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RESUMEN

En la presente tesis doctoral se ha establecido y caracterizado un modelo in vitro de lesion
excitotoxica por glutamato basado en cultivos organotipicos de médula espinal de rata
postnatal de 7-8 dias. La optimizacion del medio de cultivo sin suero permite mantener los
explantes mas de 15 dias in vitro con unas caracteristicas en cuanto a la citoarquitectura y
al nimero de motoneuronas similares a las obtenidas con medio con suero. Sobre los
explantes se han establecido dos modelos de lesion; una mecénica y otra excitotoxica. Para
establecer la lesion excitotoxica se han utilizado diferentes concentraciones de glutamato
que provocan una respuesta dependiente de dosis. Esta respuesta se ha evaluado
cuantificando la cantidad de homodimero-1 de etidio, un marcador fluorescente que es
captado por las células dafiadas, mediante el analisis de imdgenes y cuantificando el
niumero de motoneuronas supervivientes. Asimismo, se ha caracterizado que esta lesion
estd mediada principalmente por el receptor de glutamato NMDA. Las motoneuronas en
desarrollo postnatal sufren un cambio en las subunidades NR2A y NR3B el cual se
mimetiza en los explantes organotipicos en nuestras condiciones de cultivo. Una vez
estandarizado el modelo de lesion excitotdoxica se ha utilizado para evaluar el efecto
neuroprotector de diversos farmacos como son la eritropoyetina, el riluzol, el rolipram, el
valproato, la region c terminal de la toxina tetanica y la metilprednisolona (ver Trabajo I).

Este modelo ha sido de utilidad asimismo para analizar los mecanismos moleculares de
algunos de estos farmacos como el FK506 y el ligando PRE084 del receptor sigma 1. El
andlisis ha permitido establecer que el FK506 preserva el parénquima tisular frente a la
lesion, efecto que es favorecido por la modulacion de los niveles de la chaperona Hsp70
que el FK506 produce sobre la microglia (ver Trabajo II). Por ultimo, se ha podido
observar que el PRE084 ejerce un efecto neuroprotector e inductor de la elongacion
neuritica en las motoneuronas del explante, y que dichos efectos son mediados por la PKC

aunque no por la activacion de CREB (ver Trabajo III).
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1. La médula espinal

La médula espinal es la via principal de flujo de informacion entre el cerebro y el sistema
nervioso periférico. La médula espinal se encuentra envuelta por tres capas de tejido
conectivo, las meninges raquideas, que de la mas externa a la interna son, la duramadre, la
aracnoides y la piamadre. Entre la aracnoides y la duramadre se halla el espacio subdural y
entre la piamadre y la aracnoides, el subaracnoideo. Es éste ultimo el que contiene el
liquido cefaloraquideo. En la cuerda raquidea se aprecian dos engrosamientos, el cervical y
el lumbar, ambos coincidiendo con el emplazamiento de los nervios de las extremidades.
La organizacion de la médula espinal tiene apariencia segmentada debido a los pares de
nervios espinales que salen de ella a intervalos regulares y cuya nomenclatura, al igual que
la de los segmentos espinales, depende de su localizacion.

Cada nervio espinal se conecta con un segmento de la médula espinal mediante dos haces
de axones llamados raices. La raiz dorsal o posterior contiene fibras sensoriales y la raiz
anterior o ventral, las fibras motoras. Cada una de las raices posteriores tiene un
engrosamiento, el ganglio de la raiz dorsal, en donde se encuentran los cuerpos de las
neuronas sensoriales.

La sustancia gris medular esta subdividida en asta anterior o ventral y en asta posterior o
dorsal, y cada una de estas contiene cumulos de cuerpos neuronales que constituye grupos
que somatotopicamente estd subdivididos en 10 ldminas denominadas laminas de Rexed.
Las seis primeras laminas hacen parte del asta posterior, mientras que las laminas VII a IX
son parte del asta anterior.

La lamina I o ntcleo posteromarginal da origen a la via que lleva informacion sobre dolor
y estimulos termales al tdlamo. Las laminas II y III o sustancia gelatinosa, regulan la
entrada aferente a la médula espinal. La ldmina II también reciben informacion del
fasciculo descendente dorsolateral y envia axones a la ldmina de Rexed III y IV. Altas
concentraciones de sustancia P y de receptores opiaceos han sido identificados en ésta
lamina. La ldmina III estd compuesta de células de tamafo variable y reciben sinapsis
axodendriticas de las fibras AB procedentes de la raiz dorsal. Ademas contiene dendritas de
las laminas IV, V y VI. Las neuronas de esta lamina funcionan como células
propioespinales/interneuronas. La lamina IV o nucleo propio, recibe axones A, proyecta
a la lamina II y responde a estimulos de tacto. Algunas células proyectan al talamo via
tracto espinotalamico contralateral e ipsilateral. La ldmina V estd compuesta por neuronas

cuyas dendritas se encuentran en la lamina II. Las neuronas de esta lamina reciben
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informacion monosinaptica de axones A y C, los cuales traen informacion nociceptiva de
organos viscerales. Ademas las células de esta lamina se proyectan al tronco del encéfalo y
al tdlamo via tracto espinotalamico contralateral e ipsilateral. Ademas, fibras descendentes
corticoespinales y rubroespinales hacen sinapsis aqui. La lamina VI es una lamina amplia
que se encuentra mejor desarrollada en los engrosamientos cervical y lumbar. Esta ldmina
se encuentra dividida en dos regiones, una medial y otra lateral. Los axones aferentes Ia
provenientes de los husos musculares terminan en la parte medial de la ldmina, entre los
niveles segmentales C8 a L3, y son el origen de las vias espinocerebrales ipsilaterales. En
la zona lateral de la ldmina proyectan las vias descendentes del tronco del encéfalo.
Muchas de las neuronas pequefias que se observan en la ldmina, son interneuronas que

participan en los reflejos espinales.

Sustancia
"~ gelatinosa

i} - - Nucleo
intermediolateral

Canal
central
VIl -- A==

Neuronas motoras
~ del asta anterior

* Nicleo toracico posterior o columna de Clarke

Figura 1. Esquema de la sustancia gris de la médula espinal mostrando su subdivision en laminas

de Rexed y nucleos.

La lamina VII ocupa una region amplia y heterogénea y es conocida como la zona

intermedia o nucleo intermedio lateral. Su forma y limites varian a lo largo de la médula
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espinal. Las neuronas de esta ldmina reciben informacion de las ldminas II a VI al igual
que de las fibras viscerales aferentes. Estas neuronas sirven como relevo intermedio en la
transmision de impulsos de motoneuronas viscerales. El ntcleo dorsal de Clarke forma una
prominente columna oval de células desde C8 hasta L3. Sus grandes células dan origen a
fibras nerviosas no cruzadas del tracto espinocerebeloso y células en las l[dminas V a VII,
las cuales no forman un nucleo discreto, dan origen al tracto espinocerebeloso ventral.
Células en el asta lateral de la médula en los segmentos T1 a L3 dan origen a fibras
preganglionares simpaticas al igual que las de los segmentos S2 a S4. La lamina VIII
incluye un area en la base del asta ventral que varia de forma a lo largo de la médula
espinal. En los engrosamientos de la médula, la ldmina ocupa sdlo la parte medial del asta
ventral y es ahi donde terminan las fibras descendentes vestibuloespinales y
reticuloespinales. Las neuronas de esta lamina modulan la actividad motora via
motoneuronas gamma, las cuales inervan las fibras intrafusales musculares. La ldamina IX,
contiene varios grupos de grandes motoneuronas alfa y pequefias motoneuronas gamma y
beta. El tamafio y la forma de esta ldmina difiere a varios niveles espinales. En los
engrosamientos de la médula, el nimero de motoneuronas alfa aumenta. Estas
motoneuronas alfa son celulas grandes multipolares que dan origen a fibras de las raices
ventrales que inervan las fibras extrafusales del musculo esquelético, mientras que las
pequefias motoneuronas gamma inervan las fibras intrafusales. Las motoneuronas se
encuentran organizadas somatotopicamente. Finalmente, la ldmina X se encuentra
alrededor del canal central y contiene neuronas que proyectan al lado opuesto de la médula
(Brichta y Grant, 1985; Dafny, 2008; Felten y Jozefowicz, 2003).

Al igual que la sustancia gris, la sustancia blanca est4d organizada en regiones: Columnas
anteriores, columnas posteriores y las laterales. A su vez cada corddn consta de distintos
haces de axones o fasciculos. Los hay de dos tipos, los sensoriales o ascendentes, y los
motores o descendentes.

Las fibras nerviosas que conforman los fasciculos ascendentes emergen de las neuronas de
primer orden localizadas en el ganglio de la raiz dorsal. Los tractos ascendentes transmiten
informacion sensorial desde de los receptores sensoriales hasta niveles superiores del
sistema nervioso central (SNC). Los fasciculos ascendentes gracil y cuneado ocupan la
columna dorsal (llamados funiculo dorsal). Estas fibras llevan informacion relacionada a
tacto, discriminacion entre dos puntos, vibracion, posicion y sentido de movimiento
consciente. En la columna lateral, el tracto espinotalamico lateral estd localizado de forma

anterolateral. Este lleva informaciéon de dolor, temperatura y tacto grosero de estructuras
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somaticas y viscerales. Cercanos y laterales a éste estan el tracto espinocerebeloso dorsal y
el ventral que llevan informacion de propiocepcion inconsciente procedente de musculos y
articulaciones al cerebelo. En la columna ventral hay cuatro tractos prominentes: el tracto
espinotaldmico anterior, que lleva dolor, temperatura e informacion relacionada con tacto a
los nucleos del tronco del encéfalo y diencéfalo; el tracto espinoolivar, que lleva
informacion de los organos de Golgi al cerebelo; el tracto espinoreticular y el espinotectal.
Fibras intersegmentales que viajan por varios segmentos (2 a 4) y que estan localizadas a
modo de capa delgada alrededor de la materia gris son conocidas como fasciculo propio o

tracto espinoespinal. Este lleva informacién de dolor al tronco del encéfalo y diencéfalo.

POSTERIOR

FASCICULD
CUNEATUS
TRACTOD FASCICULD
RUBROESPINAL GRACILS SUSTANCIA
GELATINDOSA

0O—-HOZ
OL———WnZmwn

ESPINO-OUVAR

TRACTO l =
TECTOESPINAL

TRACTD
ESPINOTALANMICO
VENTRAL

ANTERIOR

Figura 2. Localizacion de los fasciculos sensoriales y motores como se aprecian en un corte

transversal de médula espinal.

Los tractos descendentes se originan en diferentes areas corticales y en los nucleos del
tronco del encéfalo. Las vias descendentes llevan informacion asociada a el mantenimiento
de las actividades motoras, tales como postura, balance, tono muscular y visceral, y
reflejos somaticos. Estos incluyen los tractos corticoespinal y rubroespinal, localizados en
el funiculo lateral, en el humano. El tracto corticoespinal en ratas se encuentra localizado

en el funiculo dorsal, siendo ésta la tinica diferencia esxixtente entre la localizacion de los
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tractos espinales en hombres y ratas (Schwartz et al., 2005). Estos tractos llevan
informacion asociada al movimiento voluntario. Otros tractos como el reticuloespinal,
vestibuloespinal y el tracto corticoespinal anterior median balance y movimientos
posturales. El tracto de Lissauer, el cual estd entre el asta dorsal y la superficie de la
médula espinal, lleva fibras descendentes del funiculo dorsolateral, el cual regula las
sensaciones entrantes de dolor a nivel espinal, y las fibras intersegmentales (Dafny, 2008;
Felten y Jozefowicz, 2003; Tracey, 1985).

Como ya hemos mencionado, las motoneuronas se encuentran en el asta ventral de la
materia gris, estas van inervando diferentes musculos tanto axiales como de las
extremidades. A nivel cervical, las motoncuronas ventrales inervan las extremidades
delanteras (C4-T1) (Harada, 1996) y se ha visto que la lesion a nivel de C7 causa una
perdida permanente de la extension del codo y una lesion a nivel de C4-C5 produce una
hipometria en la extension de la pata delantera que lleva, en ratas, a un déficit cronico en la
tarea de alcance debido a la falta de elevacion de la pata y flexion del hombro (Collazos-
Castro et al., 2005). Motoneuronas ventrales a nivel tordcico inervan tanto los musculos
intercostales (T1-T13) como los abdominales (T5-L3), siendo importantes para la funcion
respiratoria, su pérdida causa alteraciones significativas en las propiedades elasticas de los
pulmones y reducen la de la caja toracica (Teng et al., 1999). A nivel lumbar se encuentran
las motoneuronas encargadas de la inervacion de la musculatura de las extremidades
posteriores, una lesion a nivel de L2, donde se encuentran la mayoria de las motoneuronas
que inervan musculos extensores de la rodilla, causa disminucion en la extension de la
extremidad trasera (Collazos-Castro et al., 2005) y, como en estos segmentos lumbares
anteriores se encuentra el centro generador del patron de locomocion (lumbares medios en
gatos) (Rossignol et al., 2004), la pérdida de éstas neuronas también causa un grave
disfuncion locomotriz que es dificilmente recuperable con terapias restaurativas(Garcia-
Alias et al., 2006). En definitiva, la pérdida de las motoneuronas contribuye al déficit
motor (Collazos-Castro et al., 2005) y se encuentra asociada al déficit permanente de la
locomocion que se observa después de una lesion de médula espinal. Por ello, el rescate de
las motoneuronas es un importante pre-requisito para alcanzar la recuperacion funcional

(Nakajima et al., 2007).
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2. Excitotoxicidad en la médula espinal

Una condicion patoldgica que parece ser comun a una variedad de trastornos neurologicos
es la excitotoxicidad (Leist y Nicotera, 1998). Este término describe el proceso de muerte
neuronal causado por la excesiva o prolongada activacion de los receptores de
aminoacidos excitadores. Esta clase de aminodcidos incluye al 4cido glutamico y a otro
aminoacido constitutivo, el 4cido aspartico, asi como componentes exdgenos de origen
natural (acidos quiscualico, kainico y domoico) o sintético (NMDA).

El 4cido glutdmico es, en mamiferos, el neurotransmisor excitador més abundante en el
SNC, siendo responsable de al menos un tercio de todas las sinapsis excitadoras rapidas
(Cotman y Monaghan, 1986; Watkins y Evans, 1981).

Las principales vias de entrada y salida de informacion del cerebro usan &cido glutamico
como neurotransmisor, como lo hacen numerosos circuitos locales en el cortex,
hipocampo, cerebelo y muchas otras regiones cerebrales (Cotman y Monaghan, 1986). Se
presume que el acido glutdmico es el neurotransmisor de las proyecciones de fibras
sensoriales que proyectan a la médula espinal y al nucleo trigeminal, y del tracto
espinocerebeloso. También media la salida centrifuga motora de centros superiores del
cortex a los ganglios basales, médula espinal y tadlamo; de los ganglios basales al talamo y
desde el mesencéfalo al cerebelo.

Es importante para el funcionamiento normal de estas sinapsis que la accion excitadora del
acido glutamico sea rapidamente terminada, por lo que se cuenta con un eficiente sistema
de recaptacion del acido glutdmico en células gliales y terminales nerviosas (Nicholls y
Attwell, 1990). Esta funcion es asegurada por transportadores especificos que permiten el
transporte conjunto de acido glutdmico con iones de sodio y, concomitantemente, contra-
transporte de iones potasio usando el gradiente electroquimico de membrana para el Na' y
el K" como la fuerza conductora. Este proceso es altamente eficiente y permite que el acido
glutdmico est¢ 10000 veces mas concentrado en el compartimiento intracelular con
respecto al medio extracelular.

Elevados niveles extracelulares de acido glutdmico causan una despolarizacion persistente
de la neurona, disparando una cascada de eventos celulares que eventualmente llevan a la
muerte celular. Tres elementos de esta cascada pueden ser identificados: dependientes de la
entrada de Na', dependientes de la entrada de Ca*" y los que dependen de la exocitosis del
acido glutamico. Estos tres elementos no son independientes y pueden ocurrir en paralelo.

Al parecer la entrada de Na* es responsable de los eventos necrdticos tempranos, la de Ca**
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de los eventos degenerativos subsecuentes y la exocitosis de acido glutdmico de la
amplificacion de los procesos degenerativos.

La despolarizacion es basicamente iniciada por la activacion de los receptores AMPA y
seguida por la activaciéon de los canales de Na" dependientes de voltaje, que lleva a una
entrada de Na’ y la subsecuente despolarizacion. Si la célula se mantiene cronicamente
despolarizada, el receptor NMDA retira el magnesio que lo bloquea y se torna disponible
para activacion por el glutamato sindptico, siendo su activacion la mayor fuente de entrada
de Ca®" en la célula.

El aumento de la concentracion intracelular de Na', gracias a la persistente
despolarizacion, altera el balance osmotico (Kiedrowski et al., 1994), debido a que la
entrada de iones sodio es seguida, en busca del equilibro i6nico, por una entrada pasiva de
iones cloro (Rothman, 1985)y a su vez, ésta promueve la entrada de agua a favor de
gradiente osmético. La consecuencia final de este hinchamiento osmotico es la lisis celular
y la liberacion de los contenidos celulares al medio extracelular. El componente osmético
de la excitotoxicidad es potencialemente reversible si el estimulo despolarizante es
eliminado, aunque si el insulto es lo suficientemente intenso no evitard la subsiguiente
muerte celular, ya que éste no es un paso obligado en la via (Choi, 1987a).

La parte dependiente de Ca®" de la cascada excitotoxica parece ser la esencial para la
toxicidad. Los niveles intracelulares de Ca®" se mantienen usualmente muy bajos (~107
M), pero cuando la célula es excesivamente despolarizada, su concentracion aumenta
persistentemente. La principal fuente intracelular de calcio i6nico durante la
despolarizacion neuronal es la entrada a través de canales de Ca®" dependientes de voltaje
y, en presencia de acido glutdmico extracelular, la apertura de canales del receptor NMDA,
cuyo bloqueo por magnesio es eliminado en la despolarizacion (Koch y Barish, 1994). Stys
y colaboradores mostraron que hay una liberacion adicional de Ca®" proveniente de
receptores IP3 (Stys, 2005), via activacion de la fofolipasa C por receptores
metabotropicos de glutamato (especificamente mGluR-I). Ademads, se ha demostrado la
liberacion de Ca>" de los reservorios intracelulares via activacion de los receptores NMDA
(Frandsen y Schousboe, 1992; Lei et al., 1992; Sattler y Tymianski, 2000).

El aumento intracelular de Ca*" estimula la actividad de multiples enzimas y dispara otras
interacciones proteina-proteina dependientes de Ca®" que son dafiinas para la homeostasis
celular, tales como: activacion de nucleasas que interrumpen la organizacion de la
cromatina en el nucleo y fragmentan el ADN (Orrenius et al., 1989); activacion de

proteasas citosdlicas como la calpaina, que atacan el citoesqueleto y otros organelos (Mills
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Figura 3. Dibujo esquematico de cascadas de sefializacién activadas por un incremento en el
calcio intracelular por encima de los umbrales toxicos. La union de glutamato a receptores AMPA y
kainato abre los canales del receptor produciendo un influjo de sodio (Na+), con la consecuente
despolarizacion de la membrana y apertura de canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV).
Algunas formas del receptor AMPA son también permeables al calcio (Ca2+). La union de
glutamato a receptores NMDA, resulta en una entrada de grandes cantidades de calcio. La
activacion de receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR) induce la activacion de fosfolipasa
C (PLC) y la consecuente produccion de IP3 y diacil-glicerol (DAG). IP3 activa los receptores de IP3
(IP3R) de la membrana del reticulo endoplasmatico, resultando en la liberacion de calcio del
reticulo endoplasmatico al citosol. El incremento en los niveles citoplasmaticos de calcio puede
provocar su entrada en la mitocondria, la cual reacciona a niveles excesivos mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e inhibir la produccion de ATP. Los niveles
elevados de calcio también causan acumulacion de ROS via activacion de la fosfolipasa-A2 (PLA2)
y produccion de acido araquidonico; produccion de oxido nitrico a través de la activacion de la
sintasa de dxido nitrico (NOS) por calmodulina y degradacion de acidos nucleicos y proteinas del
citoesqueleto via activacion de endonucleasas y calpaina. Esta Ultima tambien es responsable de la

activacion de caspasas (Harada S, 1996; Sattler y Tymianski, 2000).

y Kater, 1990; Siman et al., 1989); quinasas dependientes de Ca*’, como la PKC (protein

quinasa C), que modifican el estado de fosforilacion de las proteinas citoplasmaticas y asi
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interrumpen las funciones celulares (Favaron et al., 1990); lipasas, como la fosfolipasa A,,
que ataca la membrana celular y de organelos. Durante el curso de la excitotoxicidad la
concentracion de acido glutdmico en el medio extracelular aumenta. Las tres principales
causas de esto son: liberacion del acido glutamico intracelular debida a lisis de las células,
disminucién o reversion de la recaptacion de glutamato después de la despolarizacion, y
exocitosis dependiente de Ca®" de vesiculas sinapticas. La gran concentracion de acido
glutamico presente en el ambiente extracelular del area original del insulto excitotoxico
puede difundirse, despolarizando neuronas debilitadas y extendiendo la despolarizacion a
neuronas no lesionadas en la vecindad.

