién de
5 segundos del péptido B ,5.35 a una concentracion de 1 uM sobre el receptor a334
bovino. Se puede ver que la perfusién previa del péptido al pulso de ACh 100 puM

provocé una inhibiciéon de un 36,1 + 2,38% en la Iach.
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Este mismo protocolo fue llevado a cabo igualmente sobre ovocitos de
Xenopus laevis que expresaban receptores a3B4 bovinos, pero usando
concentraciones de 300 uM de ACh. El resultado fue que la Ixch evocada por 300 UM

resultaba inhibida un 39,23 + 3,7% cuando se realizaba la perfusion previa del péptido

AB.s.35 agregado.
A B
EZZ ACh100 uM
120 -
(34)
ACh 100 uM (34) #a4
1 100
—
o
S~
e 80 -
=
8 60 -
|0,5 nA 6
40 -
5s _“t
—
20
J[+Perf. previa Ap 1uM (5 s) 0

Figura 3. En el Panel A se muestran registros originales de un pulso control de ACh 100 pM
(trazo negro) y un registro original resultado de la inhibicién de la corriente inducida por 5 segundos de
perfusion (//) del péptido AB 2535 previa al pulso de ACh 100 uM. En los diagramas de barras del Panel B
estan representadas entre paréntesis las medias de las respuestas observadas, con el numero de
ovocitos indicado entre paréntesis, normalizados respecto a ACh 100 pM + EEM (***p*0,001 vy
###p<0,001 respecto al control normalizado).

Tras la obtencidn de estos resultados nos planteamos que, si la pre-aplicacién
del péptido con el receptor en configuracion “cerrada” producia una disminucion en la
lach, SUMar ambos procedimientos, es decir, una pre-aplicacion del péptido ABs.35s Mas
una coaplicacion de ACh 100 pM +3A 535 1 pM en un mismo pulso, el resultado

esperado seria una mayor inhibicién. Este procedimiento se muestra en la Figura 4 y
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en ellos se observa que sumar ambos protocolos terminaba en una inhibicidn de la Iach
evocada de un 47,37 = 6,45 %, lo cual no era significativamente diferente de lo

obtenido para cada uno de los protocolos llevados a cabo individualmente.

Nuevamente, este protocolo fue realizado bajo las mismas condiciones
experimentales pero usando la concentracién de 300 uM de ACh, y el dato obtenido

fue de un bloque de 50,84 + 6,3 % respecto a su control.

A B
CZ3Ach100 pM
ACh 100 pM 120 =
I (34)
_ ] 3% >
E:“? Perfusion previa Ap 1 pM ' ]
E_‘ 80 - . 7 (34)
S . - (34)
2 60 = e
| 3]
0,5 uA
O < .
—
5s -
20 -
= ACh 100 uM + Ap 1uM
+Perf. ia Ap 1uM (5 0
[j+Perf. previa A 1uM (5 s) +AB 1 M

Figura 4. En el Panel A se muestran los siguientes trazos originales: el pulso control de ACh 100
UM (trazo negro), la Iach resultante de la pre-aplicacion de 5 segundos de perfusion (/) del péptido AB2s.35
1 pM previa al pulso de ACh 100 uM (trazo en color gris) y el registro original del protocolo combinado
(pre-aplicacion + coaplicacion del A8 25.35 1 UM en color verde). En el Panel B estan representadas los
valores medios de todas las células empleadas en cada experimento, normalizadas respecto a ACh 100
UM + EEM (***p<0,001 y ###p<0,001 respecto al control normalizado). Entre paréntesis se indica el
numero de datos obtenidos para cada grupo.
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4.1.2 Efecto del péptido amiloide B sobre receptores a3f4 bovinos en un

protocolo de aplicacién cronica.

A la vista de los resultados obtenidos con una aplicacion aguda del péptido
AB.s.35 ¥ basdndonos en bibliografia descrita ya por otros autores (Lain, Penke et al.
2005), (Xiu, Nordberg et al. 2005) quisimos explorar qué efecto tendria exponer, los
ovocitos de Xenopus laevis expresando el receptor a334 bovino, de forma crénica al
péptido. De esta manera, podriamos caracterizar mejor el mecanismo de actuacion del
AB2s3s sobre este subtipo nicotinico. Para llevar a cabo este protocolo testamos

diferentes concentraciones del péptido asi como distintos tiempos de incubacion.

4.1.2.1 Tratamiento crénico 24 horas.

Inicialmente, y ademas de basarnos en protocolos llevados a cabo por otros
autores (Xiu, Nordberg et al. 2005), optamos por comenzar con tiempos de incubacion

cortos. Por ello se prob6 una incubacion de los ovocitos durante 24 horas con 1 uM de
ABZS—SS-

Para realizar este protocolo experimental creamos dos grupos de tratamiento,
uno compuesto por ovocitos que no eran expuestos a AB.sss (de ahora en adelante,
ovocitos control), y otro compuesto por ovocitos a cuyo medio de mantenimiento L-15

se le afiadia el péptido AB.s.35 (de ahora en adelante, ovocitos pre-tratados).

Los datos que se obtuvieron se muestran en la Figura 5y en ellos se observa
que al contrario de lo que esperabamos (un bloqueo total o parcial de la respuesta del
receptor al agonista) podemos resaltar que se observo una tendencia al alza del valor
neto de la corriente tras el pulso de ACh 100 uM (la Iach aument6 un 19 + 1,12% en los
ovocitos pre-tratados). Si bien habia una tendencia, los resultados de las lach en los
ovocitos pre-tratados no fueron estadisticamente diferentes de las Iach Obtenidas en

con los ovocitos control.
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Figura 5. En el Panel A se muestra el registro original ACh 100 uM del ovocito control (negro) y
el registro original de 100 uM del ovocito pre-tratado 24h. con 1 pM de ABzs.35 agregado (rojo). En el
Panel B estan representadas los valores medios de todas las células empleadas en cada experimento,
normalizadas respecto a 100 uM ACh = EEM (##p<0,01 y ###p<0,001 respecto al control normalizado).
Entre paréntesis se indica el numero de datos obtenidos para cada grupo.

Este mismo protocolo se llevé a cabo también a concentraciones de ACh de
300 uM. Los ovocitos pre-tratados mostraron un 9 + 0,46% mas de corriente respecto
a los ovocitos control, un valor ligeramente inferior al alcanzado en el caso anterior,
aunque el andlisis estadistico no mostré diferencias significativas entre los dos grupos

de tratamiento.

Basandonos en los resultados obtenidos en el apartado 4.2.1.2 con un
protocolo de pre-aplicacion (Figura 3), sobre ovocitos que no habian sido expuestos
cronicamente al péptido, nos planteamos aplicar esta pre-aplicacion sobre ovocitos

que habian sido pre-tratados con AB,s.35 (1 M) agregado durante 24 horas.

Asi pues se procedié igual que en el apartado 4.2.1.2 realizando una perfusion

previa de AB.s.35 1 UM durante 5 segundos, previo al pulso de ACh 100 puM.
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Los resultados se muestran en la Figura 6 donde se puede ver que la perfusion
de AP2s.35 sobre ovocitos pre-tratados parecié provocar una mayor sensibilizacion a la
presencia del péptido y por tanto, una mayor inhibicion de la Ixch. Sin embargo, los
analisis estadisticos demostraron que no habia diferencias significativas entre la
inhibicion ejercida por el AB.s.35 en pre-aplicacion sobre ovocitos control (33,17 +
2,48%) y la ejercida sobre los ovocitos pre-tratados 24 hora con APsss 1 UM (38
2,65%).

I+

Estos experimentos fueron repetidos con 300 uM de ACh y los resultados
obtenidos fueron los siguientes: en ovocitos control, la |acn evocada por 300 uM de
ACh fue inhibida un 38,52 + 4,46 % por la perfusion previa de A ,5.35, mientras que en
el grupo tratado la corriente disminuyé un 37,4 + 2,57 %. Si analizamos los datos
estadisticamente, en ambos grupos de tratamiento, la corriente disminuy6
significativamente (n=6; **p*0,01) respecto a su control pero no asi entre ellos . Por
tanto, la exposicion cronica de los ovocitos a AB no parecio sensibilizar en este caso al

receptor a334 cuando se activaba con de 300 uM de ACh.
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Figura 6. En el Panel superior, se localizan los trazos originales de la lach €n ovocitos control
24h. (negro) y en ovocitos pre-incubados 24h. con ABzs3s 1 UM e lach (rojo). En el Panel inferior,
diagrama de barras en el que se muestran los valores medios de todas las células empleadas en cada
experimento, normalizadas respecto a su control de ACh 100 uM * EEM (*1®,01; ##p<0,01 y
###p<0,001). La barra horizontal representa las células que fueron sometidas a perfusion previa del
péptido. Entre paréntesis se indica el nimero de datos obtenidos para cada grupo.
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4.1.2.2 Tratamiento crénico 48 horas.

Continuando en un protocolo de exposicidn crénica, con AB.s.ss, de los ovocitos
de Xenopus laevis expresando receptores a3p4 bovino, aumentamos el tiempo de
incubacién hasta 48 horas. En este caso, previniendo un efecto toxico, disminuimos la

concentracion de AB.s.3s hasta 0,5 uM.

En la Figura 7 se muestran los resultados analizados y en ellos se advierte que
la tendencia inicial, de un aumento en el valor neto de la Ixcn S€ hace mas patente,
llegando a aumentar un 29,54 + 5,2% el valor de la Iach €n los ovocitos pre-tratados
respecto al grupo no tratado. Este dato nos hizo pensar que al estar, ABzsazs,
blogueando totalmente los receptores de forma crénica, quizas estuviese modulando
de alguna forma la expresion del receptor nicotinico sobre la membrana de los

ovocitos de Xenopus laevis.

Si nos fijamos en la Figura 7, concretamente en las barras que muestran los
resultados obtenidos tras la perfusion de AB,s.3s, previa al pulso de agonista, podemos
apreciar como nuevamente, la respuesta evocada por ACh sobre a334, fue menor en
los ovocitos pre-tratados respecto a su lacn control (Yopiogueo lach= 50,89 * 2,08%). Esto
puede ser debido, como se citd anteriormente, a una pre-sensibilizacion del receptor, a

la presencia del ABs.3s.