Bajo ciertas circunstancias la activacion de receptores no-NMDA también puede ser
responsable de muerte neuronal, en procesos de excitotoxicidad lenta, como el que se ve al
inhibir la recaptacion de 4cido glutdmico (Rothstein et al., 1993). La excitotoxicidad lenta
puede ocurrir sin necesidad de haber una alta concentraciéon de acido glutdmico o
excitotoxinas exdgenas en el medio (Novelli et al., 1988; Zeevalk y Nicklas, 1990). Las
neuronas se vuelven vulnerables a 4cido glutdmico del ambiente extracelular debido a un
dafo en el metabolismo energético de la célula, que afecta la funcion mitocondrial. Al caer
los niveles de ATP, la actividad de las bomabas de Na'/K " disminuye y, como resultado, el
potencial de membrana deriva hacia la despolarizacion lo que incrementa la probabilidad
de apertura de canales de Na"y Ca*" dependientes de voltaje y la hace mas propensa a
disparar potenciales de accion en respuesta a estimulos excitadores (Riepe et al., 1995). La
despolarizacion de la membrana celular levanta el bloqueo de magnesio del receptor de
NMDA, lo que permite que el receptor sea activado por concentraciones sindpticas
normales de 4acido glutdmico. Por otro lado, el aumento de la concentracion intracelular de
Na' atenta el gradiente electroquimico del Na" a través de la membrana celular y de paso
atentia la fuerza que este genera y que es necesaria en una serie de procesos de transporte
activo, como la recaptaciéon de glutamato. El transporte de acido glutdmico se ve
disminuido y potencialmente tiende a revertirse llevando a la secrecion de 4cido glutdmico
y a un aumento en las concentraciones extracelulares de éste (Gemba et al., 1994; Roettger
y Lipton, 1996). El colapso del gradiente electroquimico de Na' unido a la caida
intracelular de los niveles de ATP disminuye la actividad de los intercambiadores de
Na'/Ca®" responsables de la excrecion de iones de calcio de la célula (Koch y Barish,
1994), produciendo un aumento en las concentraciones de Ca*" intracelular que

contribuyen a dafiar la célula. Finalmente, la fuerza de conduccidon en la bomba de
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protones, responsable de excretar protones de la célula, se ve reducida (Koch y Barish,

1994), lo que lleva a una acidificacion del medio intracelular.

Fe2+
Cu+

Superoxi " H.0, OH-
Superoxido SOD 20

Fosfo-Ox

Oxigenasas

Z? ONOO- \'

Ca2+ [j ] x Peroxidacion
NOS NO de lipidos

!

Hidroxinonenal-4-aldehido

Lo

MEMBRANAS PROTEINAS ACIDOS NUCLEICOS
Plasmatica Transportadores  DNA
Mitocondrial Receptores RNA
Reticulo endoplasmatico Cytoesqueleto
Enzimas

Homeostasis Ionica Danada
Comproniso Metabélico
Liberacion de Glutamato
Cascadas Exitotoxicas

Figura 4. Papel del estrés oxidativo en la excitotoxicidad. La foforilacion oxidativa mitocondrial
(Fosfo-Ox) es una fuente importante de superoxido. Este también es producido por oxigenasas
activadas por calcio (Ca2+). La accidn de superdxido dismutasas de Mn y Cu/Zn (SOD),
convierten el superdxido a perdxido de hidrégeno. El perdxido de hidrdgeno, en presencia de Fe**
y Cu*, es convertido a radical hidroxilo (OH-), que es un potente inductor de la peroxidacion de
lipidos. El calcio también promueve la produccion de especies reactivas de oxigeno activando la
sintasa de oxido nitrico (NOS). El dxido nitrico producido por esta reacciona con el superdxido
generando peroxinitrito (ONOO-), el cual es un potente inductor de la peroxidacion de lipidos. La
peroxidacion de lipidos da origen a hidroxinonenal-4-aldehido, una sustancia citotoxica que afecta
negativamente la funcion de las ATPasas ionicas de membrana y de los transportadores de glucosa
y glutamato. Las especies reactivas de oxigeno, particularmente el radical hidroxilo y el
peroxinitrito, también pueden dafar proteinas, lipidos y &cidos nucleicos, causando una
disminucion de la funcién de estas moléculas y ejecutando asi el proseso excitotoxico. Figura
modificada de Mattson (2003) (Mattson, 2003).
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Se ha documentado que neuronas sometidas a un insulto excitotoxico presentan un estrés
oxidativo aumentado, exhibiendo altos niveles de superoxido y perdxido de hidrogeno
cuando son expuestas a acido glutamico o NMDA (Blanc et al., 1998; Urushitani et al.,
2001). El peréxido de hidrogeno puede ser convertido a radical hidroxilo al interactuar con
Fe*™ o Cu’, este radical es altamente reactivo y un potente inductor de peroxidaciéon de
lipidos. Microglia y algunas neuronas producen 6xido nitrico en respuesta a la activacion
de los receptores de glutamato, éste puede reaccionar con el superdxido para producir
peroxinitrito, el cual puede dafiar membranas y proteinas (Zhao et al., 2004). Las especies
reactivas de oxigeno también pueden dafiar acidos nucleicos, y consecuentemente
menoscabar la expresion génica y disparar la apoptosis (Dawson y Dawson, 2004).

El estrés oxidativo también puede tornar a las neuronas mas vulnerables a la
excitotocicidad. Estudios han demostrado que las neuronas son mas facilmente danadas
por el 4cido glutdmico cuando estdn bajo condiciones de estrés oxidativo aumentado
(Comoletti et el., 2001; Mander et al., 2005; Urushitani et al., 1998; Zhao et al., 2004). El
estrés oxidativo disminuye la funcion de proteinas clave envueltas en el mantenimiento del
homeostasis celular de Ca®", como las ATPasa de Na'/K" y de Ca®"; y el transportador de
glucosa (Mattson, 2003). Ademas el estrés oxidativo puede disminuir el transporte de
glutamato en astrocitos (Barbeito et al., 2004; Blanc et al., 1998; Rao et al., 2003), esto
promueve la excitotoxicidad como resultado de un incremento en las concentraciones
extracelulares de 4acido glutamico.

El rol critico del estrés oxidativo en la excitotoxicidad ha sido demostrado en cultivos
celulares y en modelos in vivo mediante la manipulacién de la expresion de genes que
estan involucrados en la produccion de especies reactivas de oxigeno (Ayata et al., 1997;

Dawson et al., 1996; Keller et al., 1998).

3. Lesiones que afectan la médula espinal

Las lesiones de la médula espinal pueden tener diferentes etiologias. La causa mas
frecuente es el traumatismo, originado por diversos medios como los accidentes de trafico,
deportivos o laborales. La lesion medular también puede ser causada por procesos
degenerativos, infecciosos o inflamatorios, tales como esclerosis multiple y mielitis, por
procesos tumorales y por lesiones isquémicas medulares. Se calcula que mas de 300.000
personas viven con lesiones medulares en los estados miembros del Consejo de Europa,
con aproximadamente 11.000 casos nuevos todos los afios. La incidencia de la lesion

medular traumdtica en Espafia es de aproximadamente 20 casos por cada millon de
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habitantes y afio (aproximadamente 1.000 personas al afo). A estos datos se deben afadir
las lesiones de origen médico, que representan aproximadamente un 25% adicional.

La lesion traumadtica de la médula espinal causa una pérdida de las funciones motoras,
sensoriales y autondmicas por debajo del nivel de lesion, causando paraplejia o tetraplejia
a los sujetos que las padecen. El déficit funcional ocasionado por la lesion medular
depende del grado de afectacion de las vias espinales y de las neuronas segmentales. En
todo caso, el déficit provocado por la lesion medular se mantienen de por vida, ya que las
capacidades enddgenas de reparacion y de regeneracion en el sistema nervioso central
(SNC) de los mamiferos adultos son muy limitadas, lo que determina que las neuronas
perdidas no se reemplacen y que las vias espinales afectadas queden interrumpidas
indefinidamente. Los dos problemas fundamentales asociados con las lesiones de la
médula espinal son la muerte neuronal secundaria y la formacion en la zona de lesion de

un microambiente inhibitorio de la regeneracién axonal.

3.1. Lesion traumatica de la médula espinal

La lesion traumatica de la médula espinal es un proceso que comprende dos fases
consecutivas en el tiempo, la fase de lesion primaria y la secundaria. La fase primaria,
responsable inmediata de producir la lesion, se caracteriza por ser un proceso accidental,
no modulable, y el dafio que produce esta directamente relacionado con la energia aplicada
sobre la médula espinal en el momento del impacto (Kwon et al., 2004; Sekhon y Fehlings,
2001).

La lesién secundaria se produce de manera progresiva y comprende una cascada de
procesos responsables de la expansion de la lesion traumadtica inicial y de la mayoria de las
deficiencias funcionales resultantes. Los procesos secundarios que se observan tras una
lesion en la médula espinal pueden ser clasificados a grosso modo, en aquellos que
involucran los cambios vasculares producidos en la lesion aguda y que marcan el inicio de
la lesion secundaria; las alteraciones en la homeostasis idnica, producidas por dafos
directos sobre las membranas celulares y alteraciones en el funcionamiento de bombas y
canales i6nicos; la produccion de radicales libres, junto a la peroxidacion de lipidos por
estos; y finalmente, la muerte celular.

Los cambios vasculares producen trastornos en el flujo sanguineo de la médula espinal
que causan perturbaciones que juegan un papel importante en las alteraciones inducidas
por la lesion aguda espinal. Los cambios del flujo sanguineo pueden ser divididos en dos,

sistémicos y locales. Los cambios locales, asociados a desarreglos microcirculatorios,
14
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incluyen: hemorragia, vasoespasmo, trombosis y dafios en la autorregulacion. En los
efectos sistémicos se incluye el choque neurogénico, como resultado de la pérdida del tono
vasomotor (Tator y Fehlings, 1991; Tator, 1991).

Inmediatamente después de la lesidon, ocurre una reduccion considerable en el flujo
sanguineo en la zona lesionada (Bingham et al., 1975; Fehlings et al., 1989; Griffiths,
1976; Kobrine et al., 1975; Senter y Venes, 1978; Tator y Fehlings, 1991). Esta isquemia,
si no es tratada, tiende a empeorar durante las primeras horas (Fehlings et al., 1989) y
puede persistir al menos durante 24 h después de una lesion espinal en ratas y monos
(Rivlin y Tator, 1978; Sandler y Tator, 1976). Los mecanismos precisos causantes de esta
isquemia parecen implicar parcialmente el vasoespasmo secundario al dafio mecénico o
liberacion de aminas vasoactivas (Tator y Fehlings, 1991), asi como el dafio endotelial
(Dohrmann y Allen, 1975), las hemorragias (Wallace, Tator, y Frazee, 1986) o Ia
trombosis, via agregacion plaquetar (de la Torre, 1981; Nemecek, 1978) y aminoécidos
excitadores, particularmente el glutamato. La isquemia puede jugar un papel en la
formacion del edema local en la médula, aunque no esta claro si la formacion del edema es
nociva en si misma o es un epifenémeno (Sekhon y Fehlings, 2001).

Debido a diferencias en vascularizacion relativa, la sustancia gris, al igual que la sustancia
blanca adyacente, es mas severamente afectada por una lesion de médula espinal que la
sustancia blanca periférica (Sekhon y Fehlings, 2001; Tator y Koyanagi, 1997). En una
situacion normal el flujo sanguineo de la sustancia gris con respecto a la sustancia blanca
se mantiene en una razén 3:1 (Balentine, 1978a; Balentine, 1978b; Fairholm y Turnbull,
1970; Hayashi et al., 1983a; Hayashi et al., 1983b).

La perfusion en la sustancia blanca tipicamente disminuye a los 5 minutos de producirse la
lesion aguda y empieza a restablecerse a los 15 minutos, permaneciendo de ahi en adelante
con valores cercanos a los normales pre-lesion durante las primeras 24 h. Con la sustancia
gris ocurre lo contrario. En ésta, numerosas hemorragias ocurren a los 5 minutos después
de la lesion y la perfusion se encuentra relativamente ausente 1 h después de la lesion,
permaneciendo en este estado por al menos las primeras 24 h (Tator y Koyanagi, 1997).
Este periodo estatico de la vasculatura ha sido confirmado usando diferentes métodos
(Dohrmann y Wick, 1973; Fried y Goodkin, 1971; Tator y Fehlings, 1991) y juega un
papel importante en los resultados observados en la lesion aguda de la médula espinal. El
proceso de reperfusion significa un incremento en los radicales libres derivados de
oxigeno, lo que exacerba atin més el dafo secundario (Basu et al., 2001; Lukacova et al.,

1996).
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Este dafio endotelial ocurre de forma temprana, entre 1 y 2 horas después de haberse
producido la lesién aguda (Demopoulos et al., 1982b), y en el se observa la formacion de
crateres, adherencia de restos no celulares, apertura de las uniones entre células
endoteliales y formaciones microglobulares. Estas alteraciones en las células endoteliales
causan un incremento en la permeabilidad vascular y en la formacion del edema (Griffiths
y Miller, 1974; Hsu et al., 1985; Stewart y Wagner, 1979), ademas, el dafio mecanico
primario causa la ruptura de la barrera hemato-medular lo que resulta en una invasion
inflamatoria de neutrofilos, macréfagos y células T (Bareyre y Schwab, 2003), que
potencialmente contribuye a los mecanismos de lesion secundaria (Blight, 1994; Bunge,
Puckett, y Hiester, 1997).

Después de una lesion medular, también se han observado alteraciones en la homeostasis
iénica. Especificamente en los niveles de Na*, Ky Ca®" en la zona de lesion (Balentine y
Spector, 1977; Chesler et al., 1994; Kwo et al., 1989; Young y Koreh, 1986). Ademas de
la ruptura fisica de las membranas celulares, efectos mas sutiles, como el fallo de Ila
ATPasa de Na"/K" (Faden et al., 1987), pueden producir grandes incrementos de Ca*" y
sodio intracelulares mientras disminuyen los niveles de K™ (Balentine y Spector, 1977). La
despolarizacion de la membrana celular por del fallo de la ATPasa también contribuye a la
entrada de sodio a través de los canales de Na" no-desactivables (la isoforma Nav1.6 en
fibras mielinicas) (Stys, 2005). La hipotesis del influjo de Na" como iniciador de los
mecanismos de lesion en la sustancia blanca fue demostrada por la administracion in vivo
de bloqueadores del canal de Na', obteniendo una disminucion en el dafo causado en la
sustancia blanca y mejora en la recuperacion funcional (Agrawal y Fehlings, 1997; G.
Schwartz y Fehlings, 2001; Teng y Wrathall, 1997). En cuanto a mecanismos de
desequilibrio i6nico axonal, Stys y colaboradores (1992) aportaron evidencias
convincentes de la entrada de Ca®" en los axones como consecuencia del influjo de sodio y
derivada de la funcion inversa de los intercambiadores de Na”/ Ca®" (Stys et al., 1992).
Este modelo se ha implicado en varias formas de dafio axonal (trauma, aplastamiento,
seccion, hipoxia y toxinas), convergiendo en un modelo de dos fases de la entrada de
calcio: por influjo inicial de Na'y por funcién inversa de los intercambiadores (LoPachin y
Lehning, 1997).

La entrada excesiva de Ca®" en las neuronas resulta en muerte celular via segundos
mensajeros, incluyendo activacion de protein quinasas, fosfolipasas, proteasas, especies
reactivas de oxigeno y disfuncion mitocondrial (Lipton y Rosenberg, 1994; Lu et al.,

2000). Los altos niveles de Ca*" intracelular activan proteasas ubicuas, las calpainas,
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resultando en degradacion de las proteinas del citoesqueleto, neurofilamento 68 (NF68) y
neurofilamento 200 (NF200), asi como de la proteina asociada a microtibulos 2 (MAP2),
comprometiendo la integridad axonal y su funcionamiento (Banik et al., 1997; Banik et al.,
1998; Schumacher et al., 1999; Schumacher et al., 2000).

Fuera de los desarreglos estructurales y fallos en la conduccioén axonal que resultan de la
despolarizacion de la membrana, la activacion de canales sensibles a voltaje es una ruta
potencial de entrada de Ca®" a los axones, conllevando a lesion secundaria (Park et al.,
2004).

Los radicales libres son moléculas que poseen electrones no pareados, lo que los hace
altamente reactivos a lipidos, proteinas y DNA. El oxigeno molecular posee dos de tales
electrones no pareados y sus derivados reactivos, como el i6n superdxido, son los mas
frecuentemente producidos, jugando un importante papel fisiopatoldgico en las lesiones del
SNC (Christophe y Nicolas, 2006; Demopoulos et al., 1980; Loh et al., 2006).

El i6n superdxido (O,) es formado gracias a un transporte de electrones incompleto en la
mitocondria. Este i6n superoxido es convertido a perdxido de hidrégeno (H,O,) por la
superdxido dismutasa y éste a su vez en H,O y O, por la catalasa. En presencia de hierro
libre, liberado por la hemoglobina, transferrina o ferritina ya sea por disminucion del pH o
por radicales de oxigeno, el peroxido de hidrégeno forma radicales hidroxilo (OH),
altamente reactivos. Estos radicales libres pueden producir una oxidacion progresiva de los
acidos grasos en la membrana celular (peroxidacion de lipidos), causando una progresion
geométrica de la oxidacion y generando mas radicales libres que propagan la reaccion a
través de la superficie celular (Braughler y Hall, 1992; Hall y Braughler, 1986; Kwon et
al., 2004; McCall et al., 1987). Los radicales libres son producidos como consecuencia de
la activacion de enzimas dependientes de Ca”", como la fosfolipasa A, (Chan y Fishman,
1980), la sintasa de 6xido nitrico (Bredt y Snyder, 1990) y la xantin-oxidasa (Atlante et al.,
1997; McCord, 1985), y por malfuncionamiento oxidativo de la mitocondria que al ser
expuesta a altas concentraciones de Ca>" induce un rapido incremento en la produccion de
radicales libres (Carriedo et al., 1998; Carriedo et al., 2000; Dykens, 1994). Después de
una lesion tisular, se produce un incremento de los productos de oxidacion de acidos
grasos poliinsaturados (Hall y Braughler, 1982; Kurihara, 1985), con una disminucion en
los niveles de colesterol de los tejidos y la aparicion de productos de oxidacion derivados
de éste (Anderson et al., 1985; Demopoulos et al., 1982a), también se produce una
activacion de la guanilato ciclasa (sensible a la peroxidasa), con el subsecuente incremento

de GMPc (Hall y Braughler, 1982), una inhibicién temprana de la ATPasa de Na'/K"
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(sensible a la peroxidacion de lipidos) y una disminucién en los niveles de antioxidantes
del tejido (Pietronigro et al., 1983; Saunders et al., 1987). Todos estos cambios conspiran
colectivamente para inducir el colapso metabodlico y la subsecuente muerte celular
apoptotica o necroética.

Muerte celular necrdtica y apoptotica, y formas intermedias, ocurren después de un
trauma del SNC, incluido la lesion de médula espinal (Beattie et al., 2000). La apoptosis es
una forma de muerte celular programada que, a diferencia de la necrosis, es un proceso
activo que se caracteriza por encogimiento celular, agregacion de cromatina y nticleos
picnoticos (Sekhon y Fehlings, 2001). En la apoptosis, al morir las células son fagocitadas
sin iniciar una respuesta inflamatoria o sin descargar el contenido celular en el medio
extracelular (Lou et al., 1998). La apoptosis es un proceso regulado con una secuencia de
pasos de activacion que requieren energia y sintesis especificas de macromoléculas asi
como también transcripcion de novo de genes (Sekhon y Fehlings, 2001). La necrosis,
originada por desordenes no fisiologicos (Lou et al., 1998), se caracteriza por un
hinchamiento celular con dafo mitocondrial y disrupcion de la homeostasis interna,
llevando a lisis de membranas, liberacion del contenido intracelular y una intensa respuesta
inflamatoria (Cohen, 1993; Majno y Joris, 1995). La necrosis no tiene requerimientos
energéticos, debido a que no hay transcripcion de novo de genes y no ocurre sintesis de
nuevas proteinas ni de dcidos nucleicos (Bargmann, 1991; Casha et al., 2001).

Después de una lesion por contusion de la médula espinal, aparte de la ruptura de
membranas que causa en algunas células una muerte necrética inmediata, las intactas y
parcialmente dafiadas, quedan vulnerables a la muerte celular por ataque bioquimico de
radicales libres (Braughler y Hall, 1992) y aminodcidos excitadores que pueden ser
liberados por las neuronas y otras células. Ademas, la reduccion del flujo sanguineo hace
que el ambiente medular se torne hipoxico lo que puede causar muerte necrotica y
apoptodtica (Mattson, 1998; Toborek et al., 1999). La liberacion masiva de acido glutdmico
puede matar las células por activacion de receptores AMPA y subsecuente activacion de
receptores NMDA, los cuales permiten tal entrada de Ca>" que la célula se hincha y estalla,
causando una tipica muerte necrética. Por otro lado, las células lesionadas en menor grado
pueden recuperarse o terminar muriendo por apoptosis (Choi, 1996). La expansion de la
lesion comporta un inicio del dafo secundario por necrosis causada por muerte celular
excitotoxica, seguida por apoptosis (Beattie et al., 2002).

Crowe y colaboradores (1997) identificaron que, después de una lesion medular, ocurria

muerte apoptotica de los oligodendrocitos de los tractos de sustancia blanca y que ésta
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ocurria entre 24 horas y 3 semana después de la lesion (Crowe et al., 1997). La muerte
apoptdtica de los oligodendrocitos ocurre no sélo en el epicentro de la lesion, también en
las areas en donde se estd produciendo degeneracion walleriana en los tractos ascendentes
y descendentes de la sustancia blanca (Emery et al., 1998), lo que puede contribuir a la
desmielinizacion que también suma al déficit funcional (Beattie et al., 2000). Una familia
intracelular de proteasas cistein-aspartato, las caspasas, juegan un importante papel en esta
muerte apoptotica. La activacion de la caspasa-3, que corta varios sustratos esenciales en la
via apoptdtica, es disparada por eventos cascada arriba que llevan a la liberacion del
citocromo ¢ de la mitocondria y la subsecuente transactivacion de la procaspasa-9 por
Apaf-1. Esos componentes cascada arriba y cascada abajo de la via apoptotica de la
caspasa-3 son activados después de una lesion traumatica y puede ocurrir de forma
temprana en neuronas en la zona de la lesion y, horas a dias mas tarde, en la
oligodendroglia, tanto adyacente como distante a la zona de la lesion (Rupinder et al.,
2007; Springer et al., 1999). Esta muerte temprana observada en neuronas después de una
lesion de la médula espinal también esta relacionada con respuestas asociadas al estrés de
reticulo, las cuales, en éste caso, terminan favoreciendo la apoptosis. Es asi que, no solo se
ve una rapida activacion de caspasa-3, sino que también de caspasa-12, que se encuentra
relacionada con la produccion incrementada y nuclearizacion del factor de transcripcion

proapoptotico, CHOP (Penas et al., 2007).

3.2. Enfermedades neurodegenerativas que afectan la médula espinal

Aunque se han identificado diferentes disfunciones celulares, estd ampliamente aceptado
que la mayoria de los trastornos del sistema nervioso durante el desarrollo, tras lesiones y
en procesos degenerativos presentan una serie de mecanismos neurotdxicos comunes €
interconectados. Los mejor documentados son el malplegamiento y agregacion de
proteinas (Ross y Poirier, 2004), la disfuncién mitocondrial (Kwong et al., 2006), el estrés
oxidativo (Halliwell, 2006), la neuroinflamacion (Block y Hong, 2005) y la excitotocicidad
(Salinska et al., 2005).

3.2.1. Enfermedades neurodegenerativas agudas

En las enfermedades neurodegenerativas agudas, un insulto abrupto (infarto vascular en la
enfermedad cerebrovascular, percusion en la lesion traumatica) desencadena una secuencia

de eventos que producen dafio neuronal irreversible, como la ruptura de la barrera
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hematoencefalica, cambios en la perfusion cerebral y medular, liberacion de citoquinas e
iniciacion de apoptosis, asi como excitotoxicidad. En tales condiciones, hay una clara
evidencia del incremento en las concentraciones de acido glutdmico y la subsecuente
muerte neuronal mediada por activacion de los receptores NMDA.

La interrupcion en el flujo sanguineo al SNC conduce a un rapido e irrevocable fallo
energético y a un descenso dramatico en los niveles intracelulares de ATP. Las
consecuencias seran un incremento en la concentracion extracelular de 4cido glutdmico y
sensibilizacién de las neuronas por una excitotoxicidad débil. La concentracion de &cido
glutdmico extracelular aumenta después de una isquemia cerebral (Benveniste et al.,
1984)y la extension de este aumento se ha correlacionado con el tamafio de la lesion que
subsecuentemente se desarrolla (Butcher, Bullock et al., 1990).

Diversos estudios en infartos isquémicos producidos en animales de laboratorio muestran
que la extension de la lesion puede ser atenuada por agentes que interactuan con los
receptores de aminoacidos excitadores. En general, se ha visto que antagonistas del
receptor AMPA son mas activos en modelos de isquemia global, mientras que en isquemia
focal, los antagonistas de ambos receptores, NMDA y AMPA, muestran una actividad
moderada (McCulloch, 1992; Meldrum, 1990) y en modelos de isquemia permanente, son

los antagonistas del receptor NMDA los que muestran mejor eficacia (Salinska et al.,

2005).

3.2.2. Enfermedades neurodegenerativas cronicas

Actualmente hay datos que incriminan a un defecto en los mecanismos de transporte del
acido glutdmico en la esclerosis lateral amilotréfica y a un proceso de excitotoxicidad lenta
en las enfermedades de Huntington y de Parkinson, que sugieren la participacion de un
proceso excitotoxico como factor patogénico en estas enfermedades.

Histopatologicamente la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se caracteriza por una
pérdida selectiva de motoneuronas, tanto superiores como las espinales. Este patron de
pérdida neuronal se puede imitar en animales induciendo una lesién excitotdoxica con
kainato (Hollmann y Heinemann, 1994), o una excitotoxicidad lenta por inhibiciéon de la
recaptacion de 4cido glutdmico (Rothstein et al., 1993). Ambas formas de excitotoxicidad
involucran tanto al receptor NMDA como al AMPA, siendo ¢ste ultimo el que predomina
en la excitotoxicidad de neuronas motoras (Carriedo et al., 1996; Estevez et al., 1995;
Stewart et al., 1991). En la zona ventral de la médula espinal de pacientes con ELA, la

edicion del RNAm de la subunidad GluR-2 del receptor AMPA se encuentra reducida, lo
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que favoreceria una mayor permeabilidad al Ca*" de los canales ya que los receptores
AMPA conformados por esta subunidad son impermeables al Ca®" (Hollmann et al., 1991).
También se ha observado una disminucion de la proteina del transportador glutamatérgico
EAAT-2 en la médula espinal y la corteza motora (Bristol y Rothstein, 1996; Rothstein et
al., 1995).

Cerca del 10% de los casos de ELA son formas familiares. Uno de los factores genéticos
responsables de la enfermedad fue identificado por Rosen y colaboradores (1993), como
una mutacion en el gen que codifica a la enzima superdxido dismutasa (SOD). Esta
identificacion llevo al desarrollo de un raton transgénico que expresa la SOD humana
mutante. Estos ratones presentan cambios citopatologicos similares a los observados en la
ELA humana, como hinchamiento axonal, vacuolizacién de mitocondrias y agregacion de
neurofilamentos (Dal Canto y Gurney, 1994; Tu et al.,, 1996). Estos cambios también
incluyen dafio a astrocitos y una recaptacion deficiente de acido glutdmico (Bruijn et al.,
1997). Los cambios observados en estos animales han llevado a sugerir que el estrés

oxidativo que genera la enzima mutante estaria disparando un proceso de excitotoxicidad.

3.2.3. Enfermedades Neurodegenerativas inflamatorias

En efermedades inflamatorias del SNC, como la esclerosis multiple, la excitotoxicidad no
estd implicada en el proceso patogénico primario, pero aun asi, se ha demostrado que
monocitos activados pueden liberar, o causar la liberacion, de sustancias excitotoxicas
como el acido quinolinico (Heyes et al., 1996; Saito et al., 1992)que contribuyen a agravar
el dafo al sistema nervioso. En el caso de la infeccion del sistema nervioso central por el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH), hay evidencia de que una proteina de la
cubierta viral puede disparar un proceso de excitotoxicidad.

La esclerosis multiple (EM) es considerada una enfermedad inflamatoria cronica del SNC
que conduce al desarrollo multifocal de placas de desmielinizacién. Las caracteristicas
patologicas de las lesiones de esclerosis multiple incluyen inflamacion con linfocitos T y B
y macréfagos/microglia, desmielinizacion con pérdida de oligodendrocitos durante la
enfermedad cronica y grados variables de remielinizacion, pérdida axonal secundaria, y
gliosis con proliferacion de astrocitos (Bruck y Stadelmann, 2005).

Al comienzo de la enfermedad, las células inflamatorias liberan citoquinas que inducen la
actividad de la indolamina 2,3-dioxigenasa; esta enzima metaboliza triptéfano por la via de
la kinurenina, y su producto final es la neurotoxina 4cido quinoldnico, la cual es agonista

del receptor NMDA, y por lo tanto puede producir apoptosis por estimulacién de los
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receptores glutamatérgicos neuronales. La microglia activada debido a la inflamacion,
actia como fuente principal de esta neurotoxina (Leonard, 2007).

En el modelo mas comunmente usado de ésta enfermedad, la encefalomielitis autoinmune,
se ha visto un déficit en los astrocitos de las enzimas glutamato deshidrogenasa y
glutamina sintetasa, responsables de la degradacion del glutamato tomado del espacio
extracelular. Este déficit puede conducir al incremento en los niveles de glutamato
extracelular y a la neurotoxicidad vista en la enfermedad. Los dafios neuroldgicos en la
encefalomielitis autoinmune mejoran con el uso de farmacos dirigidos a modular el
sistema glutamatérgico, como es el caso de la memantina y el riluzol (Hemmer y Hartung,

2007; Salinska et al., 2005).

4. Modelos de excitotocicidad in vitro

Modelos experimentales in vitro son frecuentemente usados para estudiar los cambios
morfoldgicos y bioquimicos relacionados a procesos de degeneracion debido a que ellos
permiten un mejor control del ambiente extracelular. Es por esto que se viene haciendo uso
de diferentes modelos in vitro de excitotoxicidad que varian tanto en la composicion
celular (neuronales o mixtos), como en el grado de complejidad (monocapa u
organotipicos).

Entre los modelos de excitotoxicidad en monocapa, se encuentra el inducido por glutamato
o AMPA en cultivos primarios de neuronas corticales. Los cuales han sido usados tanto
para evaluar los mecanismos de accidon de la ecitotoxicidad (Beart et al., 2007; Chung et
al., 2005; Glassford et al., 2002; Schubert y Piasecki, 2001; W. Xu et al., 2007), como los
mecanismos de neuroproteccion. Con éste modelo se han estudiado los efectos protectores
contra la ecitotoxicidad de agentes como, ligandos del receptor sigma (DeCoster et al.,
1995), eschizandrina (Cheng et al., 2008), litio (Chuang, 2005; Hashimoto et al., 2002b),
timosina beta 4 (Popoli et al., 2007), 4cido linoleico conjugado (Joo y Park, 2003) y otros
farmacos nuevos (acteosidos (Koo et al., 2006a), 15-MPA (Koo et al., 2006b), 1MeTIQ
(Antkiewicz-Michaluk et al., 2006), hesperetina (Cho, 2006). Ademas, este modelo
también ha servido para sefialar posibles blancos terapéuticos para contrarrestar la
excitotoxicidad, tales como la adenilil ciclasa (Wang et al., 2007), la neuroserpina
(Lebeurrier et al., 2005) y la ciclooxigenasa-2 (Mirjany et al., 2002).

También estan los modelos que usan la lesion excitotoxica de cultivos primarios de
neuronas hipocampales. Estos cultivos lesionados con agonistas de receptores ionotdpicos

de glutamato sirven para evaluar los mecanismos de acciéon de la excitotoxicidad
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(Deshpande et al., 2007; Simpkins et al., 2003) y para evaluar agentes neuroprotectores
tales como: Dextran sulfato, que modula las respuestas del receptor AMPA y la activacion
de ERK1y 2 (Chicoine y Bahr, 2007); galanina, que contrarresta los efectos producidos por
altas concentraciones de glutamato como son regulacion al alza de c-Fos y las alteraciones
masivas observadas en nucleo(Elliott-Hunt et al., 2004; Pirondi et al., 2005) y el acido
ursolico, que disminuye el dafio causado por excitotoxicidad inducida con kainato,
protegiendo a las mitocondrias y reduciendo la produccion de radicales libres (Shih et al.,
2004). La lesion con kainato de cultivos primarios de neuronas hipocampales es usada
como modelo in vitro de epilepsia (Zemlyak et al., 2007).

Otro modelos de excitotoxicidad son los cultivos disociados de médula espinal, estos
pueden ser mixtos (De Paola et al., 2008; Greig et al., 2000; Tikka et al., 2002; Urushitani
et al., 2001), se siembran células gliares y neuronas obtenidas del asta ventral; purificados
(De Paola et al., 2008; Duong et al., 1999; Jahn et al., 2006), se parte de los cultivos mixtos
y se separan las motoneronas; o cocultivos, se inicia con una monocapa de células gliares
maduras sobre la que se siembran las motoneuronas de origen embrionario (Bar, 2000;
Carriedo et al., 1996; Regan, 1996; Sen et al., 2008; Vandenberghe et al., 1998;
Vandenberghe et al., 2000; Vargas et al., 2006). Estos, al igual que los anteriormente
descritos, son lesionados con agonistas de los receptores ionotropicos de glutamato (Bar,
2000; Carriedo et al., 1996; Regan, 1996; Sen et al., 2008; Vandenberghe et al., 1998;
Vandenberghe et al., 1998) y son usados tanto para describir los procesos y mecanismos de
la excitotoxicidad, como para probar agentes neuroprotectores (Abood et al., 2001; Estevez
et al., 1995; Nakamizo et al., 2000; Tikka et al., 2002). En estos cultivos se usan los
agonistas de los receptores AMPA/kainato para modelar lesiones cronicas como las
observadas en enfermedades neurodegenerativas como ELA (Urushitani et al., 2001) y
agonistas del receptor NMDA para modelar aquellas de tipo agudo como trauma o
isquemia (Urushitani et al., 2001).

Entre los modelos organotipicos estan los cultivos de explantes de hipocampo lesionados
con agonistas de los receptores ionotropicos de glutamato, AMPA (Bernardino et al.,
2005), Kainato (Khaspekov et al., 2004) y NMDA (Keynes et al., 2004; Kristensen et al.,
2001; Vornov et al., 1991), los cuales muestran mecanismos de excitotoxicidad mas
parecidos a los observados in vivo que aquellos reportados para cultivos neuronales
primarios (Kristensen et al., 2001). Este modelo se ha usado para evaluar los mecanismos
que actuan en la excitotoxicidad (Abdel-Hamid y Tymianski, 1997; Bernardino et al.,

2005; Blaabjerg et al., 2001; Khaspekov et al., 2004; Kristensen et al., 2001; Liu et al.,
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2001; Liu et al., 2001b; Mulholland y Prendergast, 2003) y para evaluar las propiedades
neuroprotectoras de famacos como EPO y su derivado no eritropoyético CEPO (Montero
et al.,, 2007), los efectos neuroprotectores de agonistas de mGluR1 (Blaabjerg, Fang,
Zimmer, y Baskys, 2003) y receptor GABA(A) (Kristensen, Noraberg, y Zimmer, 2003),
los ejercidos por la activacion del NPY (Silva et al., 2003; Xapelli et al., 2008) y los
efectos neuroprotectores ejercidos por los antagonstas de los receprotes ionotropicos de
glutamato (Karanian, Baude, Brown, Parsons, y Bahr, 2006), entre otros. Este tipo de
cultivos también han sido utilizados para modelar isquémia (Montero et al., 2007; Vornov
et al., 1991), o enfermedades neurodegenerativas (Bernardino et al., 2005; Mitrasinovic et
al., 2005).

Los explantes corticoestriatales han sido utilizados para estudiar la excitotoxicidad
producida por AMPA, Kainato y 4cido quinolinico (Whetsell y Schwarcz, 1983; Whetsell,
Allen, y Tulipan, 1989) y los efectos neuroprotectores de NBQX, un antagonista del
receptor AMPA (Kristensen et al., 1999; Massieu y Tapia, 1994; Zimmer et al., 2000). Los
cultivos lesionados con &cido quinolinico también se han utilizado para generar un modelo
de enfermedad de Huntington (Whetsell y Schwarcz, 1989).

Otro modelo de excitotoxicidad, es el modelo cronico de lesion por glutamato en cultivos
organotipicos de médula espinal de rata postnatal. Este usa treohidroxiaspartato (THA), un
inhibidor del transportador de glutamato muy utilizado para modelar esclerosis lateral
amilotropica (ELA). (Rothstein et al., 1993). En este modelo se consigue una perdida lenta,
pero progresiva de MNs debida a la acumulaciéon excesiva a nivel extracelular de
glutamato. La toxicidad observada se ejerce via receptores no NMDA, ya que antagonistas
del receptor NMDA no fueron neuroprotectores (Rothstein et al., 1993). Este modelo ha
sido utilizado para evaluar los efectos protectores contra la excitotoxicidad por glutamato
de células madre neuronales (Llado et al., 2004), precursores restringidos a glia (Maragakis
et al., 2005) y evaluacion de diferentes farmacos incluyendo antioxidantes e inhibidores de
la NOS, antagonistas de receptores no-NMDA, bloqueadores de la liberacion presinaptica
y sintesis (Rothstein y Kuncl, 1995).

Finalmente, otro de los modelos de neurotoxicidad que se usa es la lesion inducida por
glutamato de cultivos de neuronas retinales. El glutamato es uno de los neurotrasmisores
de la retina y la liberacion sindptica de este se ve aumentada después de una lesion y, al
igual que en las lesiones agudas cerebrales y medulares, los antagonistas del receptor
NMDA son capaces de revertir la muerte neuronal causada por esta (Senda et al., 1998;

Zhang et al., 2000). Estos cultivos pueden ser disociados (Ruscher et al., 2007; Sakai et al.,
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2006; Senda et al., 1998; Thompson et al., 2006; S. Zhang et al., 2000), u organotipicos,
siendo estos ultimos de origen postnatal (Perez-Leon et al., 2003), o adulto (Ruscher et al.,
2007; Rzeczinski et al., 2006). Para este tipo de modelos también se hace uso de neuronas
retinales de pollo (Centuriao et al., 2005; Lamas et al., 2005; Paes-de-Carvalho et al.,
2005; Santos et al., 2001) y humanas (Bucolo et al., 2006; Liang et al., 2004). Los cultivos
neuronales de retina sometidos a una lesion excitotoxica son utilizados para evaluar el
efecto y mecanismo de accion de la excitotoxicidad, junto con el de agentes
neuroprotectores, en las neuronas retinales (Bucolo et al., 2006; Centuriao et al., 2005;
Louzada et al., 2004; Ruscher et al., 2007; Senda et al., 1998; Taguchi et al., 2006).