Cabe citar, que si bien en el lavado del grupo control, la respuesta a ACh era
casi revertida, en el grupo tratado, el lavado aparece disminuido, advirtiéndose un no

lavado completo del AB.s 35 tras la perfusion.

Este mismo protocolo fue llevado a cabo, igualmente, a concentraciones de
300 uM, obteniéndose resultados similares: el valor neto de la Ixc, aumentd un 30,16 +
7,76% en el grupo tratado respecto al grupo control. La perfusion previa de A sobre
los ovocitos tratados disminuia la respuesta evocada por ACh en 30,06 + 7,63%

respecto a su control (n=9; ***p* 0,001)
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Figura 7. . Diagrama de barras en el que se muestran los valores medios de todas las células
empleadas en cada experimento, normalizadas respecto a su control de ACh 100 uM + EEM (**p*0,01;
***n<0,001; #p<0,5 y ##p<0,01). La barra horizontal representa las células que fueron sometidas a
perfusion previa del péptido. Entre paréntesis se indica el nimero de datos obtenidos para cada grupo

A la luz de estos resultados, y al no observar efecto tdxico a nivel de muerte
celular durante las preincubaciones, decidimos aumentar la concentracion de ABzs.as
durante las 48 horas de incubacion hasta 1 uM. El objetivo de este aumento en la
concentracion de ABas.3s era intentar manifestar mejor el efecto del aumento de I1as Iach
en los ovocitos pre-tratados y, por ende, entender mejor de qué forma estaba

actuando el AB,s.35 sobre los receptores nicotinicos a3p4.

Los resultados que obtuvimos se muestran en la Figura 8 y en de ellos se
extrae que el aumento en el valor neto de la Iach No fue directamente proporcional al
aumento en la concentracion de AP.sss. Los datos muestran que a 48 horas de
incubacion con 1 uM de AB, el aumento de la Iacn en el grupo pre-tratado fue de 43,91

+ 16,87% respecto a la ach del grupo control.

En lo que se refiere a la perfusion de ABas.ss previa al pulso de ACh, en este
grupo de tratamiento, el %p0que0 ag= 58,35 + 2,52% respecto a su control. Esta dato es

mayor que el obtenido para las incubaciones de 48 horas con 0,5 UM de ABas.as
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perfusién del péptido que los ovocitos no tratados.

Respecto al lavado, debe notarse que la pérdida de corriente en los ovocitos
pre-tratados, fue igual de significativa que para el caso anterior (48 horas/ 0,5 UM AB2s.

35), NO consiguiendo, la ACh, revocar el valor inicial de corriente durante los pulsos de

lavado.
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Figura 8. En el Panel superior, se muestran los registros originales para la lach en ovocitos
control 48h. (negro) y la lach para ovocitos pre-incubados 48h. con 1 yM de AB25.35 (rojo). En el Panel
inferior, se muestra diagrama de barras con los valores medios de todas las células empleadas para el
tratamiento de 48 h. de incubacion con 1 uM df8 A 2s.35, los datos fueron normalizados respecto a su
control de ACh 100 uM = EEM (**p*0,01; ***p<0,001; #p<0,5 y ###p<0,001). La barra horizontal
representa las células que fueron sometidas a perfusion previa del péptido A3. Entre paréntesis se indica
el nimero de datos obtenidos para cada grupo.

4.1.3 Efecto del péptido amiloide B sobre receptores a3f4 bovinos en un

protocolo de incubacion crénica con antagonistas nicotinicos.

Habiendo determinado que una pre-incubacién con ARB,s.3s conseguia potenciar
las corrientes nicotinicas significativamente, nos preguntdbamos si de algin modo el
AB estaba antagonizando el efecto de la ACh sobre el receptor a3p4 bovino, y por
tanto, induciendo una mayor expresion de receptores nicotinicos en la membrana del

ovocito.

A modo de control, y basandonos en la bibliografia pre-existente (Quik,
Geertsen et al. 1987), (Xiu, Nordberg et al. 2005) utilizamos mecamilamina (Meca)
como antagonista no competitivo de los receptores a3p4 bovinos. Las concentraciones
usadas por otros autores, (Quik, Geertsen et al. 1987), nos sirvieron para establecer

nuestras concentraciones de mecamilamina durante las pre-incubaciones.
Asi pues, trabajamos con tres grupos experimentales:
1. Ovocitos control
2. Ovocitos pre-tratados 48h. con ABzszs 1UM
3. Ovaocitos pre-tratados 48h. con Meca 1uM

Los resultados que obtuvimos se muestran en la Figura 9, y en ella se

comparan los resultados obtenidos paralelamente en tres grupos de tratamiento:

Como se puede ver en el diagrama de barras (Figura 9), en este caso, las ach
en el grupo tratado con Meca resultaron inhibidas en un 28,88 *+ 7,41% respecto al

grupo de ovocitos no tratado.
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Si comparamos el efecto producido por la incubacién con Meca, con el efecto
producido por la incubacién con AB.s.35, SOn completamente opuestos, lo que nos lleva
a pensar que, si el AB,s3s estd modulando el receptor nicotinico, desde luego, no lo

hace desde el sitio de union de la ACh.

En lo que concierne a los pulsos de ACh con una perfusion previa d3A 5.3,
cabe decir que los ovocitos que habian sido incubados con Meca, no sufrieron una
disminucion significativa de la Iach, 10 cual podria darnos algunas pistas de dénde se

estd uniendo el AB,s_3s.
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Figura 9. Se muestran en el Panel superior los registros originales de la lach evocada por 100
UM de ACh en ovocitos control (negro), ovocitos pre-incubados 48h. con 1 yM de AB2s.35, Y ovocitos pre-
incubados 48h. con Meca 1 uM. En el Panel inferior, se presenta un diagrama de barras en el que se
muestran los valores medios de todas las células empleadas en cada experimento. Los datos fueron
normalizados respecto a su control de ACh 100 uM + EEM (**p=0,01; ***p<0,001; #p<0,5 y ###p<0,001).
La barra horizontal representa las células que fueron sometidas a perfusion previa del péptido AB. Entre
paréntesis se indica el nimero de datos obtenidos para cada grupo.

4.1.4 Efecto del lavado del péptido amiloide B sobre los ovocitos expresando

receptores a3f34 bovinos.

Continuando con la hipétesis de que el AB,s3s estaba modulando el receptor
nicotinico en los tratamientos crénicos, y con el fin de dilucidar, si era debido a su
union a algun sitio del receptor y no a un efecto de sensibilizacion del receptor,
abordamos la estrategia del lavado. Este lavado consistia en quitar del medio de
cultivo el AB.s3s, Y “lavar” asi el péptido de la superficie de los ovocitos, durante 24
horas. Nuestro objetivo en este caso era determinar si, tras “quitar” el AB.s.3s del medio

de cultivo, el efecto modulador del péptido era mantenido en el tiempo.

Los resultados se presentan en la Figura 10, y en ellos se observa como la
diferencia en el valor de la Iach entre el grupo de ovocitos control y el grupo de ovocitos
pre-tratados+lavados fue de 23,44 + 9,86%. Por tanto, los valores netos de lach
seguian siendo mas elevados en el grupo de ovocitos que habian sido sometidos a

una pre-incubacion con AB,s 35y posteriormente a un lavado.

En lo que respecta al protocolo de pre-aplicacion, la perfusién previa, al pulso
del agonista, de ABs.35 produjo una disminucion de 22,46 + 8,73 % en los ovocitos que
habian sido pre-incubados+lavados. Este valor de inhibicibn es menor que el
conseguido a 48 horas de incubacion con AB.sss (Figura 8), lo cual nos viene a
confirmar una vez méas que durante el tratamiento crénico, el ABss.3s Se une de alguna
forma al receptor nicotinico, pre-sensibilizandolo frente a la posterior presencia del

mismo en pre-aplicacion.
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Figura 10. Diagrama de barras en el que se muestran los valores medios de todas las células
empleadas en cada grupo de tratamiento (ovocitos control vs ovocitos pre-incubados 48 h. con AB2s.3s).
Los datos fueron normalizados respecto a su control de ACh 100 uM + EEM (*p=0,05; **p * 0,01;#p<0,5y
###p<0,001). La barra horizontal representa las células que fueron sometidas a perfusion previa del
péptido AB. Entre paréntesis se indica el nimero de datos obtenidos para cada grupo.

4.1.5 Efecto de dializar el péptido amiloide B en los ovocitos expresando

receptores a3p34 bovinos.

Finalmente, nos planteamos el abordaje de la dializacion del AB.s3s en el

interior de capilar de registro con el que se impala el ovocito. Asi pues, preparamos
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una solucion de KCI 3M + AB.s35 1UM y la usamos como solucién intracelular durante

el registro de las corrientes.

La dializacion del AB.s3s se realizd tanto sobre el grupo de ovocitos control,

como sobre los ovocitos pre-tratados 48h. con AB,s.3s 1UM.

Los datos obtenidos se muestran en la Figura 11 y aunque los resultados
obtenidos tras dializar los ovocitos no son estadisticamente significativos, si pueden
considerarse significativos a nivel bioldégico. Se observa que la dializaciéon con ABzs s
produce un aumento neto de las corrientes tanto en los ovocitos control como en los

ovocitos pre-tratados 48 horas con ABzs.3s 1 UM.

Una posible observacion a estos resultados seria que el péptido estd actuando
desde dentro del ovocito, es decir, a nivel intracelular. Bien podria estar haciéndolo
uniéndose a la parte intracelular del receptor y provocando cambios conformacionales
en €l o bien abriendo poros en la membrana del ovocito (a este respecto debe decirse
que la fuga de los ovocitos presentados en este experimento siempre se mantuvieron
por debajo de 0,5 pA, que esta dentro de los margenes aceptados por los autores que

trabajan con este sistema de expresion heterélogo).

Si de esta grafica cabe destacar otro dato es la el hecho de que en el grupo de
ovocitos control dializados que fueron sometidos a una pre-aplicacion con ABxs.3s 1 UM,
sus lach No fueron bloqueadas en el grado en el lo hacian sus controles. Por tanto
podriamos inclinarnos mas por la hipotesis de que el ABss3s 1 UM esté provocando un
cambio conformacional en el receptor nicotinico desde dentro y, por ende, cuando se
perfunde el AB.s35 1 UM, éste ya no es capaz de unirse al receptor, bloqueando su

respuesta.