Los métodos basados en el uso de agonistas de los receptores AMPA y kainato e
inhibidores de la recaptacion de glutamato proveen un excelente método para la evaluacion
de mecanismos de toxicidad crénica y el sondeo de farmacos protectores contra este tipo
de lesion (Rothstein y Kuncl, 1995), pero no son un buen modelo para la evaluacion de
procesos similares causados por una lesion aguda, en donde se ha descrito que los
receptores de NMDA juegan el papel mas definitivo (Meldrum y Garthwaite, 1990).

Ademas, cultivos corticales, retinales e hipocampales parten de células embrionarias y la
edad de los cultivos es importante debido a que la sensibilidad a glutamato depende del
tipo de receptor que las células estan expresando, y este varia segun el estado de
maduracion de las neuronas (De Paola et al., 2008). También se ha de tener en cuenta la
importancia de la interaccion neurona-glia debido a que esta mejora las propiedades
morfoldgicas de las neuronas, aumenta su viabilidad y varia su sensibilidad a los estimulos
excitotoxicos (Comoletti et al., 2001; De Paola et al., 2008; Vornov et al., 1991). Por otro
lado, los cultivos en monocapa, aunque interactian neurona-neurona o neurona-glia, en
cultivos mixtos, no mantienen los circuitos locales y la integridad de estos influye en la

respuesta ante la lesion (Mulholland y Prendergast, 2003; Vornov et al., 1991).

5. Estrategias farmacoldgicas de neuroproteccion de 1a médula espinal

Como ya hemos visto, la patofisiologia de la lesion medular incluye un mecanismo de
lesion mecanica primaria, en el cual poco podemos intervenir, y un mecanismo de lesion
secundaria, que puede ser modulado (Bracken et al., 1990).

En el area de la lesion espinal varios agentes neuroprotectores tales como gangliosidos,
bloqueadores de canales de Na" y Ca", factores de crecimiento, asi como bloqueadores de
los procesos excitotoxicos, han sido reportados como efectivos en el tratamiento de la

lesion espinal. Mas recientemente el uso de antagonsistas de calpaina, estrategias
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antiinflamatorias y antiapoptoticas, asi como agentes dirigidos al AMPc, también han sido
investigados con resultados variados (Baptiste y Fehlings, 2006; Blight y Zimber, 2001;
Bramlett y Dietrich, 2007).

Simultaneamente han sido desarrollados y evaluados compuestos que tienen efectos
multipotenciales en varios de los mecanismos de lesion identificados. Los primeros de
tales agentes han sido hormonas tales como corticoesteroides, la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) y progesterona, o sus analogos sintéticos como las dikertopeperazinas,
que son similares al producto metabdlico activo de la TRH (Baptiste y Fehlings, 2006;
Baptiste y Fehlings, 2007; Faden et al., 2005).

Los efectos neuroprotectores de la eritropoyetina y sus derivados que carecen de funcion
eritropoyética, también han sido reportados en modelos animales de lesion y han sido
propuestos como reflejo de acciones multifactoriales (Hasselblatt, et al., 2006). Estos
agentes y su accion en lesiones medulares se encuentran resumidos en la tabla 1. Agentes
como TM, GM-1 y GRH no han mostrado, en ensayos clinicos, que ayuden a la
recuperacion funcional o incluso han presentado resultados negativos (Baptiste y Fehlings,
2006; Bracken et al., 1997). Otros como la nimodipina necesitan de un adyuvante para
actuar, ya que por si sola no produce ningun efecto (Ross y Tator, 1991) y farmacos como
los antagonistas del los receptores glutamatérgicos, que ejercen excelentes efectos
neuroprotectores en modelos in vivo e in vitro, causan efectos psicomimético que dificultan
su uso clinico (Baptiste y Fehlings, 2006; Doble, 1999). En cuanto a las neurotrofina, se ha
observado que por si solas son insuficientes y algunas de ellas, como el NGF, pueden ser
toxicas dependiendo de la configuracion del receptor, contribuyendo a aumentar el daio
secundario. Otras, como el BDNF, pueden contribuir a la muerte celular a través de la
induccion de la sintasa de 6xido nitrico, o como es el caso de las neurotrofinas, pueden
aumentar la toxicidad por radicales libres (McDonald et al., 2002; Mcdonald et al., 2002;
Schwab et al., 2006).

Actualmente los fArmacos que lucen mas prometedores se encuentran entre los agentes que
son capaces de actuar por multiples frentes a la vez, como es el caso de algunos
corticoesteroides como la metilprednisolona, que tienen a su favor el ya estar aceptada para
uso clinico, la eritropoyetina, algunos ligandos de las inmunofilinas, bloqueadores de los
canales de Na' y agentes dirigidos al AMPc, que no solo ayudan a la proteccion celular,
sino que también estdn interviniendo en la regeneracion axonal y en ayudar a sobreponerse
al ambiente inhibitorio de la médula lesionada. Por lo que se detallaran mejor estos

farmacos.
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5.1.1. Esteroides

El uso de los corticoesteroides en lesiones de médula espinal empez6 con el fin de reducir
el edema medular, debido a las caracteristicas antiinflamatorias e inmunosupresoras de éste
tipo de farmacos (Ducker y Zeidman, 1994). Glucocorticoides sintéticos, tales como
dexametasona y metilprednisolona, son ampliamente utilizados como agentes
farmacoldgicos en el tratamiento de lesiones experimentales en el SNC (Anderson et al,
1994; Braughler y Hall, 1992). Ensayos clinicos han mostrado que son efectivos en el
tratamiento agudo de la lesion espinal (Bracken et al., 1990; Bracken et al., 1992).

En general la proteccion tisular y neural reportada en ensayos in vivo e in vitro se debe a la
disminucién de la peroxidacion de lipidos, aparentemente porque los corticoesteroides
mismos estan siendo sujetos a peroxidacion y deplecion por los radicales libres (Anderson
et al., 1994). También la metilprednisolona suprime la sintasa de oxido nitrico inducible
(INOS) (Yu et al., 2004) y reduce la concentracion de eicosanoides en el tejido lesionado
(Anderson et al., 1985; Liu y McAdoo, 1993; Saunders et al., 1987), disminuye la
liberacion de glutamato (Liu y McAdoo, 1993), bloquea la expresion de moléculas de
adhesion en células endoteliales (Cronstein et al., 1992), reduce la permeabilidad vascular
(Xu et al., 1992) e inhibe la expresion de TNF-a y otras citoquinas (Gorio et al., 2005; Xu
et al.,, 1998a). Estos efectos contribuyen directamente a la preservacion del tejido por
estabilizacion de membranas y normalizacion de su fluidez (Taoka et al., 2001).
Actualmente la metilprednisolona es el tnico farmaco aceptado como opcidon para el
tratamiento de lesiones en la médula espinal. Ello se debe a los resultados obtenidos en los
tres ensayos clinicos realizados entre la década de los 80 y los 90 (NASCIS 1, II, IIT). En
estos estudios se observd que la administracion de un bolo de metilprednisolona (30
mg/Kg) dentro de las ocho primeras horas tras la lesion, junto con una administracion
continua del mismo farmaco por 48 horas (5,4 mg/Kg/h) -o un bolo de 30 mg/kg dentro de
las 3 primeras horas después de la lesion, seguido de una infusion continua durante 24h-
mejoraba las capacidades motoras y sensitivas de los pacientes con lesiones de médula
espinal (Baptiste y Fehlings, 2006; Bracken et al., 1992 y 1997; Fehlings y Baptiste, 2005).
Aun asi a la metilprednisolona, se le cuestiona la eficacia como tratamiento debido a que

las mejoras funcionales obtenidas son modestas.
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Tablal. Resumen de algunos agentes farmacologicos usados con fines neuroprotectores en lesiones de médula espinal

Agente

Mecanismo de accion

Ensayo clinico

Referencias

Glucocorticoides

(Metilprednisolona,
Progesterona...)

Inhibe la peroxidacidon de lipidos, Propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias

Aumenta la supervivencia de neuronas después de una lesion
de médula espinal. Regula al alza BDNF. Protege contra
toxicidad por glutamato

NASCIS (Bracken et
al., 1984; 1990 y
1997; Fehlings y
Baptiste, 2005)

(Baptiste y Fehlings, 2006; Baptiste y
Fehlings, 2007)

(Gonzalez et al., 2005; Labombarda et
al., 2002; Thomas et al., 1999)

21-aminoesteroides

(Tirilazad mesilato [TM])

Estabilizador de membrana a través de la inhibicion de la
peroxidacién de lipidos dependiente de hierro. Antioxidante.

no

(Baptiste y Fehlings, 2006; Hall, 1993)

Gangliosidos (GM-1)

Estimula el crecimiento de neuritas y causa brote de neuritas en
areas lesionadas. Disminuye degeneracion anterograda y
retrograda. Disminuye liberacion de aminoacidos excitotoxicos y
regula PKC

Maryland GM-1
(Geisler et al., 1991)

Sygen GM-1 (Geisler
et al., y Sygen Study
Group, 2001)

(Coleman y Geisler, 2004; Dumont et al.,
2001; Sabel et al., 1984; Seidl, 1999)

Hormona liberadora de
tirotropina (TRH) y
analogos

Antagonista de opioides enddgenos, factor activador de
plaquetas y aminoacidos excitadores. Aumenta flujo sanguineo
de la médula espinal y reduce degradacién de lipidos

(Pitts et al., 1995)

(Dumont et al., 2001; Faden, 1997)
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Antagonistas del
receptor opioide
(Naloxona)

Antagonista del incremento en los niveles endégenos de
opiodes después de una lesidon de médula espinal (éstos
pueden contribuir a excitotoxicida)

NASCIS Il (Bracken et
al., 1990)

(Baptiste y Fehlings, 2006; Dumont et al.,
2001; Olsson et al., 1995)

Antagonistas selectivos
para receptores de
glutamato (NBQX,
Gaciclidina, AIDA,
MPEP, MK801...)

Disminucién de la excitotoxicidad

GK-11 (Lepeintre et
al., 2004)

(Baptiste y Fehlings, 2006; Doble, 1999;
Dumont et al., 2001; Faden et al., 1988;
Gaviria et al., 2000a; 2000b; Mills et al.,
2002; Wrathall et al., 1997)

Bloqueadores de
canales de Ca*

(nimodipina)

Disminuyen la acumulacion intracelular de calcio. Atenua el
vasoespasmo.

(Pointillart et al., 2000)

(Dumont et al., 2001; Fehlings et al.,
1989)

Disminucion de la acumulacion intracelular de Na*

Blogueadores de no (Ates et al., 2007; Baptiste y Fehlings,

canales de Na® (TTX, 2006; Dumont et al., 2001; Rosenberg et

QX314, Riluzol) al., 1999; Schwartz y Fehlings, 2001)

Antagonistas de Previenen muerte celular y reducen déficit neurolégico mientras | no (Ray et al., 2003; Schumacher et al.,

calpaina preservan la integridad axonal y mielinica 1999; 2000; Sribnick et al., 2007; Zhang
et al., 2003)

Inactivacion de Previene muerte celular por apoptosis no (Baptiste y Fehlings, 2006; Ray et al.,

caspasas

2003)
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Ligandos de
inmunofilinas (CsA;
FK506; rapamicina)

Inhibicion de la calcineurina y de la activacion de la caspasa-3.
Evita traslocacién de citocromo c, promueven regeneracion
axonal y disminuye la peroxidacion de lipidos. Efectos
antiinflamatorios

no

(Ibarra y Diaz-Ruiz, 2006; Kaymaz et al.,
2005; Lopez-Vales et al., 2005;
Nottingham et al., 2002; Steiner et al.,
1997)

Antagonistas de Rho

Reduce apoptosis neuronal y glial. Aumenta crecimiento de
neuritas

Cetrin (Baptiste y
Fehlings, 2006; 2007)

(Dubreuil et al., 2002)

Minociclina

Inhibe la 5-lipooxigenasa. Inhibe apoptosis via atenuacion TNF-
alfa e inhibicion de la liberacién del citocromo c. Inhibe
traslocacion nuclear de NFkapa-B. Es antagonista de la
metaloproteinasa-2 y 9.

(Baptiste y Fehlings,
2007)

(Brundula et al., 2002; Cho, et al., 2006;
Dommergues et al., 2003; Festoff et al.,
2006; Stirling et al., 2004; Teng et al.,
2004; Tikka y Koistinaho, 2001; Wells et
al., 2003; Zhu et al., 2002)

Eritropoyetina

Aumenta la expresion de Bcl-x_ Atenua activacion de iNOS.
Incrementa la actividad de enzimas antioxidantes como la
superoxidodismutasa y la glutationperoxidasa, disminuyendo la
peroxidacién de lipidos y disminuye la actividad de caspasa-3

Accidente
cerebrovascular
(Ehrenreich et al.,
2002)

(Arishima et al., 2006; Baptiste y
Fehlings, 2006; Erbayraktarr et al.,
2003a; Gassmann et al., 2003;
Kaptanoglu et al., 2004; Okutan et al.,
2007)

Agentes dirigidos al
AMPc (Rolipram)

Reduccién de la activacion de caspasa-3, aumento de AMPc y
de la CREB. Disminucion de la muerte de oligodendrocitos

(Nakao, 1998; Nikulina et al., 2004;
Whitaker et al., 2008)
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Factores neurotréficos

(VEGF, BDNF, GDNF,
NT-3; NGF, LIF)

Mejora nicho vascular. Actuan via PI3K/Akt, MAPK, JAK/STAT.

Modulan CREB. Aumentan expresién de Bcl-2. Mejoran
supervivencia neuronal y neuritogenesis. Previenen apoptosis
de oligodendrocitos

(Azari et al., 2006; Bradbury et al., 1998;
Brockington et al., 2004; Cheng et al.,
2002; Choi et al., 2007; Chou et al., 2005;
lannotti et al., 2004; Kao et al., 2008;
Namiki et al., 2000; Sendtner et al., 1996;
Sharma, 2006; Sharma, 2007; Tai et al.,
2003; Tolosa et al., 2008; Tovar-Y-Romo
et al., 2007; Widenfalk et al., 2003; Zang
y Cheema, 2003)

Polietilenglicol (PEG)

Forma una pelicula que sella las membranas rotas. Disminuye
la peroxidacion de lipidos por radicales libres

(Borgens y Shi, 2000; Laverty et al.,
2004; Liu-Snyder et al., 2007; Luo et al.,
2002; Luo et al., 2004)
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5.1.2. Ligandos de Inmunofilinas

Diversos estudios han comprobado que tanto la ciclosporina A como el tacrolimus o
FK506, dos ligandos de las inmunofilinas , tienen un importante efecto neuroprotector en
diferentes modelos experimentales de isquémia (Becker et al., 2000; Benetoli et al., 2007;
Brecht et al., 2003; Furuichi et al., 2003; Giordani et al., 2003), trauma (Lopez-Vales et al.,
2005; Singleton et al., 2001; Voda et al., 2005) y desordenes neurodegenerativos (Almeida
et al., 2004; Gold y Nutt, 2002) del sistema nervioso central. Ambos farmacos suprimen la
inmunidad celular mediante el bloqueo de la proliferacion de linfocitos T, reduciendo la
expresion de interleuquina 2 (IL-2). Estos también inhiben la expresion de otras citoquinas
como IL-3, IL-4, IL-5, INF-y, TNFa y GM-CSF. Aunque se les considera
inmunosupresores selectivos de la respuesta celular, también son capaces de alterar la
actividad de los linfocitos B activados y de los granulocitos (Udina y Navarro, 2002).
Ciclosporina A y FK506 inhiben la respuesta inmune inhibiendo la calcineurina y ésta, a su
vez disminuye la actividad de la iNOS (Dawson et al., 1993). Ademas, ambos farmacos
evitan la traslocacion del citocromo ¢ (Li et al., 2006; Shichinohe et al., 2004; Springer et
al., 2000). Por otro lado, se ha observado que parte del efecto neuroprotector y
neuritogénico del FK506 no es dependiente de calcineurina y estd mediado por la
inmunofilina FKBP52 (Gold, 1999; Gold et al., 1999; Gold et al., 2005; Udina y Navarro,
2002). Este mecanismo depende de la sobreexpresion de proteinas de choque térmico
(Hsp, heat shock proteins), en especial de la Hsp70 y la p23 (Gold y Villafranca, 2003a;
Gold y Zhong, 2004; Ruan et al., 2008).

5.1.3. Bloqueadores de canales de sodio

El antagonismo farmacolégico de canales de Na' dependientes de voltaje previene la
degeneracion axonal y reduce la pérdida de mielina preservando la funcion de los tractos
espinales de la médula traumatizada (Rosenberg et al., 1999). La administracion focal de
tetrodotoxina (TTX) en la médula espinal contusionada de roedores resulta en una
atenuacion significativa de la pérdida axonal y reduce patologias axonales, este efecto
protector se debe a la reduccion del sodio idnico que entra a los axones lesionados.
Adicionalmente, el bloqueo de los canales de sodio preserva la materia blanca a través de
la prevencion de la disrupcion del sistema antiporter Na'/H' (Agrawal y Fehlings, 1996).

Riluzol, un anticonvulsante bloqueador de canales de Na', es neuroprotector y promueve
la recuperacion funcional después de una lesion de médula espinal en roedores (G.
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Schwartz y Fehlings, 2001). Ademas de bloquear los canales de Na', riluzol también
inhibe el flujo idnico a través de los canales NMDA, los canales de Ca*" dependientes de
voltaje y los canales de cloro sensibles a volumen (Debono et al., 1993; Noh et al., 2000),
en concordancia, riluzol también bloquea la liberacion presinaptica de glutamato (Cheramy
et al., 1992; Wang et al., 2004). Ademas de la accidn inhibidora de varios canales, riluzol
tiene un efecto antioxidante que puede estar interviniendo en la directa inhibicion de PKC
(Noh et al., 2000) e incrementa la expresion de factores neurotréficos tales como BDNF,
GDNF y GNF (Fumagalli et al., 2006; Katoh-Semba et al., 2002). El uso de riluzol como
terapia es potencialmente factible, ya que ha recibido la aprobacion para el tratamiento de
la esclerosis lateral amilotrdfica y, al contrario que la TTX, no tiene efectos neurotoxicos

y cardiotdxicos adversos.

5.1.4. Eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO), una glicoproteina producida en los rifiones que incrementa la
masa de eritrocitos, y su rceptor (EPOR) funcionan como mediadores primarios de la
respuesta normal fisioldgica a la hipoxia.. La eritropoyetina humana recombinante (rHU-
EPO) es efectiva y ampiamente utilizada para el tratamiento de la anemia asociada a fallo
renal, infecciones con HIV, cancer y cirugia. Como otros miembros de superfamilia de las
citoquinas, a la que EPO y su receptor pertenecen, éstas son ampliamente expresadas en el
organismo, incluyendo el sistema nervioso (Digicaylioglu et al., 1995; Ghezzi y Brines,
2004; Morishita et al., 1997; Nagai et al., 2001). Al igual que en la periferia, EPO en el
sistema nervioso central es inducida por hipoxia (Juul et al., 1998; Masuda et al., 1997),
sin ser el unico estimulo relevante para la produccion de ésta citoquina en SNC. Dafos
metabolicos, incluida la hipoglucemia y fuertes despolarizaciones neuronales, generan
especies reactivas de oxigeno mitocondriales que pueden incrementar la expresion de EPO
en el SNC a través del factor inducido por hipoxia 1 (HIF1) (Chandel et al., 1998; Ghezzi y
Brines, 2004), esto significa que EPO puede proteger al tejido nervioso bajo cualquier
condicion caracterizada por una deficiencia relativa de ATP en cara a demandas
metabolicas incrementadas. Se han observado efectos neuroprotectores con EPO en
lesiones experimentales de la médula espinal que pueden ser atribuidas a una variedad de
mecanismos incluyendo, inhibicion de la apoptosis, reduccion de la inflamacion y de la
peroxidacion de lipidos, modulacion de la excitabilidad (Brines et al., 2000; 2003a; Sasaki
et al., 2000) y movilizacion y proliferacion de células madre neuronales (Shingo et al.,

2001).
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En un ensayo clinico reciente, la administracion intravenosa de rHu-EPO fue estimada
segura y demostrd una fuerte tendencia a reducir el tamafio del infarto en pacientes que han
sufrido un accidente cerebrovascular, ademas fue asociada con un mejor resultado clinico
en comparacion a los controles tratados con solucion salina (Ehrenreich et al., 2002).

Aunque la evidencia soporta el rol neuroprotector de EPO, existe preocupacién con
respecto al tratamiento cronico, ya que se ha demostrado que el incremento dependiente de
EPO del hematocrito puede amplificar la lesion del SNC (Wiessner et al., 2001).
Actualmenente se estan haciendo esfuerzos para sintetizar derivados de la eritropoyetina
que carezcan de efecto hematopoyético ya sea removiendo el residuo de acido sidlico para
producir asialo-eritropoyetina (Erbayraktar et al., 2003b) o por carbamilacion de residuos
de lisina de la eritropoyetina produciendo CEPO (Leist et al., 2004). Ambos productos han

demostrado ser neuroprotectores en modelos animales sin afectar la masa de eritrocitos.

5.1.5. Agentes dirigido al AMPc

A la fecha hay descritos tres inhibidores de la regeneracion axonal que se encuentran
relacionados con la mielina, Nogo, la glucoproteina asociada a mielina (MAG) y la
glucoproteina de mielina de oligodendrocitos (OMgp). Como estas tres moléculas
senalizan a través de una via comun, el receptor de nogo 1 (NRI1), la inhibicion
farmacologica de esta via es un estrategia logica para promover la regeneracion axonal.
Otra estrategia es incrementar los niveles intracelulares de AMPc. Se ha observado que al
inyectar un analogo del AMPc, dibutril-AMPc, en neuronas axotomizadas, éstas son
capaces de sobreponerse a la barrera inhibidora (Neumann et al., 2002; Qiu et al., 2002).
Otras forma de aumentar el AMPc intracelular, es el uso de métodos indirectos tales como
la estimulacion de la adenilato ciclasa con forscolina, la cual ha mostrado que incrementa
la rata de regeneracion de axones transectados en el nervio cidtico (Kilmer y Carlsen,
1984), o la inhibicion de la enzima que lo degrada, la fosfodiesterasa (PDE). Rolipram, el
cual cruza facilmente la barrera hematoencefilica, es un inhibidor especifico de Ia
subfamilia PDE4 de las fosfodiesterasas(Krause y Kuhne, 1988; Nikulina et al., 2004), la
cual representan alrededor del 70% de las PDEs en tejido nervioso (Hannila y Filbin, 2008;
Jin et al., 1999). Se ha descrito que el tratamiento con rolipram es capaz de mejorar el
crecimiento de neuritas y de la regeneracion axonal en presencia de inhibidores de la

mielina, y de reducir la reactividad glial (Nikulina et al., 2004).
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar el efecto de diversas terapias farmacoldgicas en un modelo in vitro de lesion
excitotoxica por glutamato generado a partir de cultivos organotipicos de medula espinal

de rata.

Objetivos especificos:

* Desarrollar un modelo in vitro basado en cultivos organotipicos de médula espinal 1til
para el ensayo de tratamientos neuroprotectores y proregenerativos.

* Caracterizar el modelo in vitro de lesion excitotoxica en cultivos organotipicos de
médula espinal.

* Estudiar comparativamente el efecto del tratamiento con riluzol, rolipram, eritropoyetina
y metilprednisolona, farmacos de potencial aplicacion clinica en lesiones medulares, tras la
lesion excitotoxica con glutamato en el modelo organotipico.

* Analizar el posible efecto neuroprotector del fragmento C terminal de la cadena pesada
de la toxina tetanica en el modelo de lesion excitotoxica de médula espinal.

* Estudiar las posibles vias de accion del FK506 en una lesion excitotdxica por glutamato
en el modelo organotipico de médula espinal.

* Estudiar los efectos de agonistas del receptor sigma-1 sobre una lesion excitotoxica por

glutamato en cultivos organotipicos de médula espinal.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo organotipico de médula espinal

Se utilizaron ratas albinas de la cepa Sprague Dawley adquiridos a través del servicio de
estabulario de la Universidad Autonoma de Barcelona.

Los cultivos organotipicos de médula espinal se prepararon a partir de la region toracica de
la médula espinal de ratas postnatales de 7 dias (P7). Para estos cultivos se utilizé como
base el protocolo previamente descrito por Corse (1999). Los animales fueron rapidamente
sacrificados y la médula espinal toracica fue cuidadosamente removida y colocada en una
solucion salina de Hanks con Ca®" y Mg®" (Sigma) suplementada con glucosa (6.0 mg/ml).
En una campana estéril de flujo laminar, bajo lupa, se retiraron las meninges y cada
médula, ya despojada de sus meninges, fue trasladada a otra placa con medio nuevo; en
seguida, cada una de las médulas se puso sobre un filtro de nylon (41um, Millipore) y se
cortd transversalmente en ldminas de 350 um en un tissue choper de Mcllwain. Cada
seccion de médula espinal se trasladé cuidadosamente a cestillas de cultivo (Millicell-CM,
Millipore), hasta un maximo de cinco por cestilla. Cada cestilla se ubic6 dentro de placas
de cultivo de seis pozos con 1,5 ml de medio de cultivo con antibidtico (penicilina 100
Ul/ml y estreptomicina 10 pg/ml) y se incub6 a 37°C mas 5% CO,. Después del primer dia
el medio fue cambiado para remover el antibidtico e incubado por seis dias para estabilizar
el cultivo; de ahi en adelante el medio se cambid cada tercer dia. Se utilizaron dos medios
de cultivos, el medio estandar, MEM, que contenia 50% de MEM con sales y glutamina
(Sigma), 25% de solucion salina de Hanks (Sigma) y 25% de suero de caballo inactivado
(Gibco) suplementado con Hepes 20 mM y D-glucosa (6 mg/ml); y el medio Neuro-Basal
(NB) con B27 1X (Gibco), suplementado con glutamina (2 mM) y D-glucosa (6 mg/ml).

Modelo in vitro de lesion medular excitotoxica

Después de dos semanas en cultivo, los explantes de médula espinal se trasladaron al
tampon modificado de Locke (NaCl, 137 mM; CaCly, 2.5 mM; KCl, 5 mM; D-Glucosa,
5.6 mM; KH,PO,, 0.3 mM; NaHCO;, 4 mM; Na,HPO,4, 0,3 mM; Glicina, 0,01 mM;
Hepes, 10 mM) con glutamato 50 pM y se incubaron por 30 min a 37°C en 5% CO,. Los
explantes se lavaron durante 5 min en medio de cultivo y se transfirieron a placas de seis
pozos con medio fresco. Los cultivos se incubaron durante dos dias mas antes de evaluar
los efectos de la lesion por glutamato. Los controles se trataron de la misma forma, pero

sin la adicion de glutamato.
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Modelo in vitro de lesibn mecanica

Pasadas dos semanas en cultivo, los explantes de médula espinal se lesionaron
mecanicamente rodando dos veces sobre ellos un cilindro de acero inoxidable de 0,1124 g,
1,1 mm de didmetro y 14 mm de largo. Después de la lesion traumatica, los explantes se
devolvieron a la incubadora a 37°C y 5% CO; durante dos dias més. Los explantes control
de médula espinal se mantuvieron bajo condiciones similares, pero sin causarles la lesion

traumatica.

Adicién de los farmacos

Después de madurar in vitro por 15 dias los cultivos organotipicos de médula espinal, estos
se lesionaron con glutamato y se lavaron en medio de cultivo. Las médulas destinadas a la
evaluacion del efecto de los farmacos se pusieron en medio NB suplementado con el
farmacos de interés. Los farmacos utilizados fueron: FK506 (Fujisawa Pharmaceuticals,
Osaka, Japan), eritropoyetina (EPO; Sigma), metilprednisolona (MP; Pharmacia,
Barcelona, Espafia), 2-amino-6-triflurometoxibenzotlazol (riluzol; TOCRIS), 4-3-
ciclopentiloxi-4-metoxifenil-2-pirrolidinona (rolipram; TOCRIS), PRE084 (Sigma) y
TeTx-Hc (donada gentilménte por el Dr. Aguilera).

Ensavo de viabilidad celular

La muerte celular global en los explantes de médula espinal se evalué mediante la toma del
homodimero-1 de etidio (EthD, Live/Death viability Assay, Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR, USA). Para el ensayo los explantes fueron incubados en 1,5 uM de EthD
diluido en el medio de cultivo, durante 24h. Las imagenes de los explantes se tomaron con
la ayuda de una cédmara digital (Olympus C-5050) acoplada al microscopio invertido de
fluorescencia (Olympus BX-70) con un objetivo de 10x y manteniendo las mismas
condiciones en la camara (apertura del objetivo, tiempo de captura y correccion) para todos
los cultivos organotipicos evaluados. El analisis se hizo con el programa ImageJ (U.S.
National Institutes of Health) ajustando el umbral por encima del fondo y fijando el
maximo a 256. La intensidad integrada se midid y se usd para calcular la muerte celular
como porcentaje de la captacion de EthD, con la férmula: % captacion de EthD = (Dtreat /
max) x 100, donde Dtreat es la intensidad integrada del explante tratado, y Dmax es la
densidad integrada del incubado a 4°C durante 24h, éste representa, muy cercanamente, el

maximo dafio tisular (Adamchik et al., 2002). Finalmente, el porcentaje de proteccion del
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tejido se calcul6 mediante la formula: [(100 - % toma EthD del tratamiento) x 100] / (100 -
% captacion de EthD del control).

Cultivo de explantes de ganglio de la raiz dorsal

Para la extraccion y cultivo de los explantes de ganglio de la raiz dorsal se siguid,
basicamente el protocolo propuesto por Kosacka y colaboradores (2005) con algunas
modificaciones. Ratas P7 se sacrificaron por sobre exposicion a CO; y se decapitaron. Los
ganglios de las raices dorsales de ambos lados de la médula espinal se dejaron expuestos,
se extrajeron y se colectaron en Hank’s con Ca’’/Mg®" que se mantuvo en hielo. Para
remover el tejido conectivo los ganglios se trataron con colagenasa (Sigma) al 0,1%
durante 30 minutos a 37°C, se lavaron con Hank’s y se pusieron en cubreobjetos redondos
recubiertos con 0,01 mg/ml de PDL (Sigma) y 10% de vitrogen 100 (Collagen, Palo Alto,
CA, USA). Para permitir la union del explante al cubreobjeto, estos se incubaron durante
30 minutos con 50 pl de NB-B27 a 37°C. Una vez adheridos, los explantes se recubrieron
con medio de cultivo (NB-B27 con antibidticos) que se suplementd con los diferentes
farmacos a probar. Los explantes se incubaron durante 3 dias a 37°C con CO; al 5% en

atmodsfera humidificada.

Cultivo de neuronas disociadas de ganglio de la raiz dorsal

Los ganglios de la raiz dorsal de ratas P7 se extrajeron y se recogieron en una solucion
salina de Hank’s con Ca®’/Mg*", después de haber sido cuidadosamente limpiados de
tejido conectivo. Los ganglios se sometieron a disociacion enzimatica con 0,1% de
colagenasa a 37 °C durante 30 minutos, se incubaron con 1X de tripsina/EDTA (Sigma) y
1 mg/ml de DNasa (Sigma) durante 15 minutos a 37°C. Estos ganglios se terminaron de
disociar mecanicamente con ayuda de una pipeta Pasteur cuya punta se redonded y se
adelgazo bajo la llama. Las células disociadas se resuspendieron en medio NB-B27 y se
sembraron a una densidad aproximada de 7500 células por pocillo en una caja de 96 pozos,
previamente recubierta con 0,01 mg/ml de PDL (Sigma) y 10% de vitrogen 100
(Collagen). Las células sembradas se trataron con diferentes concentraciones de PRE084
(1, 10 y 50 uM), BD1063 (30uM) y chelerythrine (SuM), y se incubaron durante 3 dias a

37°C con CO; al 5% en atmodsfera humidificada.

Ensavyo de viabilidad celular con MTT

La actividad deshidrogenasa mitocondrial que reduce 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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Bromuro difeniltetrazolio (MTT) a formazan plrpura, se usé para determinar la viabilidad
celular en un ensayo colorimétrico cuantitativo (Foroutan, Behbehan, y Anderson, 1996).
Los cultivos organotipicos se incubaron con MTT (400ug/ml) directamente afiadido al
medio de cultivo por 3-4 h a 37°C. El medio se aspird y el formazan producido se disolvio
en DMSO. La absorbancia de cada muestra se cuantifico por espectrofotometria a 560 nm
y la de referencia a 620 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad

con respecto al cultivo control (cultivos no tratados).

Western Blot

Los cambios en los niveles de proteina se determinaron por Western blot, para ello

los cultivos se homogenizaron, con ayuda de una jeringa de insulina, en tampén RIPA
modificado (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1% Triton X-100, 0.5% Deoxicolato de sodio, 0,2%
SDS, 100mM NaCl, ImM EDTA) con un coctél de inhibidores de proteasas (10 pl/ml,
Sigma) y fosfatasas (10 pl/ml, Sigma). La proteina se obtuvo por centrifugacion del
homogenado a 13000 rpm, recogiendo el sobrenadante. La concentracion de proteina se
determind con BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA). Se separaron iguales
cantidades de proteina (40-50 pg) en geles de SDS-PAGE al 14% y se transfirieron a
membranas de PVDF. Las membranas se bloquearon en TBS con 0,05% de tween-20 y 5%
de leche en polvo desnatada durante 30 min y se incubaron durante 12h a 4°C con el
anticuerpo primario. Después de los lavados la membrana se incubd a temperatura
ambiente durante 90 minutos con un anticuerpo secundario conjugado a HRP. La
membrana se revelo usando el substrato de quimioluminiscencia, SuperSignal (Pierce). Las
sefiales se capturaron en un aparato Gene Genome y se analizaron por densitometria de

bandas con los programas Gene Snap y Gene Tools (Syngene).

RT-PCR semicuantitativa

El ARN total de los cultivos organotipicos se extrajo con RNeasy mini kit (Qiagen). Se
usaron 2pg de RNA total para ser transcritos inversamente con oligo(dT);s y cebadores
(primers) aleatorios con la transcriptasa reversa SuperScript' "I (Invitrogen). Para la
amplificacion por PCR se utilizé 1pul de ADNc en presencia de 2,5 U Taq ADN polimerasa
junto a los cebadores especificos que se disefiaron de acuerdo a secuencias publicadas en
GenBank y sintetizados por Isogen Life Sciences (Isselstein, Holanda). La PCR se
completd bajo las siguientes condiciones, un ciclo a 94°C durante 5 minutos; amplificacion

a 96°C durante 30 s, 55 o 60°C durante 1 min y 72°C durante 1 min; la extension final a
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72°C por 10 minutos. El niimero de ciclos se hallé experimentalmente para cada gen a
analizar para fijarlo en la fase exponencial de la PCR y evitar condiciones saturantes. El
control negativo se realizod sin la plantilla. Los productos de la PCR fueron corridos en un
gel de agarosa al 3% con SYBR safe™ (Invitrogen) y vistos bajo luz ultravioleta. La
cantidad relativa de producto de la PCR se determino por fotografia digital y analisis de la
intensidad de la agarosa tefiida con Gene Flash y Gene Tools (Syngene, Cambridge, UK).
La medida semicuantitativa se expresé6 como la razon densitométrica con respecto a la
densidad de la enolasa especifica de neuronas. Los cebadores utilizados fueron: Las
subunidades  del receptor NMDA, NRI (F:GCAGGTGGAGTTGAGTAG;
R:CAGCTTGTTGTCCCGCACA), NR2A (F:CCTCGAACCCTTCAGTGCCT;
R:AATGGCTGAGACGATGAGCAG) y NR3B (F:AGAATGGCATAGCACAGGTTG;
R:ACGGCCAACCTGGCTGCTGTCAT) y para la enolasa especifica de neuronas
(F:GGGCACTCTACCAGGACTTTG; R:iTGGACCAAGCTGCCCAGT)

Inmunohistoquimica

Los cultivos organotipicos de médula espinal se fijaron en PFA al 4%, se lavaron con PBS
y se desprendieron de los insertos. Los explantes se permeabilizaron con grados de
metanol (50, 70 y 100%) durante 20 min cada uno, se incubaron en tampo6n de bloqueo
(Tris-HCL 0,1M con NaCl 0,15M, pH 7,4 (TBS) con 5% de suero fetal bovino (SFB) y
0,3% de Triton X-100) durante 1h a temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpos
primarios dirigidos contra, neurofilamento no fosforildo de 200 kDa (SMI-32, 1:5000,
Stenberger), Proteina acidica fibrilar glial (GFAP, 1:1000, Chemicon), BIII-tubulina
(1:1000, Covance), acetilcolinltransferasa (ChAT, 1:100, Chemicon), proteina de choque
térmico 70 (Hsp70, 1:1000, Stressgen), isolectina B4 (IB4) y anti-IB4 (1:1000, Vector),
proteina basica de la mielina (MBP, 1:500, Chemicon) o calbindina (1:500) durante 2 dias
a 4°C y agitacion constante. La inmunoreactividad se detectd con anticuerpos secundarios
(IgG) conjugados con los fluoréforos cianina 3 (Cy3) y cianina 2 (Cy2) (Jackson
Immunoresearch). Los explantes se incubaron toda la noche a 4°C y en agitacion constante,
tras varios lavados, los explantes de médula se recogieron en portaobjetos gelatinizados, se
secaron a 37°C durante 20 minutos, se deshidrataron en grados crecientes de etanol y se
montaron en DPX (Fluka). Las laminas se observaron bajo el microscopio de epi-

fluorescencia Olimpus BX-51.
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RESULTADOS

Los resultados de este trabajo de investigacion se encuentran agrupados en tres grandes
secciones en las que se trata el establecimiento del modelo y el uso de éste para ensayos de

farmacos potencialmente neuroprotectores en lesiones medulares de tipo excitotoxico.

Esta primera seccidn trata especificamente sobre como se obtuvo el cultivo in vitro de
médula espinal, su adaptacion para el ensayo de fdrmacos y el tipo de lesion modelado.
Finalmente se llega al ensayo de farmacos neuroprotectores, los cuales han sido utilizados,
en su mayoria, a modo de validacion del modelo de lesion excitotdxica. Entre los farmacos
ensayados se encuentran la metilprednisolona (MP), la cual atenda el dafio espinal después
de una lesion medular gracias a su efecto en la peroxidacion de lipidos (Taoka et el., 2001),
el riluzol que actua sobre la transmision glutamatérgica (Doble, 1996), el rolipram que
aumenta los niveles de AMPc gracias a la inhibicién de la PDE4 y a sus efectos sobre la
glia en excitotoxicidad (Yoshioka et al., 2000; Nikulina et al., 2004) y la eritropoyetina
(EPO) que media la proteccion del tejido neuronal después de lesiones mecénicas o
isquémicas en la médula espinal (Bernaudin et al., 1999; Gorio et al., 2002; Montero et al.,
2007).

Ademas del modelo de lesion excitotoxica, también se realizé6 un modelo de lesion por
contusion como posible modelo in vitro de lesion primaria de la médula espinal siguiendo
una modificacién del protocolo descrito por Adamchick y colaboradores (2000) para
explantes cerebrales.