-69 -



Instituto
Teofilo Hernando

para la I1+D del Medicamento

Il Ovocitos control 48 h.

EZZ) Ovocitos preincubados 48 h. Ag 1uM
400 - =2 Ovocitos control 48 h. dializados
EE= Ovocitos preincubados 48 h. Ag 1M dializados
350

;
300 = (7 #Efﬁl

Perfusidn previa Ap 1 uhl

IIIACh 100uM (o/o)

A\
\

%N\

h
©

Figura 11. Diagrama de barras en el que se muestran los valores medios de todas las células
empleadas en cada grupo de tratamiento (ovocitos control vs ovocitos dializados. con ABzs.35 1 UM y
ovocitos pre-incubados 48 h. con ABzs.35 1 UM vs. ovocitos pre-incubados 48 h. con AB2s-35 1 UM dializados
AB2s.35 1 uM). Los datos fueron normalizados respecto a su control de ACh 100 uM + EEM (***p=0,001;
##p<0,01 y ###p<0,001). La barra horizontal representa las células que fueron sometidas a perfusion
previa del péptido AB. Entre paréntesis se indica el nUmero de datos obtenidos para cada grupo.

4.2 EFECTO DEL PEPTIDO AMILOIDE B SOBRE RECEPTORES a7
EXPRESADOS EN OVOCITOS DE XENOPUS.

Las neuronas hipocampales y las proyecciones colinérgicas desde el cerebro
basal hacia el hipocampo son ricas en nAChRs a7 siendo precisamente estas areas
las mas afectadas durante la EA. Los primeros trabajos que se realizaron a este
respecto sefialaban que el receptor nicotinico a7 y el Af interaccionaban de alguna
manera, pero lo cierto es, que a dia de hoy, se desconoce la naturaleza exacta de esta

interaccion.

Son diversos los estudios y efectos observados por distintos autores, en
relacion al efecto que produce la interaccion de a7- AB. Wang y col. describieron cémo

el a7 co-inmunoprecipitaba junto a AB;4, en cerebros en estado post-mortem de
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pacientes de EA (Wang, Lee et al. 2000) & (Wang, Lee et al. 2000). También se
presentaron resultados donde se mostraba que pre-incubaciones con ABis
antagonizaba la activacion de los nAChRs en neuronas hipocampales, asi como la
inhibicién de las mismas en cultivo (Liu, Kawai et al. 2001) y en rodajas (Pettit, Shao et
al. 2001). Igualmente se ha descrito que la unién de AB.4, al receptor nicotinicoa?,

facilita la internalizacion del AR al interior de la célula (Nagele, D'Andrea et al. 2002).

Asi pues, conociendo los antecedentes que se circunscriben a la naturaleza de
esta interaccion, deseamos averiguar si AB.s.3s tendria algin efecto sobre los nAChRs
a7 bovinos. En caso de resultar afirmativo, nos planteariamos averiguar la naturaleza
de ese efecto, reproduciendo la misma bateria de procedimientos experimentales que

habiamos llevado a cabo sobre a3p4.

Inicialmente, y al igual que hiciéramos para el receptor a3B4 bovino,
construimos una curva concentracion-respuesta de ACh para a7 bovino (Figura 12).
Para ello, seguimos el protocolo de pulsos de ACh de 2 segundos de duracién a

intervalos de 2 minutos.

Los resultados muestran un efecto concentracion-dependiente para la ACh
realizdndose una regeresion no lineal con los datos y ajustandolos a un Modelo de Hill.
Se obtuvo una curva sigmoidal a partir de la cual calculamos que la ECs, para ACh en

receptores nicotinicos bovinos a7 era de 72,05 uM.

4.2.1 Efecto del péptido amiloide B sobre receptores a3f4 bovinos en un

protocolo de aplicacion aguda.

4.2.1.1 Protocolo en co-aplicacion.

Para explorar el efecto de AB,s35 en a7 bovino, nos basamos en protocolos
llevados a cabo previamente por Pym y col. (Pym, Kemp et al. 2005) donde
observaron los efectos producidos por ABis Y APi142 SObre corrientes nicotinicas

humanas en a7.
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En nuestro caso, nos planteamos averiguar qué efecto tendria la co-aplicacion

de ACh y AB2s.35, €n un mismo pulso.

ACh10yM  ACh30uM  ACh100uM  ACh300uM  ACh 1mM
— f— -— — -—

T T T

250, of bovino

- (18)
S~ 200

5

< 130
=

=

< 0o EC, .= 72,05 uM
=

50
©

-log concentration [M]

Figura 12. Curva concentracion-respuesta para acetilcolina sobre receptores nicotinicos bovinos
a7. Los ovocitos expresando receptores a7 se han perfundido con acetilcolina a diferentes
concentraciones durante 2 segundos cada 2 minutos. (Panel superior) Trazados originales de las
distintas concentraciones de ACh. Las barras horizontales indican el tiempo de aplicacién del agonista.
(Panel inferior) Ajuste Dosis-Respuesta sobre la curva concentracion-respuesta original. El nimero de
ovocitos empleados en cada experimento se encuentra indicado entre paréntesis.
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Como protocolo experimental, se dieron pulsos de ACh + AB.s3s durante 2
segundos, aplicado a intervalos de 2 minutos. Asi pues, llevamos a cabo la
construccion de dos curvas concentracion-respuesta. Cada una de estas curvas

consistia en concentraciones crecientes de ACh a las que afiadimos:

- 0,1 pM de ABss3s (inicialmente usamos 0,1 UM de AP.s3s debido a que
algunos autores citaban que el AB.s.35 Se une con gran afinidad al receptor nicotinico
a7 (Wang, Lee et al. 2000) 6

- 1 uM de ABzs 3s.

Todos los experimentos se realizaron en presencia del i6n Ba®* como i6n

transportador de carga.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13, donde se representa de
color negro la curva control para ACh y debajo de ésta, en verde oliva, una curva
concentracion-respuesta para ACh + AB,s3s 0,1 pM. Los datos obtenidos para pulsos
de ACh + ABxs3s 0,1 uM muestran que las corrientes nicotinicas evocadas por el
agonista fueron inhibidas en un 41,53 + 9,87 a la concentracion de 100 uM de ACh y
de 35,13 + 9,42 y 11,47 + 19,82 para ACh 300 y 1000 uM, respectivamente. Tal y

coémo se muestra en la Figura 13, la ECso aumentd hasta situarse en 103,91 uM.

Respecto a los resultados obtenidos en la construccion de la curva de ACh +
AB2s.35 1 UM (de color rojo en la Figura 13) cabe destacar que la inhibicién fue mucho
mas significativa, llegando a alcanzar valores de bloqueo de 56,46 + 5,47% a la
concentracion de ACh 100 uM y de 54,73 + 9,32% y 29,11 + 10,51 para ACh 300 y

1000 uM, respectivamente. Las ECsotambién aumentd en este caso hasta 172, 42 uM.
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Figura 13. Curva concentracion-respuesta para acetilcolina y ABzs-35 Sobre receptores nicotinicos
bovinos a7. (Panel superior) Trazos originales de las distintas concentraciones de ACh + 0,1 (verde)/1
(rojo) uM de AB2s.35. Las barras horizontales indican el tiempo de aplicacion del agonista. (Panel inferior)
Ajuste seglin modelo Dosis-Respuesta de los resultados. La curva control de acetilcolina es representada
de color negro, la curva de ACh + A 0,1 uM se representa en color verde y la curva para ACh + A 1 uM
pertenece al color rojo. Los ovocitos expresando receptores a7 se han perfundido con ACh o ACh + ABas.
35 a diferentes concentraciones durante 2 segundos cada 2 minutos.

4.2.1.2 Protocolo en pre-aplicacion.

En base a los resultados obtenidos en el apartado anterior, probamos
determinar qué efecto tendria la pre-aplicacion de ABzs3s 1 UM sobre la respuesta

evocada por pulsos del agonista ACh.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14. Cédmo se observa, el
Yopioqueo fUE de 71,83 + 0,89%, a la concentracion de ACh 100 pM.

Cabe citar que, durante los pulsos de lavado, los ovocitos sometidos a la pre-
aplicacion de AP.s3s ho consiguieron revertir totalmente la respuesta, sufriendo una

pérdida significativa de corriente.

Este mismo protocolo fue llevado a cabo con ACh 300 uM y el %pjpque0 fue de

72,16 + 1,45%. Nuevamente, durante el lavado, los pulsos no revocaron la respuesta

inicial.
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- P —
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Figura 14. En el Panel A se muestran los trazos originales: el pulso control de ACh 100 pM
(trazo negro) y la lach resultante de la pre-aplicacion de 5 segundos de perfusion (/) del péptido AB2s.as 1
UM previa al pulso de ACh 100 uM (trazo en color gris). En el Panel B estan representadas los valores
medios de todas las células empleadas en el experimento, normalizadas respecto a 100 pM ACh + EEM
(***p<0,001 y #p~0,5). Entre paréntesis se ind ica el nimero de datos obtenidos para cada grupo.

Noétese que, igual que @Bp4, las concentraciones que se udarpara
caracterizar el efecto de AB,s5.35 sobre el NAChR a7 bovino seran ACh 100 uM y ACh
300 uM. Las razones son también que: 1) sobre ambas concentraciones el ABs.ss,
ejerce su mayor grado de inhibicion y 2) porque a concentraciones de ACh 1000 uM,
puede que estemos viendo desensibilizacion de la Iacn Yy, por tanto, errariamos al

calcular el grado de bloqueo del AB2s.35

4.2.2 Efecto del péptido amiloide B sobre receptores a3f4 bovinos en un

protocolo de aplicacién crénica.

A continuacién nos planteamos dilucidar como afectaria una exposicion cronica

del receptor a7 bovino a la presencia de ABs.3s.

Para realizar este protocolo experimental creamos dos grupos de tratamiento,
uno compuesto por ovocitos que no eran expuestos a AB.sss (de ahora en adelante,
ovocitos control), y otro compuesto por ovocitos a cuyo medio de mantenimiento L-15

se le afiadia el péptido AB.s.3s (de ahora en adelante, ovocitos pre-tratados).