Por otro lado, también decidimos probar si la adicion de la TeTx-Hc era capaz de proteger
a las MNs tras un dafio excitotoxico por glutmato, debido a que se ha descrito que es capaz
de activar vias de sefializacion ligadas con los receptores TrkA y TrkB, los cuales han sido
relacionados con una mejora en la supervivencia, neuroproteccion y neuritogénesis de las
células neuronales (Chaib-Oukadour et al., 2004a; Gil et al., 2001 y 2003; Kaplan y
Miller, 2000). El valproato (VP) también fue probado en los explantes lesionados con
glutamato ya que se ha descrito como inhibidor de la apoptosis (Chuang, 2005), ademas de
los efectos neuroprotectores que ejerce en modelos de ELA, isquemia e in vitro de

excitotoxicidad (Kim et al., 2005; Peng et al., 2005; Rouaux et al., 2007).

51



RESULTADOS

Los trabajos comprendidos en esta seccidon son:
Articulo 1. Drug screening of neuroprotective agents on an organotypic-based model of
spinal cord excototoxic damage.

(Manuscrito).

Anexo I. Modelo in vitro de lesion por contusion en organotipicos de médula espinal de

rata.

Anexo II. Cambios en el receptor NMDA durante la maduracion in vitro de los cultivos

organotipicos de médula espinal.

Anexo III. Efecto de la aplicacion de la TeTx-Hc en un modelo in vitro de lesion

excitotoxica por glutamato basado en cultivos organotipicos de médula espinal de rata.

Anexo IV. Ensayo del valproato como agente neuroprotector en explantes de médula

espinal de rata sometidos a una lesion excitotoxica.
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ABSTRACT

Damage to segmental motoneurons and to spinal cord parenchyma cause denervation
atrophy to the muscles, contributing to the chronic disability originated by spinal cord
injury (SCI) and spinal motor neuron diseases. After SCI, damage is promoted by several
underlying mechanisms, including release of glutamate and consequent over-activation of
glutamate receptors, mainly NMDA receptors, that lead to neuronal death. Due to the lack
of effective treatments for such conditions, new alternatives need to be explored. In order
to perform a relatively quick and high-fidelity drug screening, we optimized a postnatal rat
organotypic spinal cord culture. By using a glutamate excitotoxic model of spinal cord
damage on the explants, we compared the neuroprotective efficacy of four agents:
methylprednisolone, erythropoietin, riluzole and rolipram. We evaluated the number of
survival ventral motor neurons stained with the SMI32 antibody and estimated the cord
tissue preservation by quantifying the amount of EthD fluorescent probe incorporated to
the cells. The best tissue protection was achieved with riluzole (98%) whereas the highest
motoneuron preservation was obtained with methylprednisolone (92%). The in vitro model
used may serve to initiate comparative analyses of new compounds to narrow the choice

for future neuroprotective agents to be tested in vivo.

Keywords: spinal cord injury, motor neuron disease, NMDA, neurodegeneration, rat.
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INTRODUCTION

Spinal cord injury (SCI) usually leads to irreversible paralysis and anesthesia in body
regions below the level of the lesion due to interruption of axonal pathways, subjects also
display impairments due to loss of segmental neurons (Milhorat et al., 1995; Collazos-
Castro et al., 2005; Garcia-Alias et al., 2006). At the site of the lesion, neurons are
destroyed, producing, among other effects, denervation atrophy of the segmental muscles
affected (Curt and Dietz, 1996; Thomas et al., 1997). Several studies have pointed out the
importance of neuroprotective therapeutical approaches to reduce the loss of spinal
motoneurons (MNs) after injury (Teng et al., 1999; Nakajima et al., 2007).

After SCI, neuronal death is propagated by harmful events that include glutamate
excitotoxicity (Tator and Fehlings, 1991; Lu et al., 2000; Sekhon and Fehlings, 2001).
Within minutes following SCI, the release of glutamate increases Na® and Ca®'
intracellular concentrations through the uncontrolled activation of glutamate receptors,
leading to cell death (Choi, 1988; Lipton and Rosenberg, 1994). In particular, it has been
shown that the over-activation of NMDA glutamate receptors is involved in the delayed
neuronal and glial cell death following SCI (Wada et al., 1999). Glutamate toxicity plays
also an important role in the neurodegenerative process associated with motoneuron
diseases such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS) (Vajda, 2002).

Although the main histopathological features of human SCI have been reproduced in
animal models (Noble and Wrathall, 1985; Basso et al., 1996, Metz et al., 2000; Gensel et
al., 2006), it would be unbearable the screening of every potentially interesting
neuroprotective drug in vivo. For this reason, the use of intermediate models that preserve
tissue cytoarchitecture (Delfs et al., 1989; Stoppini et al., 1991) and mimic key features of
in vivo lesions is advantageous.

By using rat organotypic spinal cord cultures subjected to excitotoxic insult, we have
performed a comparative evaluation of the neuroprotective efficacy of methylprednisolone
(MP), erythropoietin (EPO), rolipram and riluzole, which have been previously reported to
be potentially useful to prevent the development of secondary injury and neuronal death
after SCI by different mechanisms. MP is a synthetic glucocorticoid that attenuates spinal
cord damage in preclinical models by reducing lipid peroxidation produced by free radicals
and reactive oxygen species generated by cellular metabolism (Hall and Braughler, 1982;
Taoka et al., 2001). Studies have demonstrated robust EPO-mediated protection after
ischemic injury (Morishita et al., 1997; Sadamoto et al., 1998; Bernaudin et al., 1999), and
SCI (Gorio et al., 2002; Brines et al, 2004; Montero et al., 2007). Rolipram, an inhibitor of
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the phosphodiesterase type IV (PDE4) (Beglopoulos and Shen, 2006), attenuates the
formation of the glial scar after SCI (Nikulina et al., 2004). Riluzole, a blocker of voltage-
sensitive channels (Benoit and Escande, 1991; Hebert et reduces damage by ischemia in
the spinal cord (Lang-Lazdunski et al., 1999) and prevents MN death after root avulsion
(Nogradi et al., 2007).

Our model of excitotoxic spinal cord damage resulted powerful enough to verify the
neuroprotective efficacy of these agents and to allow a predictive strategy for SCI or

motoneuron diseases where the excitotoxic component has a relevant role.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Organotypic spinal cord slice culture

Sprague Dawley rats of postnatal day 7 (P7) were euthanized by over-exposure to CO, and
decapitated. Following exposure of the whole spinal cord, the thoracic segment was
removed and placed in ice-cold high glucose-containing (6 mg/ml) Hanks balanced salt
solution (HBSS) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Under sterile conditions, meninges and
roots were removed and the spinal cord was sectioned into 350 um thick slices with a
Mcllwain Tissue Chopper (Gomshall, Surrey, UK). Up to 5 sections were carefully
transferred onto Millicell-CM (Millipore, Bedford, USA) culture plate inserts. Inserts were
placed into a 6-well plate (Iwaki, Asahi techno glass, Chiba, Japan) containing 1.5 ml of
culture medium per well with antibiotics (100 Ul/ml penicillin and 10 png/ml streptomycin)
and incubated at 37°C in 5% CO; for 24h. The following day, the medium was changed to
remove antibiotics and incubated for the next 6 days to stabilize the culture. The culture
media tested were either 50% standard Eagle’s MEM (Sigma), 25% HBSS (Sigma) and
25% heat inactivated horse serum (Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with 20 mM Hepes and 6 mg/ml D-glucose (Stoppini et al., 1991; Rothstein
et al.,, 1993), or Neurobasal medium (Gibco) with B27 (Gibco), 2 mM glutamine and 6
mg/ml glucose. The medium was changed twice per week until 15 days in vitro culture
(DIV). All procedures involving animals were approved by the Ethics Committee of our

institution, and followed the European Communities Council Directive 86/609/EEC.

Excitotoxic insult

At 15 DIV, the slices on the inserts were placed on modified Locke’s buffer (137 mM
NaCl; 2.5 mM CaCl,; 5 mM KCI; 5.6 mM D-Glucose; 0.3 mM KH>POy4; 4 mM NaHCOs;
0.3 mM Na,HPOy; 0.01 mM Glycine; 10 mM Hepes) with glutamate (30, 50 or 100 uM),
and incubated for 30 min at 37°C in 5% CO,. Then, they were placed on warm medium for
5 min to wash out the drugs, and finally transferred to warm fresh medium and incubated
for two extra days. Control samples were placed in the same buffer without the addition of
glutamate, but manipulated the same way. In order to assess the contribution of glutamate
receptor types to the slice damage, other cultures were co-incubated with 6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) (30 uM) or MK-801 (10 uM) (Research Biochemicals
International, Natick, MA).
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Drug treatment

After glutamate exposure and wash out, different cultures were treated with various doses
of methylprednisolone sodium succinate (MP; Pharmacia, Barcelona, Spain),
erythropoietin  (EPO; Sigma), 4-3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl-2-pyrrolidinone
(Rolipram; TOCRIS), 2-amino-6-trifluoromethoxybenzothlazole (Riluzole; TOCRIS,
Northpoint, Avonmouth, Bristol, UK), or vehicle for 1 or 2 days. EPO and MP were

dissolved in water and rolipram and riluzole in DMSO.

Viability test

Global cell death on cultured slices was assessed by cellular uptake of ethidium
homodimer-1 (EthD) (Live/Death Viability Assay, Molecular Probes Inc., Eugene, OR,
USA) after incubation with 1.5 uM EthD for 24h. Images, from cultures of 3 different days
with 4-5 slices per preparation, were taken with the aid of a digital camera (Olympus C-
5050) attached to a fluorescence microscope (Olympus BX-70) using a 10x objective and
the same camera settings (objective aperture, capture time and correction) for all the
cultured slices. The analysis was done with ImageJ software (U.S. National Institutes of
Health) by adjusting the threshold above the background and fixing the upper level at 256.
The integrated density was measured and used to calculate cell death expressed as
percentage of EthD uptake with the formula: % EthD uptake = (Dtreat / Dmax) X 100,
where Dtreat is the integrated density of the treated slice and Dmax is the integrated
density of the slice incubated at 4°C for 24h, which closely represents the maximum
damage (Krassioukov et al. 2002; Adamchick et al., 2000; Frantseva et al. 1999). The
percentage of tissue protection was calculated with the formula: [(100 - %EthD Uptake
treated sample) x 100] / (100 — %EthD uptake of the control).

Immunohistochemistry

Cultures from at least 3 different days-preparations with 4-5 slices per preparation
corresponding to each treatment were analyzed by immunohistochemistry. Cultured slices
were fixed with 4% paraformaldehyde for 1h at room temperature, rinsed twice in
phosphate-buffered saline (PBS) and removed from the inserts. Slices were permeabilized
with a graded series of methanol (50, 70 and 100%) for 20 min each, incubated in blocking
buffer (Tris-HC1 0.1 M, 0.15 M NaCl; pH 7.4 (TBS) with 3% bovine serum and 0.3%
Triton X-100) for 1h and incubated with primary antibodies directed against non-
phosphorylated heavy neurofilament (SMI32, 1:5000; Sternberger Monoclonals Inc.,

59



RESULTADOS

Baltimore, MD, USA), glial fibrillary acidic protein (GFAP, 1:1000; Chemicon, Temecula,
CA, USA), Isolectin B4 (IB4, 1:1000; Vector, Burlingame, CA, USA), choline
acetyltransferase (ChAT, 1:100; Chemicon), myelin basic protein (MBP, 1:500;
Chemicon) or calbindin (1:500; Chemicon) for 2 days at 4°C. Immunoreactivity was
detected with donkey Cy3 or Cy2 conjugated anti-mouse or anti-rabbit IgG secondary
antibodies (Jackson, West Grove, PA, USA) overnight at 4°C. After several washes, slices
were dehydrated in a graded series of ethanol and mounted with DPX (Fluka, Buchs,

Switzerland).
Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using analysis of variance (ANOVA), followed by

Bonferroni’s post hoc test. Differences were considered significant if p < 0.05.
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RESULTS

Organotypic spinal cord culture in serum-free medium

In order to compare the morphology, distribution and survival of MNs in the slices, they
were cultured with either the standard serum-containing medium (MEM) (Rothstein et al.,
1993) or Neurobasal serum free-based medium (NB) for 7, 10, and 15 DIV. The slices
were then immunostained with the SMI32 antibody and for the presence of cholinergic
marker (anti-ChAT) (Fig. 1). SMI32 antibody recognizes the non-phosphorylated epitope
of heavy neurofilaments and it has been widely used as a developmental marker specific
for spinal MNs (Tsang et al., 2000; Avossa et al., 2003). At 7 DIV, intensely SMI32
immunoreactive neurons were found in ventral and central regions of the grey matter, with
similar distribution and number in sister explants cultured in the two media (Fig. 1 C,D).
However, marked differences were found at 10 DIV, when the number of SMI32 labeled
neurons in the slices cultured in MEM medium decreased significantly compared to NB
medium (Fig. 1 E,F). By 15 DIV similar numbers of SMI32-positive neurons were found
in both media (Fig. 1 G,H). At 15 DIV, labeled neurons presented a large cell body
(>20um), positive ChAT immunostaining and a few processes that traveled long distances
within the slice (Fig. 1 1,J). Regarding other neuronal types, the slices cultured in NB
presented a well preserved distribution of calbindin positive neurons in the dorsal horn and
clustered in the ventral horn (Fig. 2 A,B). Glial cells were also found widely distributed in
the slice with astrocytes (GFAP positive), oligodendrocytes (MBP positive) and microglia
(IB4 positive) showing no differences in their distribution between slices cultured in the

different media (Fig. 2 C-H).

Glutamate-induced cell death in the spinal cord culture

Glutamate caused a dose-dependent increase in cell death as revealed by EthD uptake,
which enters into damaged cells and enhances its fluorescence by coupling to the nucleic
acids (Moore, 1990) (Fig. 3 A-C). We considered that the maximum cell death and thus the
maximum EthD uptake was obtained by submitting the slices to a cold stress, leaving them
at 4°C for 24h (Fig. 3 D). In order to establish the contribution of NMDA or AMPA
glutamate receptors to neuronal death in this model, we treated the slices with glutamate in
the presence of the NMDA antagonist MK801 (10 uM) or the AMPA antagonist CNQX
(30 uM). We observed that MK801 completely abolished glutamate toxicity whereas
CNQX blocked it only partially (Fig. 3 E,F).
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We then analyzed the effect of glutamate on MNs of the ventral horn. They presented a
dose-dependent response to glutamate, with degenerating processes and cell bodies (Fig. 4
A-C). At a glutamate concentration of 30 uM there was a decline of about one third in the
number of SMI32-labeled MNs and almost complete neuronal death occurred with
addition of glutamate at concentrations of 50 or 100 uM (Fig. 4 C,D). We observed
complete blockade of the glutamate-induced neuronal death by the concomitant addition of
MKS801 and only a modest effect with CNQX (Figs. 4 D,E). These results indicate that
glutamate neurotoxicity affects the overall survival of cells in the spinal cord slice and
particularly of ventral horn MNs. Moreover, this toxicity seems to be predominantly

mediated through activation of the glutamate NMDA receptor subtype.

Drug screening

By using the same methodology, we performed a drug screening to ascertain the
neuroprotective potential of MP, EPO, rolipram and riluzole against excitotoxicity on the
spinal cord. The agents were individually added to the culture after 30 min of 50 uM
glutamate exposure; densitometric measurement of EthD uptake and counting the number
of surviving MNs were performed 24 h and 48 h thereafter, respectively. Slices treated
post-damage with different concentrations of EPO (0.15, 0.75, 1.5 and 7.5 U/ml) showed a
significant reduction of EthD uptake only at 1.5 U/ml (EthD uptake 43.3 = 0.7%, p<0.05
vs glutamate) (Fig. 5A). Thus at this concentration we estimated that EPO exert a
protection of 72.8% of the overall spinal cord slice tissue. Regarding MNs particularly,
EPO treatment at doses 1.5 and 7.5 U/ml was able to significantly rescue 72-78% MNs
from glutamate excitotoxicity (p<0.001) (Fig. 5B). Injured spinal cord explants treated
with doses of MP ranging from 0.01 to 100 pM showed a significant reduction of EthD
uptake compared with glutamate damaged explants (Fig. 5C). The highest reduction was
found with 0.1 uM MP (EthD uptake 37.2 = 3.1%, p<0.01 vs. glutamate) at which it
promoted 78.2% of tissue protection. The same dose was also the most efficient to increase
MN viability (92 = 1%, p<0.001 vs. glutamate) (Fig. 5D). In injured cultures treated with
rolipram (0.1 to 100 uM), the resulting percentage of EthD uptake showed an U-shaped
dose-response (Fig. SE). The maximal reduction of EthD uptake, 34.2 + 5.0% (p<0.05 vs.
glutamate) was obtained with 10 uM rolipram that promoted a 84.5 % of tissue protection.
From 45 to 50% of MNs could be rescued from excitotoxicity in the explants by the
addition of 0.1 to 1 uM rolipram (Fig. 5F), with the best effect found at 1 puM. Finally,

regarding the effects of riluzole, EthD uptake in the injured explants was significantly
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reduced by the addition of this drug at 1 and 10 uM (EthD uptake 22.3%; p<0.01 vs
glutamate) which promoted 87.0-98.0% of tissue protection (Fig. 5G). Riluzole showed a
bell-shape dose-dependent MN protection effect, with the highest outcome at 1 uM (85%,
p<0.001).

These results indicate that MP, EPO, riluzole and rolipram were able to protect to some
degree the spinal cord tissue and the MNs from excitotoxicity. Moreover, discrepancies
between concentrations necessary to protect either the global parenchyma or specifically

MN s existed for every drug assayed.
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DISCUSSION

The neurotoxicity derived from abnormal excitatory amino acid transmission in the central
nervous system contributes to the neuronal loss in a variety of acute and chronic
neurological disorders. Spinal MNs appear to be particularly vulnerable to glutamate-
induced neurotoxicity (Estevez et al, 1995). Several neuroprotective drugs have been
developed in attempts to break the excitotoxic loop that amplifies the damage and, thus to
slow down the progression or limit the spread of neuronal and glial death (Doble, 1996).
Among those neuroprotective drugs we have chosen MP, EPO, riluzole and rolipram to be
comparatively tested in our model based on spinal cord cultured slices, since they have
demonstrated effectiveness against excitotoxic insults and are already approved for human

use.

In vitro model of spinal cord excitotoxicity

Long-term functional deficits resulting from SCI are mainly due to white matter loss but
also to segmental neuronal loss that contribute to the permanent motor impairments (Teng
et al., 1999; Collazos-Castro et al., 2005; Garcia-Alias et al., 2006; Nakajima et al., 2007).
Prevention of secondary parenchyma destruction and of neuronal death is of importance in
order to minimize functional loss and eventually allow for reconnection of regenerating
pathways. For this purpose, glutamate excitotoxicity, representing one of the earliest
events of secondary injury (Tator and Fehlings, 1991; Lu et al., 2000; Sekhon and
Fehlings, 2001) is a relevant target in drug screenings for therapy.

We have used an organotypic-based model to facilitate neuroprotective drug screening, as
a preliminary study before in vivo testing of promising agents. The model presented herein
is a modification of others previously described (Rothstein et al., 1993; Corse and
Rothstein, 1995; Krassioukov et al., 2002; Llado et al., 2004). This method, based on
postnatal rat spinal cord explants, allows the use of a serum-free medium and a porous-
membrane culture insert and preserves the main organizational features of the segmental
spinal cord.

The use of NB serum-free medium enhanced MNs viability during the first 10 days in the
spinal cord slices, although the number of viable MNs dropped between 7 and 15 DIV,
reproducing the natural loss of 20% to 80% MNs that occurs early after birth (Tada et al.,
1979; Rootman et al., 1981; Baulac and Meininger, 1983; Scarisbrick et al., 1990; Wetts
and Vaughn, 1998). The fact that MNs can continue to mature during the culture has been
previously suggested (Avossa et al., 2003; Avossa et al., 2006), this allows the use in vitro
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of low concentrations of glutamate that better mimic the early supraphysiological levels
found after SCI in vivo (Choi, 1988; Lipton and Rosenberg, 1994).