Asi pues, realizamos pre-incubaciones de los ovocitos que expresaban el
subtipo nicotinicoa7 con 1 puM de ABss3s durante 72 horas y comparamos los

resultados con las Ixc, que se obtuvieron para los ovocitos control.

Los resultados se muestran en la Figura 15, donde se puede observar que la
incubacioén crénica con A »s.35 No afectd, en este caso, al valor neto de la Iach en los
ovocitos pre-tratados, resultando la misma en todo caso disminuida, aunque no de

forma significativa (%opioqueo= 11,13 *+ 6,12).
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En lo que concierne a la perfusion de 5 s. de AB.s35 1 UM previa al pulso de
ACh 100 uM hay que decir que el grado de bloqueo de la corriente nicotinica obtenido
(Yopioqueo= 73,41 + 3,68%) fue similar al que se encontro en los ovocitos control de 72 h.
(Yopioqueo= 77,75 £ 6,23%).

Hay que destacar que los ovocitos pre-tratados durante 72 h. consiguieron

revertir totalmente la corriente de ACh durante los pulsos de lavado.

Estos mismos experimentos se llevaron a cabo usando ACh 300 uM, y los
resultados obtenidos fueron muy similares: 1) Los valores netos de Iacn, N0 se vieron
afectados significativamente con la pre-incubacion (| Alach= 14,14 + 10,785); 2) La pre-
aplicacion de ABjs.35 1 UM previa al pulso de ACh 300 pM inhibi6 73,89 5,36 la Iach.

ACh 100 uM ACh 100 uM ACh 100 pM
ﬁ_r-—
_Josum
2s

— Ovocitos control 24 h.
— Ovocitos preincubados 24 h. AR 1 uM
/I + Perf. previa AB 1 uM 5 s.

Il Ovocitos control
EZA0vocitos preincubados 72h. Ag 1 uM
120 -

() () HHH
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50 =
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Figura 15. Diagrama de barras en el que se muestran los valores medios de todas las células
empleadas para el tratamiento de 72 h. de incubacion con 1 uM de AB 2s.35, los datos fueron normalizados
respecto a su control de ACh 100 uM + EEM (**p=0,01; ***p<0,001; ##p~0,01 y ###p<0,001). La barra
horizontal representa las células que fueron sometidas a perfusion previa del péptido AB. Entre paréntesis
se indica el nimero de datos obtenidos para cada grupo.

4.2.3 Efecto del péptido amiloide B sobre receptores a3f4 bovinos en un

protocolo de incubacién crénica con antagonistas nicotinicos.

En busca de mimetizar un efecto antagonizador con un antagonista, incubamos
un grupo de ovocitos con un antagonista competitivo selectivo para a7, como es la
Metilicaconitina (MLA). Nuestro objetivo era explorar si, la presencia del antagonista,

afectaria al bloqueo ejercido por AB.s.3s sobre las Iach, en a7.
Asi pues se separaron tres grupos de tratamiento:
1. ovocitos control
2. ovocitos pre-tratados 72 h. con AB2s.35 1UM
3. ovocitos pre-tratados 72 h. con MLA 10 nM

Los resultados se muestran en la Figura 16 y en ellos se observa cdmo tanto la
pre-incubaciéon con AB 535 1 UM, como la pre-incubacion con MLA 10 nM, no produjo

cambios significativos en la Ixc, de los ovocitos.

Por otro lado, la pre-aplicacién de 5 s. de & ,5.35 1UM antes del pulso de ACh
100 uM, consiguid inhibir también, en el grupo tratado con MLA, la lach, Un 76,32 +
6,84%.
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Figura 16. En el Panel superior se muestran los registros originales de la Iach evocada por 100
UM de ACh en ovocitos control (negro), ovocitos pre-incubados 48h. con 1 uM de AB2s.35, Y ovocitos pre-
incubados 48h. con MLA 10 nM. En el Panel inferior, se presenta un diagrama de barras en el que se
muestran los valores medios de todas las células empleadas en cada experimento. Los datos fueron
normalizados respecto a su control de ACh 100 pM + EEM (**p*0,01; ***p<0,001; ##p=0,01 y
###p<0,001). La barra horizontal representa las células que fueron sometidas a perfusion previa del
péptido AB2s-35. Entre paréntesis se indica el nimero de datos obtenidos para cada grupo.
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No se hallaron diferencias significativas entre la inhibicién ejercida por la pre-

aplicacion de AB,s.35 1UM entre ninguno de los tres grupos.

Este mismo protocolo fue llevado a cabo con pulsos de ACh 300 uM, no

encontrandose diferencias significativas para los valores obtenidos con ACh 100 puM.

4.2.4 Efecto del péptido amiloide B sobre receptores a3p4 bovino con el uso de

otros agonistas nicotinicos.

Finalmente, y tras testar el efecto de AB.ss junto al agonista ACh, nos

planteamos el uso de otro agonista selectivo para a7 como es la colina (Cho).

Nuestro objetivo en este caso era explorar mejor el posible sitio de unién del
AB2s.35 al receptor nicotinico a7. De esta forma podriamos ver si el AB,s.35 compite por
el sitio de unién de la ACh o, si por el contrario, estd modulando la respuesta del
receptor nicotinico uniéndose a otro sitio.

Para llevar a cabo este protocolo, usamos nuevamente ovocitos de Xenopus
laevis que expresaban en su membrana el receptor nicotinico a7 e hicimos tres grupos
de tratamiento:

1. ovocitos control
2. ovocitos pre-tratados 72 h. con AB,s.35 1UM
3. ovocitos pre-tratados 72 h. con MLA 10 nM

Cdémo se observa en la Figura 17, el uso de Cho para evocar la respuesta en
este subtipo nicotinico, no produjo ninguna diferencia significativa respecto a los
resultados obtenidos para ACh.

Tanto en las pre-incubaciones con AB,s3s, como en el protocolo de pre-
aplicacion de ABas.3s, Se obtuvieron los mismos grados de inhibicidn de la Iach por parte
de ABzsas.
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Igualmente, las pre-incubaciones con el antagonista selectivo MLA no afectaron

en los grados de bloqueo por ABs.3s.

Il Cvocitos control
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Figura 17. En el Panel superior se muestran los registros originales de la lach evocada por 10
mM de Cho en ovocitos control (negro), ovocitos pre-incubados 48h. con 1 M de AB2s.35, Y ovocitos pre-
incubados 48h. con MLA 10 nM. En el Panel inferior, se presenta un diagrama de barras en el que se
muestran los valores medios de todas las células empleadas en cada experimento. Los datos fueron
normalizados respecto a su control de ACh 100 uM + EEM (**p=0,01; ##p=0,01 y ###p<0,001). La barra
horizontal representa las células que fueron sometidas a perfusion previa del péptido AB. Entre paréntesis
se indica el nimero de datos obtenidos para cada grupo.
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DISCUSION

Desde hace tiempo se sabe que existe una conexion entre la EA y el déficit
colinérgico en la neurotransmision. Ya, a finales de los 70, varios estudios
demostraron que una caracteristica muy importante de la patologia de la EA era una
pérdida muy significativa de neuronas colinérgicas (Davies and Maloney 1976); (Perry,
Tomlinson et al. 1978) (Perry, Perry et al. 1987);(Quirion, Martel et al. 1986); (Fabian-
Fine, Skehel et al. 2001). Dada la implicacion de la ACh en importantes funciones
cognitivas, tales como aprendizaje y la memoria, la interrupcion de la transmision
colinérgica se reconocid inmediatamente como una posible causa de deterioro

cognitivo en pacientes con EA (Smith and Swash 1978).

Como consecuencia, los esfuerzos se enfocaron en el desarrollo de agentes
terapéuticamente potenciales para combatir la EA basados en restablecer el
funcionamiento normal de la transmision colinérgica. Esto condujo a la introduccion y
aplicacion clinica de varios inhibidores de la acetilcolinesterasa. A pesar de su
modesta eficacia, estos inhibidores son todavia ampliamente usados en el tratamiento
de la EA (Nordberg 1993);(Nordberg and Svensson 1998); (Krall, Sramek et al. 1999);
(Munoz-Torrero 2008).

Aunque la pérdida de neuronas colinérgicas proporciona una clara indicacién
de la participacion del sistema colinérgico en la patogénesis de la EA, la muerte
neuronal se cree que ocurre s6lo en etapas mas avanzadas de la enfermedad, mucho
después de la aparicion del deterioro de la memoria (Klein 2006). Por tanto, la pérdida
de memoria en las etapas iniciales de la EA podria estar mas relacionado con otros
dos aspectos de la transmision colinérgica, como son, cambios en los niveles de
NAChRs y la desregulacion de la funcibn de los nAChRs resultante de las
interacciones moleculares de AR con éstos. Asi pues entender los mecanismos
moleculares que subyacen a esta vulnerabilidad colinérgica selectiva por AR aportaria

grandes avances para el tratamiento de la EA.
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Por otro lado, el hecho de que las poblaciones de neuronas mas vulnerables
sean aquellas que son mas ricas en nAChRs puede que nos esté dando pistas sobre

las claves del proceso.

Como ya se ha descrito, en las regiones del cerebro afectadas por la EA,
corteza cerebral e hipocampo principalmente, se observan tempranas y marcadas
reducciones en los niveles de los nAChRs (Kellar, Whitehouse et al. 1987) (Wevers
and Schroder 1999; Perry, Martin-Ruiz et al. 2000). Durante el envejecimiento normal,
el cerebro ya presenta, en cierta medida, una reduccion en los niveles de estos
receptores. Sin embargo, esta reduccién es mucho mas acusada en pacientes con EA.
Por ejemplo, los niveles de la subunidad a4 se encontraron disminuidos en un 80% si
lo comparamos con los niveles encontrados en cerebros controles sin demencia
(Perry, Martin-Ruiz et al. 2000). Aparentemente, la reduccién de los niveles de
NAChRs en la EA no se debe a una disminucion en la expresiéon de ARN mensajero.
Como ya ha sido descrito, los niveles de diferentes subunidades (medidos por
hibridacion in situ 0 RT-PCR cuantitativa) no son muy diferentes entre los medidos con
EA y los medidos en controles sanos, llegando incluso en el caso de la subunidad a7 a
ser mayores en cerebros con EA (Terzano, Court et al. 1998); (Mousavi, Hellstrom-
Lindahl et al. 2003).

Todo esto sugiere que un componente importante en la patogénesis de la EA
podria ser la pérdida de nAChRs pre-existentes, posiblemente debido a alteraciones

en el tréfico de receptores o bien en alteraciones a nivel del control de la transcripcion.

En los Ultimos afios se han acumulado una considerable cantidad de
evidencias respecto a las interacciones moleculares entre AR y nAChRs (Dineley
2007). Los primeros trabajos de Wang y col. demostraron que, en la EA, el AR se unia
con una alta afinidad (en el intervalo de picomolar) a a7 nAChR, en las regiones
cerebrales corticales y en el hipocampo (Wang, Lee et al. 2000). Por otro lado, un
estudio describi6 que BA 14, ejerce, en concentraciones picomolares, efectos
estimulantes sobre los nAChRs a7 (Puzzo, Privitera et al. 2008). Haciendo uso de

fagos, Magdesian y col. describieron que el AB;.4 soluble se une con alta afinidad, en
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el rango nanomolar, a los diversos subtipos de nAChRs, incluyendo a7 (Magdesian,
Nery et al. 2005).

Dado que la unién con tan altas afinidades implica interacciones moleculares
relativamente fuertes, se podria predecir que los cambios conformacionales inducidos

en los nAChRs por la unién AR, daria lugar a alteraciones en la actividad del receptor.

Nuestro grupo, usando el modelo de expresién heteréloga de ovocitos de
Xenopus laevis, ha demostrado que el AB bloquea las respuestas evocadas por ACh
en los nAChRs a3B4 y a7 bovinos (Figura 2 y Figura 13). Este bloqueo era mas
efectivo, cuanto mayor era la concentracion de ACh utilizada. Ademéas de confirmar
una interaccion nAChRs- AR, estos resultados apuntaban que el AR estaba ejerciendo

un posible antagonismo no competitivo sobre ambos subtipos de nAChR.

Este posible antagonismo no competitivo se confirmd nuevamente durante el
protocolo de pre-aplicacion del AR (Figura 3 y Figura 14). Si bien en el caso de a334,
el grado de inhibicion fue menor que pama/, en ambos nAChRs, el A ejercia un
bloqueo efectivo de las Iach. En nuestro caso, el AR parecia unirse con mucha mas
afinidad al NnAChR a7 que al nAChR a3f34, lo cual viena confirmar lo que muchos
autores ya han descrito, y es que el A3, se une con una gran afinidad a a7 (Wang, Lee
et al. 2000); (Magdesian, Nery et al. 2005).

Se estima que el contenido de AB en cerebros no dementes ronda los pM, sin
embargo se cree que esta cantidad aumenta hasta varios cientos de nM en cerebros
con EA (Xie, Litersky et al. 1998); (Oddo, Caccamo et al. 2005); (Kihara, Shimohama
et al. 2001). Varios estudios han descrito que exposiciones prolongadas de los nAchRs
a concentraciones nM de AR acaban en un bloqueo significativo de la dandel
receptor (Grassi, Palma et al. 2003); (Pym, Kemp et al. 2005); (Pettit, Shao et al.
2001); (Lamb, Melton et al. 2005); (Liu, Kawai et al. 2001); (Cleary, Walsh et al. 2005).
Esto sugiere que, bajo condiciones de enfermedad, la interaccion nAChR- AR

interferiria con el funcionamiento normal de estos receptores

La activacion de los nAChRs causa la despolarizacion de la membrana directa

o indirectamente, aumentando el calcio intracelular. Cuando los NAChRs se expresan
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sobre terminales pre-sinapticos, su activacion aumenta la posibilidad de liberacion de
los neurotransmisores. Cuando se expresan sobre terminales post-sinapticos, su
activacion desencadena un aumento del calcio intracelular y una cascada de sefiales
que contribuyen a la homeostasis de la neurona, plasticidad sinaptica, aprendizaje y
memoria (McKay, Placzek et al. 2007). Mientras que varios estudios han demostrado
gue la activacion de los nAChRs atenua la toxicidad por AB, no esta claro porqué estos
receptores disminuyen selectivamente en las areas de proyeccién colinérgica cortical

durante la progresion de la enfermedad.

Una posibilidad para la acumulacién de AB durante la EA es que, a medida que
la concentracion de AB aumenta, la funcidn neuroprotectora de los NnAChRs comienza
a ser bloqueada por el efecto antagonista que ejerce el AB. Aunque t@mhiebe
considerarse que la interaccion que sucede entre nAChRs- AB, bajo condiciones de

enfermedad, contribuya a la neurotoxicidad.

Las evidenciad de que los nAChRs juegan un papel neuroprotector es una
larga historia y, porqué no, algo enigmatica. Algunos estudios epidemiol6gicos han

demostrado una correlacion negativa entre ser fumador y la posibilidad de padecer EA.

Dada la gran cantidad de evidencias del papel neuroprotector que juegan los
nAChRs, la interaccion nAChR- AB bajo condiciones de gran cantidad de AR, poéh
exacerbar la toxicidad de AR al disminuir la sdial neuroprotectora efectuada por estos

receptores.
Asi la literatura indica que, bajo “altas cantidades de AB” podria suceder:

1) Alteracion y desregulacion de los mecanismos de transduccién de sefales
implicados en la homeostasis y plasticidad sinaptica.

2) Internalizacion del complejo péptido-receptor
3) Toxicidad celular
4) Formacién de placas

Si la neuroproteccion in vivo es mediada a través de PI3K, la mediada in vitro

es a través de los nNAChRs. Estudios in vitro para determinar la proteccion frente a A3
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en neuronas en cultivo demostraron que los nAChRs 0432 y a7 mediaron el efecto
neuroprotector de la nicotina (Kihara, Shimohama et al. 1997). Por otro lado, otros
autores demostraron que la proteccion frente § As proporcional alimero de

receptores a7 que hay expresados en cultivo (Jonnala and Buccafusco 2001). Otros
autores, han demostrado como una exposicion crénica a A 1.4, in vitro, condujo a un
up-regulation de los nAChRs de manera similar a los efectos de un tratamiento crénico

con nicotina (Dineley, Westerman et al. 2001) (Dineley, Xia et al. 2002).

Nuestro grupo exploré los efectos de exposiciones cronicas de los hAChRs
a3B4 y a7 a AB. Los efectos encontrados fueron distintos. En el caso de exposiciones
cronicas sobre los nAChRs a3B4 (Figura 8), estos receptores parecieron aumentar en
namero, sobre la membrana del ovocito. Este dato viene confirmado por el aumento de
los valores netos de corriente para ACh. Asi se observa que, a medida que se
aumentaron las concentraciones de AB y los tiempos de incubacion, la cantidad de

corriente observada aumentaba proporcionalmente (Figura 6, Figura 7 y Figura 8).

En esta linea, e intentando descartar una pre-sensibilizacion del receptor por
las exposiciones cronicas a un posible antagonista, realizamos lavados del AB sobre el
receptor. Los resultados muestran (Figura 10) que las corrientes permanecian
aumentadas respecto a sus controles tras este lavado, lo cual nos venia a confirmar
una vez mas que el AB estaba modulando, de alguna manera, la expré&si de a334

sobre la membrana del ovocito.

El grupo de Xiu apoya la idea de que el up-regulation de los nAChRs ocurre
durante la enfermedad: exposiciones crénicas “in vitro” de cultivos primarios de
astrocitos a concentraciones pM-nM de AB:4> durante 48h. resultaron en un up-
regulation tanto del ARNm a7 como de la proténa (mediante cuantificacion de ARNm
y de proteina total, con RT-PCR e inmunnoblot, respectivamente) (Xiu, Nordberg et al.
2005). Este up-regulation se observd también para las subunidadesa42, pero no asi

para la subunidad B3, que permanecio sin cambios.

Respecto a los resultados obtenidos para las exposiciones crénicas de B

sobre los nAChRs a7 (Figura 15) hay que decir que nuestro grupo no encontro
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diferencias significativas entre el grupo que era pre-incubado y el grupo control.
Resulta curioso que si en el caso de la aplicacion aguda delA( Figura 13 y Figura
14) se obtuvieron bloqueos muy significativos sobre a7, las exposiciones crénicas a AB
no ejercieran ningun efecto a este respecto. Para encontrar una posible explicacion a
estos resultados, quizas hubiese sido interesante ver el efect@ del A nivel
intracelular, pues puede ser que las acciones del AB sobre los distintos subtipos de

NAChRs dependan de su unién a nivel extracelular o intracelular.

En esta linea, los resultados de dializar el 4 intracelularmente en los ovocitos
gue expresaban nAChRs a3f4 (Figura 11), resultaron en un aumento de la lxch tanto
en el grupo de ovocitos control como en el grupo de ovocitos pre-tratados. Si bien no
hubo diferencias estadisticamente significativas, consideramos este hallazgo muy
interesante. Para este hecho, encontramos dos posibles explicaciones, una en la que
el AB esté uniéndose a la parte intracelular del NAChR activandolo desde el interior, y
la otra, en la que AB estdia provocando la apertura de micro -poros en la membrana
del ovocito, resultando por tanto en un aumento de la Ixc, @ causa de un efecto téxico.
Debido a que la fuga en estos ovocitos se mantuvo estable, nos decantariamos
preferentemente por la primera posible explicacién, aunque no se puede descartar

ninguna otra alternativa.

Algunos autores admiten que el AB intracelular puede jugar un papel citico en
el proceso patolégico. En una serie de publicaciones llevadas a cabo por Nagale,
D'’Andrea y col, se describi6 como neuronas localizadas en cerebros con EA,
acumulaban gran cantidad de AB1.4, Y que, ademas, estas neuronas eran muy ricas en
nAChRs a7 (Nagele, D'Andrea et al. 2002); (Nagele, D'Andrea et al. 2003); (Wang,
D'Andrea et al. 2002). Otros autores describieron cémo células de neuroblastoma,
transfectadas con cDNA para nAChRs a7, exhibian una rapida union, internalizacion y
acumulacion de B 14> exdgeno, pero no asi para APis. Esta internalizacion fue
relacionada con el nivel de expresion da7 nAChR  (Nagele, D'Andrea et al. 2002).
Ademas el antagonista a-Bgtx, previno esta internalizacion. Estos resultados sugieren
que a7 facilita la internalizacbn en neuronas y podria conferir vulnerabilidad selectiva

para los efectos toxicos a nivel intracelular, por AB;4. De ahi que, en futuros
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experimentos, nos gustaria explorar el efecto intracelular de A3 a nivel de los nAChRs

a7 en nuestro modelo celular.