The methodology we have set up is based on both MNs specific survival analysis and
spinal tissue preservation scrutiny; being the latter necessary to detect drugs that might
reduce cavitation after SCI. In our system, we have observed that MK801, an NMDA
receptor antagonist, abrogate cell death in both white and gray matter of the spinal cord
suggesting that receptors present in glia also contribute to the overall excitotoxic damage.
This is not unexpected since it has been recently reported the presence of NMDA receptors
in astrocytes (Lalo et al., 2006) and oligodendrocytes (Karadottir et al., 2005; Salter and
Fern, 2005; Micu et al., 2006). Oligodendrocytes are particularly sensitive to NMDA
receptor dependent inward currents, which cause damage in soma and processes
(Karadottir et al., 2005). In line with that, we have also obtained some tissue protection by
blocking the AMPA receptor whose activation by glutamate in microglial cells leads to
cytokine release, mainly tumor necrosis factor alpha (TNFa) and interleukin 18 (IL-1p),
that also contribute to cell death (Merrill and Benveniste, 1996; Takahashi et al., 2003;
Taylor et al., 2005).

Comparative analysis of neuroprotective drugs

The comparative analysis of the neuroprotective effects of MP, EPO, riluzole and rolipram,
against excitotoxicity on spinal cord slices indicates that all four drugs are able to
effectively attenuate tissue damage and neuronal death, being riluzole the one that shows
the overall best score. Riluzole treatment has been shown to improve recovery after
experimental SCI (Schwartz & Fehlings, 2001; Ates et al, 2007), and in other experimental
models of chronic or acute neurodegenerative diseases including ischemia (Malgouris et
al., 1989; Pratt et al., 1992; Noh et al., 2000). Riluzole exerts anti-glutamatergic activity,
inhibitory actions on various ion channels, has an antioxidant effect (Noh et al, 2000) and
increases the expression of neurotrophic factors, such as BDNF and GDNF (Katoh-Semba
et al, 2002; Fumagalli et al, 2006). Our data suggest that relatively low concentrations of
riluzole in organotypic spinal cord slices (1-10 uM) are enough to prevent excitotoxic
damage. A similar range of effectiveness was reported on other excitotoxic paradigms
(Estevez et al., 1995), and the same concentration range potentiates glutamate uptake by
astrocytes through unknown mechanisms in vitro (Frizzo et al., 2004). Thus, the
synergistic effects of riluzole on astrocytes by enhancing glutamate uptake, and on

neurons, by modulating NMDA-dependent ion influx through voltage-gated calcium and
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sodium channels (Benoit & Escande, 1991; Debono et al., 1993; Hebert et al., 1994; Noh
et al., 2000) may be responsible for the protective effects of riluzole in our model. This
MN protection observed with riluzole, has been also reported on a model of ventral root
avulsion (Nogradi et al., 2007), in an in vivo model of ALS, the wobbler mouse (Fumagalli
et al, 2006), and spinal cord ischemia (Lang-Lasdunski et al., 2000), although in the latter
the drug was administrated before the induction of the injury. The tissue protection
observed in our in vitro model is in agreement with that reported on SCI by Schwartz and
Fehlings (2001), where administration of riluzole after the injury not only protected MNss,
but also enhance the volume of spared white matter.

Among the other three drugs, MP and rolipram offer similar tissue preservation capacity
but MP exerts better protection to MNs. The neural protection mediated by MP might be
due to its capacity to inhibit expression of TNF-a and other cytokines (Xu et al., 1998;
Gorio et al., 2005) as well as to reduce lipid peroxidation (Anderson et al., 1994). In
contrast, rolipram exerts its action by specific inhibition of PDE4 that tightly regulates
cAMP formed by stimulation of NMDA receptors (Suvarna & O'Donnell, 2002). In our
system, this increment of cAMP does not seem enough to promote MN survival as much
as with the other drugs assayed. However, rolipram action on glial cells may be sufficient
to reduce spinal tissue damage, through mechanisms including prevention of
oligodendrocyte excitotoxicity (Yoshioka et al., 2000), reduction of astrocytes and
migroglia proliferation (Zhang et al., 2002) and reactivity (Nikulina et al., 2004).

The administration of rolipram in spinal cord injuries show similar results to those here
reported, it protects the white matter, and the major effect seems to be on the
oligodendrocytes (Whitaker et al., 2008). Until now there are no reports on the direct effect
of rolipram on the MNs protection after a SCI, but there are reports about the increase on
axonal regeneration and overcoming of the inhibitory environment of the injury site
(Nikulina et al., 2004; Hannila and Filbin, 2008). Recently has been reported similar
results on white matter with MP, protecting oligodendrocytes after a SCI, observation that
agrees with the results obtained with our in vitro model, but they also report that there isn’t
neuronal protection exerted by MP (Lee et al., 2008), although is reported that MP
decreases apoptotic cell death of neurons and glia after a SCI (Vaquero et al., 2006). These
differences on neurons preservation, can be due to the administration form of the drug,
while in vivo is usually administrated in one bolus form, in vitro administration is

continuous.
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Finally, in the culture model the less effective neuroprotective drug used was EPO. One of
the possible mechanisms for tissue protection mediated by EPO might be the inhibition of
microglial activation and the expression of IL-6 and TNF-a (Villa et al., 2003). EPO
inhibits neuronal phagocytosis (Chong et al., 2003a, b; Kang et al., 2003), and improves
neurological recovery after brain trauma (Yatsiv et al., 2005). EPO-induced neuronal
protection against excitotoxicity has been reported to be mediated through activation of
nuclear factor-kB (NF-kB) (Digicaylioglu & Lipton, 2001) and by inducing BDNF and
cAMP increases (Viviani et al., 2005).

The protective effect of EPO observed in the white and grey matter of our spinal cord
cultures has been described in in vivo models of spinal cord injury, where the
administration of EPO increases the amount of spare tissue (Gorio et al., 2002; King et al.,
2007; Vitellaro-Zucarello et al., 2007), it is also able to rescue MNs death following
axotomy (Iwasaki et al., 2002) and from an ischemic insult (Celik et al., 2002).

In this in vitro model of excitotoxic injury we also have tested the immunophilin ligand
FK506. This drug treatment have shown a modest neuroprotective effect on MNs and a
tissue protection of 31% (Guzman-Lenis et al, 2008). Drug treatments like cyclosporine A
and geldanamycin have also shown a low protective effect on MNs but in contrast with
FK506, these have no protective effect on the slice parenchyma (Guzman-Lenis et al,
2008).

Despite that all the drugs tested have been shown to provide some functional recovery
and/or tissue preservation in animal models of SCI (Schwartz & Fehlings, 2001; Gorio et
al., 2002; Nikulina et al., 2004; Ates et al., 2007; Okutan et al., 2007; Vitellaro-Zuccarello
et al., 2007), their neuroprotective effects had not been compared in the same injury
system.

Our results indicate that riluzole may be the drug that exerts the highest overall spinal cord
tissue preservation, with particular protection on MNs. Moreover, future combinations
with the agents resulted from such screening can be designed. For instance, from the
present study, we envisaged the use of MP together with riluzole to obtain better tissue and
MN protection. Indeed, Mu and collaborators already reported that this combination shed
better functional recovery than single treatments in animal models of SCI (Mu et al.,
2000). Nevertheless, before choosing a particular drug for future studies in vivo, other
considerations should be taken into account, particularly the bioavailability and the
possible side effects in the organism. For instance, in spite of its good behavior in culture,

MP does not easily cross the blood-brain barrier due to the active opposition of P-
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glycoprotein present in endothelial cells (Koszdin et al., 2000), so high doses need to be
administered that induce systemic immunosuppression. Rolipram has also
immunosuppressive effects (Nikulina et al.,, 2004). EPO treatment requires a minimum
effective dose that is higher than those currently used for treatment of anaemia. The acute
use of EPO is not likely to be harmful, but its chronic administration increases the
erythrocyte mass and this could worsen the injury by causing changes in the blood flow
(Ghezzi & Brines, 2004). To avoid EPO undesirable effects, molecules that retain the
protective actions of EPO but not its haematopoietic effects, like carbamylated EPO
(CEPO) and asialo-EPO (Mennini et al., 2006; Montero et al., 2007) are currently being
tested.

The in vitro model presented herein may serve for initial screening and comparative
analysis of numerous drug to narrow the choice for future neuroprotective agents to be
used after injury in order to alleviate the devastating effects of SCI and neurodegenerative

insults, and to investigate their molecular and pathway mechanisms of action.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Representative microphotography of the explants in phase contrast (A) indicating
the frame of immunohistochemical analysis, and stained with cresyl violet (B). Fluorescent
microphotographs of slice halves showing the distribution of MNs labeled with the SMI32
antibody after culture in either MEM/serum-based (MEM) or in neurobasal-based medium
(NB) at 7 DIV (C,D), 10 DIV (E,F) and 15 DIV (G,H). ChAT-positive MNs on spinal cord
slices at 15 DIV in MEM (I) and in NB (J) media. Scale bars are 200 um in A, 100 um in
B-H and 50 wm in I-J. At the bottom, histogram of the average numbers of SMI32-positive
cells, showing significant differences in the explants cultured in the different media at 10

DIV (n=16-32), (* P<0.001 vs MEM).

Fig. 2. Fluorescent microphotographs of the spinal cord slices showing regional
distribution and detail of neurons stained for calbindin, at low (A) and high magnification
(B), astrocytes stained for GFAP at low (C) and high magnification (D), microglia stained
agains IB4 at low (E) and high magnification (F) and oligodendrocytes stained for MBP at
low (G) and high magnification (H). Scale bar = 200 um in A, C, E and G; 20 um in B, D,
F and H.

Fig. 3. Representative masked fluorescent microphotographs showing EthD uptake in
whole spinal cord slice cultures untreated (A), and exposed to 50 uM (B) and 100 uM (C)
glutamate, submitted to cold stress (D), or exposed to 50 uM glutamate plus 10 uM
MKS801 (E) or plus 30 uM CNQX (F). At the bottom, histogram representing the
percentage of EthD uptake under the different treatments and in controls (C) (n=16-32),
(*P<0.001). The scale intensity of EthD uptake is shown at the right of each photograph.
Scale bar = 500 um.

Fig. 4. Fluorescent microphotographs of large ventral SMI32-positive MNs surviving in
untreated spinal cord slices (A), after addition of 30 uM (B) and 50 uM glutamate (C), and
after addition of 50 uM glutamate with 10 uM MKS801 (D) or with 30 uM CNQX (E).
Scale bar = 50 wm. Histogram showing differences of average number + SEM of SMI32-
positive cells surviving in the slices at the different conditions compared to untreated

controls (C) or to 50 uM glutamate treatment (bottom) (n=16-32). (*P<0.05, **P<0.001).
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Fig. 5. Histograms showing the average percentage + SEM of EthD uptake (A, C, E, G)
and the average number of SMI32-positive MNs surviving in the injured slices (B, D, F,
H) following treatment with EPO, (A, B), MP (C, D), rolipram (E, F) and riluzole (G, H) at
the different concentrations tested, compared to not injured untreated controls (C)
("P<0.05; "P<0.001; **P<0.0001).and to 50 uM glutamate treatment alone (G) (*P<0.05;
**P<0.001; ***P<0.0001).
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ANEXO1

Modelo in vitro de lesion por contusion en organanotipicos de médula espinal de rata

Con el fin de reproducir in vitro los efectos de una lesion traumatica medular a nivel tisular y
molecular se ided un modelo de lesion mecanica sobre los explantes que consistia en hacer rodar
un cilindro sobre el tejido en cultivo (ver apartado materiales y métodos, pg 42). Este tipo de
lesion fue descrita por Adamchik y colaboradores (2000) como un modelo de lesion primaria en
explantes de hipocampo. Los explantes de médula espinal sometidos a la lesion traumatica
mostraron una disminucion significativa en el nimero de motoneuronas SMI32 positivas (Fig. 1)

después de dos dias de haberse producido la lesion.
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Figura 1. (Superior) Microfotografia de fluorescencia del asta ventral de los explantes de médula espinal
mostrando las motoneuronas SMI32 positivas, en explantes cultivados de médula espinal no lesionados
(A) y después de la lesion mecanica producida al rodar un cilindro de acero inoxidable (B). Escala= 100
um. (Inferior) Histograma mostrando las diferencias en el nimero de células SMI32 positivas (promedio
+ SEM) de los explantes de médula espinal control (C) o sometidos a lesion traumatica (Roll) (n=22-27),
*P<0,001.
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ANEXO II

Cambios en el receptor NMDA durante la maduracion in vitro de los cultivos organotipicos

de médula espinal

Los cultivos organotipicos madurados in vitro hasta 7 y 15 dias fueron recogidos y procesados
para extraccion del ARN y su posterior uso en una PCR semi-cuantitativa. Esta PCR se realiz6
con el fin de observar si se producian en los explantes los cambios postnatales en las
subunidades NR1, NR2A y NR3B del receptor NMDA que se producen durante el desarrollo
postnatal (Fukaya et al., 2005; Nishi et al., 2001). La expresion génica de estos cultivos se
compard con la encontrada en los segmentos medulares toracicos de ratas postnatales de P7 y
P22.

El receptor NMDA estd compuesto por una subunidad obligatoria, la NR1, y por una de las
cuatro subunidades reguladoras NR2A-D (Mori et al., 1994). Las subunidades NR3A-B también
pueden encontrarse en lugar de las subunidades NR2 actuando como dominates negativos del
receptor (Andersson et al., 2001; Ciabarra et al., 1995; Matsuda et al., 2002; Nishi et al., 2001;
Sucher et al., 1995). Durante el periodo embrionario y el periodo postnatal temprano, las
motoneuronas expresan la subunidad NR2A, cuya expresion gradualmente decrece hasta el final
de la segunda semana postnatal en rata, coincidiendo con el inicio de la expresion de la
subunidad NR3B (Fukaya et al., 2005). Como nuestro interés era establecer un modelo in vitro
de muerte de MNs por glutamato y habiendo observado que nuestro modelo excitotoxico era
mediado mayoritariamente por la accion del receptor NMDA, analizamos si las condiciones de
cultivo de los explantes permitian la maduracion de los receptores NMDA de glutamato.

Como se esperaba, la expresion in vivo de los genes que codifican a las subunidades NRI1 y
NR3B se encontr6 regulada al alza, mientras que NR2A se observo ligeramente regulada a la
baja en las medulas espinales de ratas P22 con respecto a las de los animales P7 (Fig. 2).
Cambios similares fueron observados in vitro, NR1 y NR3B mostraron un incremento claro en
los explantes de 15 dias de cultivo in vitro (DIV) al compararlos con los de 7 DIV. Estos
resultados indican que las MNs cultivadas organotipicamente son capaces de continuar su

proceso de maduracion natural del receptor NMDA.
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Figura 2. Fotografia representativa de los fragmentos amplificados por PCR para el analisis

semicuantitativo de los transcritos de la enolasa especifica neuronal (NSE), NR1, NR2A y NR3B de

segmentos medulares de ratas postnatales de 7 y 22 dias y explantes de médula espinal cultivados

durante 7 y 15 dias in vitro (arriba). Histograma de barras mostrando los cambios relativos de expresion

de cada subunidad NR con respecto a NSE en las diferentes muestras (abajo).
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ANEXO II1

Efecto de la aplicacion del fragmento ¢ terminal de la cadena pesada de la toxina tetanica
(TeTx-Hc) en un modelo in vitro de lesion excitotoxica por glutamato basado en cultivos

organotipicos de médula espinal de rata

En la exploracion de farmacos neuroprotectores contra lesiones excitotoxicas se incluyo la
aplicacion de la region c-terminal de la cadena pesada de la toxina tetanica (TeTx-Hc) a los
explantes de médula espinal lesionados con glutmato. La toxina tetanica es un analogo cercano a
la familia de las neurotoxinas botulimicas y es producida por la bacteria gram positiva
Clostridium tetani. La toxina, de 150 kDa, es seccionada por proteasas endogenas, dando origen
a una cadena liviana (L) de 50 kDa, responsable de la toxicidad, y otra pesada (H), de 100 kDa.
Es ésta cadena pesada, al ser seccionada por papaina, la que da origen a dos segmentos, uno en el
extremo c- terminal, el TeTx-Hc, y otro en el n-terminal, la TeTx- Hn, cada uno de 50 kDa. El
fragmento TeTx-Hc es el responsable de la union a membranas celulares e internacion de la
toxina, mientras que el fragmento TeTx-Hn es el encargado de transportar a la cadena liviana a

través de la membrana vesicular hacia el citosol (Lalli, 2003a).

Los explantes de médula espinal lesionados con glutamato fueron trasladados a pocillos con
medio que contenia diferentes dosis de TeTx-Hc (desde 0,1 a 100 nM) e incubados en ellos
durante dos dias a 37°C y 5% de CO, en atmdsfera htimeda.

Los explantes tratados con TeTx-Hc mostraron, en general, un aumento en el niimero de
neuronas SMI32 positivas (SMI32+) que sobrevivieron a la lesion (Fig. 3). Los tratamientos con
1 y 10 nM de TeTx-Hc fueron capaces de rescatar el 63-71% de las motoneuronas de una muerte
por excitotoxicidad (p<0,001) y la maxima proteccion de motoneuronas (18,75 = 3.5) se obtuvo

con el tratamiento de TeTx-Hc 1 nM (Fig. 3).
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Figura 3. Efecto de la aplicacién de diferentes dosis de TeTx-Hc en la sobrevivencia de motoneuronas.
Histograma mostrando el efecto de dosis crecientes de TeTx-Hc en el nimero de motoneuronas (Células
SMI32+) sobrevivientes en los cultivos organotipicos de médula espinal no lesionados (CON) o lesionados
con glutamato (GLU), o lesionados con glutamtato y tratados con 0,1, 1, 10 y 100 nM de TeTx-Hc.
*p<0,05; **p<0,01. # p<0,01; ## p< 0,001 contra el control no lesionado (CON).
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ANEXO IV

Ensayo del valproato como agente neuroprotector en explantes de médula espinal

sometidos a una lesion excitotoxica

Utilizando los organotipicos de médula espinal lesionados con glutamato, realizamos un ensayo
para determinar el potencial neuroprotector de valproato (VP) en contra de una lesion
excitotoxica de la médula espinal. El farmaco fue adicionado al cultivo después de una
exposicion a glutamato 50 uM durante 30 min; la medida densitométrica de la capatcion de EthD
y el conteo del nimero de MNs sobrevivientes fue realizado 24 y 48 horas después,

respectivamente.

Los explantes tratados después de la lesion con diferentes concentraciones de VP (0,01; 0,06; 0,6
mM) mostraron una reduccion en la captacion de EthD dependiente de la dosis, siendo
significativa a 0,06 y 0,6 mM (captacion de EthD 44,5 + 6,1%, p < 0,05y 35,8 = 5,9%, p < 0,01)
(Fig. 4), estos datos indican que valproato ejerce una proteccion maxima del 85,3% del tejido

total.
En cuanto a las MN:ss, el tratamiento con VP a 0,06 y 0,6 mM protegio entre el 84,6 — 88,8% de

las MNs de la excitotoxicidad por glutamato. Esta neuroproteccion fue significativa (p < 0,001) y

el nimero de MNs obtenido no diferia del registrado en los controles no lesionados (Fig. 5).
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Figura 4. Microfotografias fluorescentes representativas mostrando la captacion de EthD con ayuda de
una mascara de intensidad, en explantes no tratados (A), o expuestos a glutamato 50 uM (B), o
expuestos a glutamato mas VP 0.01 mM (C), 0.06 mM (D) o 0.6 mM. Abajo, histograma representando el
porcentaje de captacion de EthD por los diferentes tratamientos y el control (C) (n = 18 — 12). *p <
0,05; **p < 0,01 vs. lesionados (G); # p < 0,05; ### p < 0,001 vs. control (C).
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Figura 5. Microfotografias fluorescentes de MNs ventrales, de gran tamafio y positivas para SMI32 que
sobreviven en explantes de médula espinal no lesionados, ni tratados (A), lesionados con glutamato 50
MM (B), lesionados y tratados con VP 0,01 mM (C), 0,06 mM (D) y 0,6 mM (E). Abajo, histograma
mostrando el nimero medio + SEM de MNs positivas para SMI32 sobrevivientes en los diferentes

tratamientos (n = 18 — 12). *p < 0,001 vs. lesionado (G); # p < 0,001 vs. control (C).
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Esta segunda seccion de los resultados, al igual que la tercera, trata del uso del modelo de
lesion para el ensayo de farmacos y como medio de ayuda para monitorizar los efectos del
farmaco neuroprotector sobre los diferentes tipos celulares, al igual que sirve para

adentrarse en parte de los mecanismos utilizados por éste al ejercer la neuroproteccion.