Nagale y col llevaron esta consideracion un paso mas all4 sugiriendo que la
interaccion NAChR- AB y su internalizacidn podria conducir a la formacion de placas y
que, cuando la célula que alberga este AR muere, su contenido intracelular se deposita

en el parénquima cerebral (Nagele, D'Andrea et al. 2003); (Nagele, Wegiel et al. 2004).

Nuestro grupo utiliz6 antagonistas competitivos y no competitivos en
combinacion con el A para intentar dilucidar mejor su mecanismo de acmi. En el
caso de los nAChRs a3p4 (Figura 9), el uso de incubaciones cronicas con el
antagonista no selectivo Meca, no introdujo cambios significativos en los resultados
obtenidos para AB. Esto podia estar indicando que el sitio de unién del £ al nAChR
a3p4 no es el mismo que para la Meca, pues la pre-aplicacién del & sobre los
ovocitos que habian sido pre-tratados con Meca, result6é en el mismo grado de blogueo

que para el resto de ovocitos.

Para el caso de los nAChRs a7, el tratamientnico con el antagonista
selectivo MLA, actué en modo paralelo a como lo hizo el &, es decir, bloqueando las
Iach de forma efectiva. Es durante la pre-aplicacion de AB, cuando el grupo de ovocitos
pre-tratados con MLA, resultaron sus lacn mas inhibidas que el resto, aunque sin

diferencias estadisticas.

En el caso de a7, varios autores encontraron que AB ejerce de antagonista
sobre este subtipo de receptor y confirma previos estudios que describian que elA
reducia las corrientes evocadas por ACh en a7, de forma no competitiva. En esta linea
se describio que pre-incubaciones con A4, antagonizaban la activacion de los
nAChRs a7 en neuronas hipocampales, asi como la inhibicion de las mismas en
cultivo (Liu, Kawai et al. 2001) y en rodajas (Pettit, Shao et al. 2001) .lgualmente se ha
descrito que la unién de a7 a AR 14, facilita la internalizacion del AR (Nagele, D'Andrea
et al. 2002).

De hecho, y curiosamente, se ha demostrado que AR tiene capacidad tanto de

activar como de inhibir los nAChRs, dependiendo del subtipo de receptor, de las
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concentracion de AR, del tipo de preparacién (es decir, mondémeros, oligobmeros
solubles o fibrillas), y de los tiempos de incubaciéon. En conclusién, a pesar de la
cantidad de datos importantes que indican que las interacciones entre AR y nAChRs
afectan a la funcion del receptor, estos efectos parecen muy dependientes del subtipo
de receptor y de las condiciones experimentales, y no existe ain un consenso general
sobre el impacto que AR tiene en la transmisién colinérgica via activacion o inhibicion

del receptor.

Por otra parte, AR si altera la funcion de los nAChRs, lo que lleva a nuevas
posibilidades para el disefio de farmacos terapéuticos. Los agonistas nicotinicos
inducen rapidamente la desensibilizacion del receptor, y por lo tanto, su eficacia
terapéutica puede ser limitada. Sin embargo, compuestos que bloqueen la unién de AR
a los nAChRs no deberian sufrir de esta limitacion. Un ejemplo interesante a este
respecto son los péptidos descritos por Magdesian y col., los cuales bloqueaban la
inhibicion de la funcion de nAChRs mediada por AR “in vitro” (Magdesian, Nery et al.
2005). Los autores también demostraron que el AR se unia a los nAChRs cerca del
sitio de unién de la nicotina, pavimentando el camino para el disefio de inhibidores de

AR basados en su estructura vinculante.

Curiosamente, los efectos que hay descritos del AR sobre la plasticidad
sindptica, parecen depender estrictamente de las concentraciones de AR. Ya Dineley y
col. demostraron que el efecto de AR sobre la actividad de los NAChRI7 tiene forma
de "U invertida", es decir, mientras que las concentraciones bajas (en el rango
picomolar fisiologico) activan el receptor, la exposicion prolongada a concentraciones
mas altas (parecido a estados patologicos) bloquean de forma muy efectiva las
corrientes (Dineley, Bell et al. 2002).

Este hecho coincide con un interesante estudio que muestra que las
concentraciones picomolares de AR desempefian un papel positivo en la plasticidad
sinaptica, facilitando la LTP (Long Term Potentation) a través de un mecanismo
dependiente de a7 (Puzzo, Privitera et al. 2008). Estos autores demaostraron que 200
pM de AR oligomérico mejora la LTP “in vitro” a través de un aumento de la la

liberacion de neurotransmisores en presencia de la toxina tetanica y facilita el
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rendimiento en las pruebas de memoria “in vivo”. Ambos efectos no se manifiestan en
ratones nulos para a7, lo que sugiere el papel figigto de la activacidn de este

receptor sobre la plasticidad. En conjunto, estos resultados sugieren que el aumento
en la liberacidon de neurotransmisores a través de la activacion de nACHks pre -
sinapticos puede ser el mecanismo por el cual, el AR, en concentraciones muy bajas,
ejerza su papel fisioldgico. Una vez que las concentraciones de AR alcanzan niveles
patologicos, aparecerian otros tipos de efectos, tales como la desensibilizaciéon de los

nAChRs a7, pudiendo ser la base para la interrupcién de la plasticidad sinaptica.

La reversion del fracaso sinaptico inducido por AR seria una paso fundamental

para detener los sintomas de la EA.

Asi pues los nAChRs son dianas terapéuticas potencialmente importantes en la
EA, ya que estan implicados en la regulacién de la plasticidad sinaptica y se sabe que

su namero disminuye durante la EA.

Si AB ejerce acciones subtipo espeificas sobrea3p4 y a7 y otros nAChRs,
sugiriendo que los efectos dependen de la composicién en subunidades, esto deberia

ser tenido en cuenta para los efectos descritos en distintos modelos celulares.

Las diferencias entre autores (en los que para unos, el AR inhibe y para otros
potencia) pueden ser debidas al modelo celular elegido (ovocitos, células SH-EP1,
neuronas...) 6 también podria ser debido a diferencias entre especies. Por ejemplo,
los modelos de ratén transgénicos que emulan la EA son ampliamente usados para
investigar los efectos de AP in vivo y sus resultados aportan algunas luces a este
problema aun sin resolver. Pero las posibles diferencias entre especies en la accion
final del AB sobre los NAChRs requiere de profundas investigaciones, pues aparecen
grandes implicaciones a la hora de interpretar los resultados obtenidos en modelos

animales durante los ensayos de nuevos farmacos.

Asi pues, las diferencias encontradas en nuestro modelo celular, entre a3p4 y
a7 podrian ser debidas a que cada subtipo de receptor establece diferentes tipos de
interacciones con el AB, suponiendo que tienen distintos sitios de interamtiy que

ambos, a3p4 y a7, juegan distintos papeles en la respuesta neuronal a AB durante la
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EA. Por ejemplo, (Pym, Kemp et al. 2005) no encontrd ningun efecto de AB sobre a3p4
pero si paraa4B2 y a7,concluye ndo que el sitio de interaccién de B con el nAChR

estaba ausente en a3p4. En nuestro caso, ambos subtipos de nAChRs son
susceptibles a la presencia de AB, por lo que puede ser que ambos suptipos nicotincos
tengan un sitio comun de union pafa @Estéddios de western-blot y de
secuenciacién aminoacidica, y posteriores estudios comparativos inter nAChRs y entre
especies, podrian ayudarnos a determinar la composicién y localizacion exacta de este
supuesto sitio de unién. Si bien en nuestro caso, este posible sitio de unién de AR en el

NAChR a7, parece ser de gran afinidad.

Podria decirse que esta accion inhibitoria del péptido Asobre los nAChRs

puede representar el mecanismo que subyace al deterioro cognitivo durante la EA.

Y, mientras hay un consenso general de que el exceso de AB, es gsizl
principal evento neurotoxico durante la EA, existen varias lineas abiertas indicando
gue son lo oligbmeros, formas solubles de AB y no las placas amiloides, las que inician
los déficits cognitivos caracteristicos de la enfermedad (Glabe and Kayed 2006);
(Hardy and Selkoe 2002). Seria interesante determinar, a este respecto, si no son solo
las concentraciones de AB las que ejercen neurotoxicidad, sino también el tipo de

estructura y agregados del péptido.

Dado que la interaccion nAChR- AB se da también bajo condiciones fisioldgicas
normales, la interrupcion profilactica de esta interaccion no parece ser una idea muy
prudente. Sin embargo seria interesante desarrollar estrategias para interrumpir la
interaccion cuando los niveles @esé vuelvan patolégicos, acumulandose
intracelularmente o induciendo toxicidad. Asi el desarrollo de sustancias que unas este
AB, evitando la interaccion nAChR- AB ¢ la modulacién directa de los nAChRs si
podrian ser estrategias alternativas. Sin embargo, esto requiere un sélido
conocimiento de la relacion funcional NAChR- AB, y de porqué los niveles depA
aumentan exacerbadamente sin explicacién alguna aparente. Sin embargo, mientras
se avanza mucho en el entendimiento de la interaccibn nAChR- AR, la naturaleza
compleja de esta relacién necesita de estudios mucho mas profundos, antes de decidir

cual es la mejor estrategia, via nNAChR, para tratar la EA.
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APENDICE I- MATERIAL BIOLOGICO: XENOPUS
1- INTRODUCCION

El sapo africano Xenopus laevis es miembro de la familia Pipidae y de la
Subfamilia Xenopidae. Estos sapos con garras se caracterizan por su capacidad de
iniciar ciclos sexuales en cualquier época del afio, presentando una ovulacién
asincronica de los ovocitos, por lo que en los ovarios de un mismo individuo podemos

encontrar ovocitos en diferentes estadios embrionarios.

Dentro de esta subfamilia, encontramos 6 especies, pero la Unica que se utiliza
en el laboratorio es la especie Xenopus laevis. Estos anfibios se caracterizan por la
presencia de tres dedos con ufias en las patas traseras. Existen 4 subespecies de
Xenopus laevis, como son Xenopus laevis laevis, petersi, victorianus y borealis. Estas
subespecies se caracterizan por ser sapos acuaticos, no necesitando ninguna base en
la que apoyarse. Ademas, son muy sensibles a la desecacion, y pueden morir

facilmente por la falta de agua.

Los Xenopus se han utilizado a lo largo de la historia para realizar pruebas de
embarazo en la denominada “prueba de la rana” (Bellerby 1934; Shapiro y
Zwarenstein 1934), ya que si en la orina de la paciente aparecian cantidades
suficientes de la hormona gonadotropina (la hormona que aumenta drasticamente en
los tres primeros meses de la gestacion), ésta hormona era capaz de provocar en el
sapo una puesta ovulatoria, lo que era indicativo de un posible embarazo. Sin embargo
esta estimaciéon ha quedado en desuso por la aparicion de otras técnicas mas
sensibles y rapidas. Actualmente los Xenopus se han convertido en un popular
sistema de expresion heter6loga de proteinas asi como para el estudio de
teratotoxicidad.

La primera observacion de que un ARN exdgeno inyectado en ovocitos podia
traducirse a proteina fue realizada a principios de los afios 70 por (Gurdon, Lane et al.
1971); a partir de entonces, este sistema fue pionero en la expresion de receptores y

canales ionicos (Gundersen, Miledi et al. 1983; Miledi, Parker et al. 1983) con tal éxito,
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que en la actualidad es un método indispensable en muchos laboratorios para la

expresion y estudio de receptores, canales y transportadores de membrana.

2- MANTENIMIENTO DE LOS SAPOS

Los sapos son extremadamente sensibles a la temperatura ain cuando
puedan llegar a soportar un amplio rango. Es por ello, por lo que debe
extremarse la precaucion en el mantenimiento de los mismos. Estos estaran
estabulados en tanques con una circulacion de agua sin cloro constante, a una
temperatura ideal entre 15-20 °C. Cada tanque contiene como maximo 10
sapos. Debido a que estos animales son sensibles al cloro y los derivados
presentes en el agua potable, es necesario eliminar estos derivados clorados.
Sera suficiente con exponer ésta al aire 48 horas antes de que se ponga en
contacto con el sapo.

Ademés tendran un periodo de luz de 12 horas al dia, en habitaciones
climatizadas a una temperatura afin a la del agua. Con ello conseguiremos que
no se afecten por los cambios tipicos de las diferentes estaciones climaticas,

en beneficio de una buena calidad de los ovocitos.

3- ALIMENTACION

Los sapos se alimentan una vez al dia. Aunque son animales carnivoros, en la
actualidad se alimentan con piensos compuestos, que les proporcionan los nutrientes
necesarios para su mantenimiento. Ademas se les afiade un complejo multivitaminico
(Protovit®) para evitar carencias. Estos alimentos se afiaden al agua una vez al dia, y

no es necesario cambiar el agua una vez que se han alimentado.
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4- IDENTIFICACION Y MARCAJE DE LOS SAPOS

Una vez que un sapo se ha operado, es necesario un periodo de recuperacion
y cicatrizacion de la sutura de, al menos, 3 meses. Con ello conseguimos una buena
calidad de los ovocitos, ya que se ha descrito que la calidad de los huevos disminuye
considerablemente cuando el animal es operado sin suficientes periodos de
recuperacion. Para identificar qué sapo ha sido o no operado, y cuando fue operado,
es necesario hacer una identificacion de los mismos. Para una buena identificacion es
conveniente marcarlos. Para ello se pueden usar diferentes métodos, siendo el mejor
de ellos el tatuaje. EI método consiste en numerar los animales en la espalda con
diferentes soluciones. Una de las mas utilizadas es la solucion del acido cloridrico a
altas concentraciones. También se pueden usar soluciones que contengan un 0,5 %
de negro de amida diluido en &cido acético al 7%. En nuestro caso, hemos utilizado
nitrégeno liquido para numerar los sapos. El marcaje consiste en anestesiar los sapos
de la manera habitual, y situar sobre su espalda durante 1-2 minutos un ndmero
simbolizado en acero que previamente hemos mantenido en nitrégeno liquido. De esta
manera, el nimero queda marcado por quemadura en la piel. El proceso no es
doloroso y los animales se recuperan perfectamente. De esta forma los sapos quedan

controlados en cuanto a su identificacion.

5- LOS OVOCITOS

El ovario de un sapo contiene las células germinales femeninas. Este ovario
esta constituido por lobulillos o sacos ovaricos unidos entre si por tejido conectivo. Las
células germinales entran en meiosis cuando el sapo esta en el estadio larvario tardio,
pero la meiosis queda interrumpida en la primera profase y es cuando a las células

germinales femeninas se les puede denominar ovocitos u ovocitos inmaduros.

Cuando el sapo se hace sexualmente adulto, los ovocitos comienzan a crecer y
pasan a diferenciarse por diferentes estadios, de manera asincrénica, de ahi que en el
ovario de un Xenopus podamos encontrar ovocitos en diferentes estadios de

desarrollo.
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5.1- Estadios embrionarios del ovocito

El tamafio de los ovocitos aumenta con su desarrollo y maduracion. Estos

estadios embrionarios pueden ser distinguidos macroscépicamente por la presencia

de caracteristicas morfolégicas que los diferencian, que nos van a permitir distinguir

entre un estadio u otro a simple vista. Asi, podemos clasificar los ovocitos de los

estadios | al VI, con las siguientes caracteristicas:

Estadio embrionario I: Se caracteriza porque a la lupa tienen un aspecto
transparente, un nucleo visible y no somos capaces de diferenciar los polos
animal o vegetal caracteristicos de estas células germinales. Otra de las
caracteristicas propias de este estadio es la ausencia de una de las
membranas que envuelve al ovocito, la membrana vitelina. En el resto de los
estadios, esta membrana esta presente.

Estadio embrionario Il: Su aspecto es parecido al estadio previo, si bien su
nacleo deja de ser visible bajo la lupa.

Estadio embrionario Ill: Continda sin diferenciarse bien el polo animal del
vegetal, si bien comienzan a aparecer granulos pigmentados en la superficie
del ovocito.

Estadio embrionario IV: Presenta un polo animal y vegetal bien diferenciados,
y es patente la presencia de pigmentacién en el polo animal.

Estadio embrionario V: El polo animal y vegetal estan bien definidos aunque
no existe una banda marginal o ecuador que los divida.

Estadio embrionario VI: En este estadio aparece un ecuador muy bien

marcado que divide a ambos polos.

Aunque en principio cualquier estadio del ovocito podria ser utilizado en la

expresion de receptores y su posterior estudio, la eleccién del estado embrionario de

los ovocitos condiciona la metodologia a emplear. Los ovocitos mas pequefos

permiten una mejor fijacion del voltaje y carecen (0 son muy escasos) de canales

enddgenos que puedan alterar el estudio. Sin embargo, presentan el inconveniente de
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gque su tamafio es muy pequefio lo que dificulta su manejo, y dificulta la inyeccion
citoplasmatica del mensajero, aumentando la mortalidad de los mismos. Debido a su
pequefio tamafio, se hace necesario el uso de capilares sumamente pequefios, con lo
que la probabilidad de obstruccion del capilar durante la inyeccion es alta, lo que hace
gue todo el proceso sea mas engorroso. Por todo ello los estadios que se vienen
utilizando para la expresion de receptores en su membrana son los estadios IV, V y VI

(Dumont 1972), esencialmente por su mayor tamaio.

5.2- Histologia de un ovocito

En los estados embrionarios 1V-VI, los ovocitos tienen un tamafio de 1,2
a 1,5 mm y su superficie se encuentra recubierta por un gran nimero de membranas y
microvellosidades. Se caracteriza por tener dos mitades o hemisferios bien
diferenciados, separados entre si por una banda central de tonalidad mas clara
denominada ecuador. Esta banda separa el polo vegetal, de tonalidad mas clara, del

polo animal, de un color mas parduzco.

5.2.1 Hemisferio o polo vegetal

Es de color amarillento, y se caracteriza por no presentar (0 ser muy escasa) la
presencia de vesiculas con vitelo, para el mantenimiento del ovocito una vez
fecundado. Ademas, presenta mas cantidad de ARN mensajero con respecto al polo
animal, lo que le confiere una polaridad funcional, que se traduce en una distribucion

espacial irregular de los canales y receptores de membrana nativos.

5.2.2- Hemisferio o polo animal

Presenta un color marrén oscuro debido a la presencia debajo de su membrana
de gran contenido de vesiculas que contienen melanina (melanosomas). Este
hemisferio contiene el nacleo y la vesicula germinal. Es el sitio por donde se produce

la fecundacion del huevo, cuando éste esta maduro. Esto es debido, en parte, a la
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gran movilidad de los lipidos de esta zona de la membrana, lo que facilita la

penetracidn del espermatozoide.

5.2.3- Membranas externas del ovocito

El ovocito no es una estructura aislada indefensa, sino que, por el

contrario, tanto cuando forma parte del foliculo ovarico, como cuando esta

aislado, presenta una serie de envolturas con una funcion mecanica de

proteccion. Aun con la presencia de estas membranas, el ovocito se encuentra

en estrecho contacto con el medio que lo rodea. Asi, tal y como se muestra en

la figura A, podemos diferenciar las siguientes membranas, ordenadas del

interior al exterior:

Membrana vitelina: Es una capa acelular fibrosa que recubre todo el huevo y
estd intimamente unida a la membrana plasmatica del ovocito.

Capa folicular: Esta membrana esta formada por células con nucleo y gran
namero de nucleolos. Estd en contacto con el resto de las membranas del
ovocito, y en concreto con la membrana plasmatica, a través de uniones
intracelulares, lo que permite el paso de moléculas de hasta 1 kDa, y la
conexion eléctrica del ovocito. Estas uniones se controlan hormonalmente,
incrementando su numero y permeabilidad de las mismas cuando la célula
entra en meiosis, con un estimulo con hormona luteinizante o gonadotropina
coriénica (Browne, Wiley et al. 1979; Browne and Werner 1984). Estas células
foliculares presentan gran nimero de receptores y canales en su membrana,
por lo que las uniones intracelulares permiten el paso de la informacién y de los
segundos mensajeros evocados por la activacion de estos receptores
foliculares hacia el interior del ovocito.

Teca: Es una capa formada por colageno, fibroblastos, células musculares

lisas, vasos sanguineos y fibras nerviosas.
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e Capa epitelial o tejido ovarico interno: Esta capa, continuacion del epitelio
ovarico que constituye el I6bulo ovarico, se sitia en contacto con el medio
extracelular, envolviendo todas las capas anteriores (Dumont, 1972).

La existencia de estas capas que protegen al ovocito, supone un
problema para el estudio de canales o0 receptores expresados
heter6logamente, ya que dificulta la aplicacion de las técnicas de registro
electrofisiolégico, ademas de contaminar los resultados debido a la presencia
de sus receptores o0 canales en la membrana. Por ello se utilizan diferentes
estrategias a fin de eliminar o desacoplar estas envolturas, como pueden ser
métodos enzimaticos (tratamiento de los ovocitos con colagenasa), mecanicos
u osmoticos. De esta manera conseguimos aislar al ovocito del resto de
membranas envolventes, pudiendo llevar a cabo el estudio electrofisioldgico

deseado con fiabilidad.
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Membrana plasmética

Membrana vitelina
Hemisferio vegetal

Ecuador
Capa folicular

Hemisferio animal

Teca

Epitelio ovarico

Figura A. Morfologia de un ovocito. Un ovocito presenta una estructura esférica con dos polos
bien definidos, animal (color parduzco) y vegetal (color blanco amarillento), separados por una banda

central o ecuador.

6- VENTAJAS DEL OVOCITO COMO SISTEMA DE EXPRESION
HETEROLOGA

Dentro de las caracteristicas mas relevantes del ovocito como sistema
de expresion de proteinas es la posibilidad de obtener cientos de estas células
de cada donador, sin necesidad de sacrificar al sapo en cada operacion. Por lo
tanto, un mismo donante puede ser utilizado varias veces. Como ya se ha
mencionado anteriormente, la recuperacion del animal no requiere de grandes
cuidados, y la calidad de los ovocitos sera constante siempre que se mantenga

el periodo minimo de recuperacion.
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El cultivo de estas células es sencillo, sin grandes requerimientos
nutricionales en el medio. Basta con revisarlos diariamente, y transferir los
ovocitos sanos a un medio de cultivo fresco. Ademas, una vez en cultivo, su
mantenimiento es sencillo, por lo que facilita la expresion y posterior estudio de
proteinas que requieran largos periodos para su expresion en la membrana.

El hecho de que sean células de gran tamafo (1,2-1,5 mm de diametro)
facilita la inyeccion de la informacion genética (ADN o ARN), que va a ser
transcrita, traducido a proteina y posteriormente ensamblado para formar
receptores funcionales expresados en su membrana. Se puede realizar

coexpresion de diferentes subunidades, lo que facilita el estudio de receptores

heteroméricos (LLLTTTTTTTTT). Asimismo, el gran tamafio celular permite

introducir varios electrodos a través de su membrana, lo que facilita el estudio
electrofisiolégico de doble electrodo.

La presencia de pocos canales enddgenos elimina artefactos y simplifica
el posterior analisis de los resultados obtenidos. Sin embargo, si que hay que
considerar el canal de cloruro activado por calcio como el canal endégeno mas
importante del ovocito, ya que la activacion de este canal, cuando se trabaja en
un medio que contiene el idn calcio, podria distorsionar los resultados. Aun asi,
es un canal muy util cuando lo que se pretende es amplificar la respuesta de un

canal o receptor cuya sefal seria dificil de medir.

7- DESVENTAJAS DEL OVOCITO COMO SISTEMA DE EXPRESION
HETEROLOGA

Debido al gran tamafio del ovocito, las medidas electrofisiolégicas con la
configuracion “célula completa” de la técnica de “patch-clamp” no son viables,
ya que resulta imposible mantener fijo el potencial de membrana de una
superficie tan grande con un solo electrodo. Este problema se soluciona

mediante el registro de corrientes por fijacion de voltaje de doble electrodo.
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Esta técnica permite la medida de corrientes totales obteniendo magnitudes de
medida del orden de microamperios; sin embargo no permite la dialisis del
interior celular, con los consiguientes impedimentos a la hora de aplicar
protocolos.

Los canales endogenos pueden interferir si se quieren realizar medidas
pequefias y precisas, por lo que habra que modificar los protocolos a aplicar.

Otra desventaja a tener en cuenta al utilizar ovocitos como sistema de
expresion es su estabilidad a un rango de temperatura bajo y estrecho; asi, en
algunos laboratorios donde los animales carecen de habitaculos climatizados,
la obtencidn de ovocitos de buena calidad y de manera repetitiva se hace dificil.
Esto es debido a que los sapos son susceptibles a los cambios climaticos
dependiendo de la época del afio (generalmente los cambios de estaciéon
invierno-primavera y verano-otoilo son muy acusados en estos sistemas
bioldgicos). Ademas, esta estricta tolerancia a las variaciones de temperatura
hace que los registros electrofisiologicos se realicen a una temperatura
ambiente entre 18-20 °C; temperaturas superiores a las indicadas conllevan a
un deterioro rapido del ovocito. Muchas veces las proteinas a estudiar son de
mamiferos, y requieren para su procesamiento, 0 su correcto funcionamiento
de temperaturas superiores semejantes a las de estos organismos, por lo que
el uso de este sistema de expresidon heteréloga no seria el mas indicado para

realizar este estudio.

8- CORRIENTES ENDOGENAS DEL OVOCITO

Aunque las corrientes endogenas detectadas en los ovocitos carecen de
relevancia, si que hay que tener en cuenta las condiciones en las que se
trabaja, ya que la activacion o la contribucién de estas corrientes podrian estar

distorsionando los resultados obtenidos. Muchas veces, estas corrientes
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pueden ser silenciadas trabajando en condiciones no favorables para su
activacion o blogueadas con diferentes antagonistas o0 bloqueantes.

Brevemente, se describen a continuacion estos canales o receptores nativos.

8.1- Canales de cloruro activados por calcio

Es la corriente mas importante del ovocito. Su potencial de reversion en
una solucién de 1,8 mM de Ca®" es de -25 mV (Barish, 1983). Estudios
realizados por (Takahashi, Neher et al. 1987) mediante analisis de ruido en
parches con la configuracion “dentro-fuera” muestran que su conductancia es
de 3 pS. Un incremento del Ca** citosélico incrementa la probabilidad de
apertura del canal (Po). La entrada de Ca*" activa las corrientes de cloruro,
desplazando el potencial de inversién hacia potenciales mas negativos (Miledi
et al., 1983; Barish, 1983). Existen diferentes estrategias para intentar eliminar
esta contaminacién. Una de ellas es la sustitucion del i6n Ca®" por otro i6n de
carga que permee a través del receptor en estudio (Ba®*, Sr**) sin que active
esta corriente. Esto es util siempre que el protocolo lo permita. Sin embrago, es
frecuente que esta opcidn no pueda utilizarse, cuando se realizan estudios de
modulaciéon por iones calcio o de permeabilidades relativas a estos cationes.
Una alternativa es la inyeccion citoplasmatica de una solucion con quelantes de
cationes Ca** como puede ser el BAPTA o el EGTA (Miledi and Parker 1984);
Vulfius et al., 1998). La inyeccién se realiza de la misma manera que la
inyeccién del ARN mensajero. El secuestro del Ca®* por el BAPTA no altera la
desensibilizacion de los receptores nicotinicos de células cromafines de rata
(Khiroug, Giniatullin et al. 1997), pero puede influir aumentando la velocidad de
recuperacion tras la desensibilizacion. Otra manera de eliminar esta corriente
es mediante su bloqueo con soluciones extracelulares que contengan acido
niflimico o acido flufenamico (White and Aylwin 1990). Sin embargo, hay que

tener en cuenta que estos bloqueantes del canal de CI' no estén afectando a
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los receptores que hayamos expresado en la membrana del ovocito. En este
sentido, (Lerma and Martin del Rio 1992) demostraron que el acido niflimico
bloquea de manera dependiente de la dosis y especificamente los receptores
de glutamato del subtipo NMDA, actuando como antagonistas no competitivos.
Otra de las alternativas mas utilizadas para la eliminacion de las corrientes de
CI, sobre todo en el estudio de permeabilidad a Ca?* del receptor nicotinico, es
la incubacién de los ovocitos en un medio carente de iones cloruro (Francis and
Papke 1996; Papke, Bencherif et al. 1996)el uso de sales del acido
metanosulfonico (AMSA). Con este procedimiento, los registros que se realizan
se contaminan con la salida de iones cloro, por lo que los resultados son mas

fiables.

8.2- Canales de calcio activados por voltaje

Son corrientes muy pequefias, del orden de 1 nA del total de la corriente
detectada en el ovocito. Sin embargo se amplifica por la activacion de la

corriente de cloruro del ovocito (Lory, Rassendren et al. 1990).

8.3- Canales activados por tensiéon

Son canales que se ponen de manifiesto como consecuencia de la
aplicacion de presion positiva 0 negativa a la membrana del ovocito (McBride
and Hamill 1992). Son importantes cuando se realizan medidas de corrientes
microscopicas, ya que para la realizacion de un sello en la membrana del
ovocito se requiere aplicar presion negativa. Su presencia en los registros de
canal aislado depende de la configuracién utilizada. Su expresiéon varia
enormemente de un ovocito a otro, dandose el caso de no aparecer, hasta que

exista un alto grado de expresion de estos receptores. Son canales no
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selectivos, de una conductancia en el medio NFR® de 28 pS (Methfessel,
Witzemann et al. 1986). La solucion es el uso de parches con ausencia de
estos canales, lo que puede llegar a ser una labor tediosa, si no imposible,
dependiendo del ovocito.

8.4- Canales de sodio

Se trata de una corriente muy poco frecuente en el ovocito,
manifestandose lentamente tras despolarizaciones prolongadas de un potencial
superior a +20 mV. Sin embargo se desactiva rpidamente por hiperpolarizacion.

Es una corriente sensible a tetrodotoxina.

L NFR: (mM): 115 NaCl, 2,5 KCI; 1,8 CaCl,; 10 HEPES pH 7,2
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