Muchos estudios han demostrado que el tratamiento con FKS506 incrementa la
regeneracion axonal y previene el dafio axonal causado por neuropatias toxicas (Gold et
al., 2004; Udina et al., 2004). También se ha reportado que mejora la recuperacion
funcional, la proteccion neuronal y la regeneracion axonal en modelos animales de SCI
(Lopez-Vales et al., 2005; 2006), es por esto que decidimos probar si la plicaciéon de
FK506 protegia a la médula espinal de una lesion excitotoxica, ademas de su posible
mecanismo de accion debido a que los mecanismos que participan en esta neuroproteccion
permanecen poco claros. Escogimos evaluar la modulacion de Hsp70 debido a que ha sido
sugerido que el efecto neuroprotector de FK506 se debe en mayor parte a su interaccion
con FKBP52 y la subsecuente activacion de esta chaperona antiapoptdtica (Gold et al.,
2004; Gold y Zhong, 2004).

El trabajo aqui expuesto trata unicamente del FK506 y su efecto en el modelo organotipico
de lesion excitotoxica por glutamato, haciendo hincapié en los cambios que estéd ejerciendo

en la expresion de la chaperona Hsp70 en la microglia.

El trabajo aqui comprendido es:

Articulo 2. Analysis of FK506-mediated protection in an orgaotypic model of spinal cord

damage: Heat shock protein 70 levels are modulated in microglial cells.

(Publicado en Neuroscience 2008; 155: 104-13)
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ANALYSIS OF FK506-MEDIATED PROTECTION IN AN ORGANOTYPIC
MODEL OF SPINAL CORD DAMAGE: HEAT SHOCK PROTEIN 70
LEVELS ARE MODULATED IN MICROGLIAL CELLS

M.-S. GUZMAN-LENIS, C. VALLEJO, X. NAVARRO AND
C. CASAS*

Group of Neuroplasticity and Regeneration, institute of Newrosciences
and Department of Cel Bivlogy, Physiology and Immunology, Univer-
sitat Autonoma de Barcelona, Belalerra, Barcelons, Spain

Abstract—Functional loss after spinal cord injuries is origi-
nated by primary and secondary injury phases whose under-
lying mechanisms include massive release of excitatory
amino acids to cytotoxic levels that contribute to neural
death. Attenuation of this excitotoxicity is a key point for
improving the functional outcome after injury. One of the
drugs with potential neuroprotective actions is FK506, a mol-
ecule widely used as an immunosuppressant. FK506 may
exert neuroprotection via inhibition of calcineurin by binding
the FKBP12, or by binding other immunophilins such as
FKBP52, leading to modulation of heat shock proteins (Hsp)
90 and 70. In the present study, we used an in vitro model of
organotypic culture of rat spinal cord slices to assess whether
FK506 is able to protect them against glutamate excitotoxicity.
The results showed that FK506 promoted a significant protec-
tive effect on the spinal cord tissue at concentrations of 50 and
100 nM. HspT70 induction was restricted to microglial cells in
spinal cord slices treated with either glutamate or FK506. In
contrast, the combination of both agents led to a transient
reduction in Hsp70 levels in parallel to a marked reduction in
IL-1 precursor production by glial celis. The use of geldana-
mycin, which promotes persistent induction of Hsp70 in these
cells as well as in motoneurons, did not produce tissue neuro-
protection. These observations suggest that FK506 might pro-
tect spinal cord tissue by targeting on microglial cells and that
transient downregulation of Hsp70 on these cells after excito-
toxicity is a relevant mechanism of action of FK506. © 2008
IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: FK506, spinal cord injury, oerganotypic culture,
motoneuron, microglia, neuroprotection,

Spinal cord injuries (SCI) disrupt ascending and descend-
ing spinal pathways resulting in a devastating loss of sen-
sory and motor functions, generally leading to long-lasting
disability of affected patients. The initial impact causes
immediate mechanical damage of the spinal cord resulting
in massive cell death. A cascade of pathological events,
known as secondary Injury, develops hours to days after

*Correspondence to: C. Casas, Unitat de Fisiologia Médica, Edif. M,
Universitat Autonoma de Barcelona, E-08193 Bellaterra, Spain. Tel:
+34-935811348; fax: +34-935812086.

E-manl address: caly casasg@uab.cal (C. Casas).

Abbreviations: EthD, ethidium homodimer-1; FKBP12, 12.kDa immu-
nophilin FKS06-binding protein; Msp, heat shock protein; LPS, lipo-
polysaccharide; NO, nitric oxde; P, postnatal day; PBS, phosphate-
buffered saline; SCI. spinal cord injury; TUJ, glii-tubulin

the lesion, resulting in further exacerbation of tissue loss
and functional deficits (Tator and Fehlings, 1991; Lu et al,,
2000). During this period secondary changes take place
distant from the initial injury site and may severely com-
promise the ability of spared systems that contribute to
recovery. For example, atrophy or dysfunction of motor
neurons below the injury can extend over periods of weeks
or months after SCI (Chang, 1998; Garcia-Alias et al.,
2006). Secondary injury changes include a rise of extra-
cellular excitatory amino acid and free radicals concentra-
tions to cytotoxic levels within minutes following trauma
(Liu et al,, 1991a, 1999; Farooque et al., 1996; Xu et al,,
1998; McAdco et al., 1999, Panter et al., 1990, Park et al,,
2004), contributing to neural cell death (Choi, 1988, Lipton
and Rosenberg, 1994). Prevention of excitotoxic-mediated
cell death has thus been considered critical for improving
the functional outcome after SCI. One of the drugs with
potential neuroprotective actions for the treatment of SCl is
FKS086 or tacrolimus, a molecule widely used as an immu-
nosuppressant to prevent rejection in organ transplanta-
tion. Several experimental studies have demonstrated that
treatment with FK506 increases axonal regeneration after
peripheral nerve injuries (Gold et al., 1995; Steiner et al,,
1997, Udina et al,, 2002, 2004), and prevents axonal dam-
age in toxic neuropathies (Gold et al., 2004b), More re-
cently, it has been shown that FK506 enhances functional
recovery, neural protection and axonal sprouting In animal
maodels of SCI (Lopez-Vales et al., 2005, 2006, Madsen et
al., 1998, Bavetta et al., 1999) suggesting a novel appli-
cation for this drug. The mechanisms underlying this neu-
roprotective action remain unclear, so their elucidation
may be useful for the design of selective drugs that mimic
the protective and regenerative effects of FK506 but obvi-
ate immunosuppression and related side effects (Gold and
Villafranca, 2003). The immunosuppressive action of FK506
involves its binding to the 12-kDa immunophilin FK506-
binding protein (FKBP12) and consequent inhibition of the
calcium-dependent phosphatase calcineurin (Liu et al.,
1991b). However, FK506 may exert other actions by bind-
ing to different immunophiling, such as FKBP52, leading to
modulation of heat shock protein (Hsp) 90 activity (McLaugh-
lin etal, 2002; Davies and Sanchez, 2005) and consequent
downstream up-regulation of Hsp70 (Klettner and Herd-
egen, 2003; Gold et al., 2004b). The aim of the present
work was 1o assess whether application of FK506 is able to
protect the spinal cord from an excitotoxic insult, and fur-
ther investigate its possible mechanisms of action. For this
purpose, we have used an in vitro model of excitotoxic
lesion based on organotypic culture of spinal cord slices.

0306-4522/08532.00 + 0.00 © 2008 IBRO. Published by Elseviar Lid. All ights reserved,
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Organotypic spinal cord and glial cell cultures

Organotypic slice cultures were prepared from Sprague-Dawley
rats of postnatal day 7 (P7), using a modification of previously
described methods (Stoppini et al., 1991; Rothstein et al., 1993).
Briefly, pups were killed by over-exposure to CO, and decapi.
tated, and the thoracic segment of their spinal cord was removed
and placed in ice-cold high glucose (6 ma/ml) Hanks" balanced
salt solution (HBSS) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Under sterile
conditions, meninges and roots were removed and the spinal cord
was sectioned into 350 um slices with a Mcilwain Tissue Chopper
(Gomshall, Surrey, UK). Up to five sections were carefully trans-
ferred onto Milicell-CM (Millipore, Bedford, MA, USA) culture plate
inserls and placed into a six-well plate (lwaki, Asahi Techno
Glass, Chiba, Japan) containing 1.5 mi of Neurobasal medium
(Gibco, Grand Island, NY, USA) with 1x B27 (Gibco), 2 mM
glutamine, 6 mg/mi glucose and antibiotics (100 U/mi penicillin
and 10 pg/ml streptomycin), and incubated at 37 *C in 5% CO, for
24 h. The following day, the medium was changed to remove
antiblotics and Incubated for the next 6 days to stabilize the culture.
The medium was changed twice per week until 15 days in vitro (DIV).
All procedures involving animals were approved by the Ethics Com-
mittee of our institution, and followed the European Communities
Council Directive 86/609EEC. We have exercised exireme care
to minimize pain. All surgical procedures were carried out under
deep general anesthesia, We have proceeded according to the
requirements of the procedures themselves, always validated and
approved by the local veterinary and animal welfare authorities.
We have used the minimum number of animals required to carry
out the expenments.

Astrocyles/microgiia mixed primary cultures were prepared as
previously described (Agullo et al., 1990). Brefly, the cerebellum
from P7 rats was dissociated by successive passages through
nylon cloths (211 pm-@, 135 um-© mesh) and cells were plated
(1.2x10° cellswell) in Dubecco's modified Eagle's medium
(Sigma) with 10% fetakcalf serum (FCS), 100 Ul/ml penicillin and
10 pg/mi streptomyein, and incubated at 37 *C In 5% CO,. After
15 days in culture cells were harvested after the addition of
100 ng/mi lipopolysaccharide (LPS, Sigma) for 20 h to promote
glial reactivity.

Excitotoxicity

Two-week-old spinal cord slices cultured in serum-free medium
were placed in modified Locke's buffer (137 mM NaCl 2.5 mM
CaCl,; 5 mM KCI; 5.6 mM p-glucose; 0.3 mM KH,PO,; 4 mM
NaHCO,: 0.3 mM Na;HPO,: 0.01 mM glycine; 10 mM Hepes) with
50 M glutamate, and incubated for 30 min. We have previously
found that this concentration of glutamate was able to induce
around 50% cell death In the spinal cord slices 2 days after the
insult compared with those submitted to long-term cold siress
(4 °C for 24 h) (Guzman-Lenis and Casas unpublished observa-
tions). After washing out glutamate traces with medium, the in-
serts were transferred to warm-fresh medium with or without
FKS508 (Fujisawa Pharmaceuticals, Osaka, Japan) and incubated
for 24 or 48 h. The concentrations of FK506 used (0.5-500 nM)
were within the range of those previously described in in vitro
assays (Dawson et al, 1993; Gold et al, 1999; Kistiner and
Herdegen, 2003; Muramoto et al., 2003). In other cultures, either
cyclosporine A (Tocris, Bristol. UK) or geldanamycin (Sigma) was
added instead of FK506. Sham-control samples were manipulated
in the same way without the addition of glutamate,

Viability test

We analyzed overall cell death in the slices by measuring the
degree of ethidium homodimer-1 (EthD) uptake (Live/Death via-
bility assay, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Cultured slices

were incubated with 1.5 uM EthD for 24 h after the excitotoxic
insult or sham manipulations. Some slices were submitted to cold
stress by leaving them at 4 *C for 24 h to induce a maximum injury
on the slices. Following the period of incubation, images were
taken with the aid of a digital camera (Olympus C-5050) attached
to a fluorescence microscope (Olympus BX-70). Analyses were
done with the ImageJ software (National Institutes of Health, USA)
by adjusting the threshold above the background and fixing the
upper level at 256, The integrated density was measured and
used to calcuiate cell death expressed as percentage of EthD
uptake with the formula; % EthD uptake - (Direat/Dmax) = 100,
where Dtreat is the integrated density of the treated slice and
Dmax is the integrated density of the slice incubated at 4 °C for
24 h, which closely represents maximal lesion (Krassioukov et al
2002; Adamchik et al., 2000; Frantseva et al., 1999).

Western blot

Cultured slices were homogenized in modified RIPA buffer
(50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1% Triton X-100, 0.5% sodum deoxy-
cholate (Sigma), 0.2% SDS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) contain-
ing protease inhibitor cocktail (10 ul/ml, Sigma). The homogenate
was then centrifuged at 13,000<g and the supernatant obtained
for protein concentration determination using the BCA protein
assay (Pierce, Rockford, IL, USA). Equal amounts of protein
(50 ug) were separated on 14% SDS-PAGE gel and transferred
o nitroceliulose membrane (Whatman, Dassel, Germany). The
membranes were then incubated with 5% skimmed milk powder in
TBS pius 0.05% tween-20 (TBST) for 30 min and incubated with
primary antibodies anti-HSP70 (1:1000; Stressgen, Victoria, BC,
Canada), anti-g-actin (1:1000; Sigma) or anti-IL-1 (1:100; Santa
Cruz Technology, Santa Cruz, CA, USA) at 4 °C overnight. Horse-
radish peroxidase-coupled secondary antibody incubation was
performed for 90 min at room temperature and after washing, blots
were developed using SuperSignal West pico chemiluminescent
substrate (Pierce). Signals were analyzed by band densitometry
with the Gene Snap and Gene Tools software in a Gene Genome
apparatus (Syngene, Cambridge, UK).

Immunchistochemistry

Cultured slices were fixed with 4% paraformaldehyde, rinsed with
phosphate-buffered saline (PBS) and, after blocking with 3% bo-
vine serum and 0.3% Triton X-100 in 0.1 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl
at pH 7.4 (TBS), incubated with primary antibody overnight at
4 °C. Primary antibodies used were: anti-SMI32 (Stenberger
Monocionals, Baltimore, MD, USA), anti-GFAP (Chemicon, Te-
mecula, CA, USA), anti-IB4 (Vector, Burlingame, CA, USA), anti-
HSP70 and anti-FKBP52 (Stressgen), anti-#lil-tubulin (TUJ) (Co-
vance, Berkeley, CA, USA), and anti-choline acetyltransferase
(ChAT) (Chemicon), Incubation with secondary antibodies Cy3
anti-mouse and Cy2 anti-rabbit (Jackson, West Grove, PA, USA)
was made overnight at 4 *C. After several washes, slices were
dehydrated and mounted with DPX (Fluka, Buchs, Switzerland).
The slices were observed with an Olympus BX-51 epifluorescence
microscope equipped with a digital camera and processed with
Photoshop. Confocal microscopic examinations were performed
with a Leica TCS SP2 AOBS laser scanning confocal system
(Leica, Heidelberg, Germany). Images were collected with a 1.4
numerical aperture odl-immersion 63 x objective. Confocal images
were oblained using two separate photomultiplier channels, either
concurrently or in separate runs, and were separately projected
and merged using a pseudocolor display showing green for Cy2,
red for Cy3 and yellow for colocalization.

Statistical analysis

All data presented are representative of at least four cultured
shees of every experiment, repeated at least three times indepen-
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Fig. 1. Digitized masked representative microphotlographs of fluores-
cent ral spinal cord slices treated with EthD lo quantify the degree of
EthD uptake in either control slices (CON) (A), exposed to 50 uM
glutamate (GLU) (B) or to 50 uM glutamate followed by addition of
FK506 at 10 nM (C), 50 nM (D), 100 oM (E) or 500
tration, FK506 added at a range of 50-100 nm significantly reduced
the percentage of EthD uptake by the spinal cord tissue (n«16-32)
(G). * P<0.05 and " P<0.01, ™ P<0.001 with respect 1o control skces

dently. Statistical analysis was carried out using analysis of vari.
ance (ANOVA), followed by Bonferroni's post hoc test. Differences
were considered to be significant if P<0.05

RESULTS
FK506 preserves damaged spinal cord tissue

In order to assess whether FK506 was able to exert
protection against excitotoxicity on the spinal cord tis-
sue, we used an organotypic spinal cord culture that can
be maintained for long periods In a serum-free medium
(Guzman-Lenis and Casas, unpublished observations).
Excitotoxic damage on the slices was induced by expos-
ing them to 30 min contact with 50 uM glutamate, and
cell viability was tested by the quantification of EthD
uptake, which enters into damaged cells and enhances
its fluorescence by coupling to the nucleic acids (Glazer
et al., 1990; Moore et al., 1920). Glutamate-damaged

slices presented a fivefold increase in EthD pixel density
per spinal cord area [Fig. 1]. Based on densitometric
measurements of the fluorescence emitted, the gray
maltter was more susceptible to damage than the white
matter of the slices. Cultures treated with FK506 showed
a concentration-dependent reduction in cellular EthD
uptake of 18% for 50 nM and 31% for 100 nM FK506,
compared with cultures exposed to glutamate only
(P<<0.05 for 100 nM) [Fig. 1]. FK506 at lower (0.5, 1 and
10 nM) or higher (500 nM) concentrations did not have a
significant protective effect. Control cultures and non-
lesioned cultures exposed to FK506 presented low per-
centages of EthD uptake. Because the gray matter was
more sensitive 1o those treatments, we investigated the
particular effect of FKS06 on motoneuron survival by
immunostaining slices with the SMI32 antibody that spe-
cifically recognizes motoneurons in the spinal cord
(Tsang et al.,, 2000; Avossa et al., 2003). Glutamate
excitotoxicity induced a severe and dose-dependent re-
duction in the number of SMI32-positive ventral horn
neurons [Fig. 2). Addition of FK506 induced mild mo-
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Fig. 2. Microphotographs of ventral SMI32-positive motoneurons in
control spinal cord slices (CON) (A), after exposure o 50 uM gluta-
male (GLU) (8) or to 50 uM ghtamate followed by addition of 50 nM
(C) or 100 nM FK506 (D). Bar histogram showing the average
number=S EM. of SMI32-positive neuronal cells surviving in the
slices in the different conditions (n=16-32) (E). * P<0.001 with re-
spect 1o control sices
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toneuron survival (1322% at 100 nM) [Fig. 2E]. Treat-
ment with FK506 alone for 24 or 48 h at concentrations
up to 100 nM caused no changes in SMI32-positive
neuronal numbers (data not shown).

FK506 modulates glutamate-induced Hsp70 protein
levels

Since it has been suggested that FK506 neuroprotective
effects might be mediated by Hsp70 induction (Klettner
and Herdegen, 2003; Gold et al,, 2004b), we next at-
tempted to investigate the induction of this chaperone in
the organotypic mode! by immunoblotting. In control
slices, Hsp70 protein was barely detected, as expected
since It Is considered to be an Inducible chaperone, but
it was slightly induced in sham-control slices that were
manipulated in the same way as injured slices although
without the use of glutamate [Fig. 3A and B). The addi-
tion of FK506 on sham-control slices promoted an early
and significant induction of Hsp70 protein after 30 min
and sustained for at least 4 h. Glutamate excitotoxicity
caused a progressive and significant increase in Hsp70
protein levels with a maximum reached by 1 h post-insult
[Fig. 3C and D). The addition of FK506 to glutamate-
Injured slices produced a significant and transient reduc-
tion on Hsp70 protein levels during the first 4 h after
glutamate treatment.

FK506 targets Hsp70 levels in microglial cells

Because Hsp70 protein overexpression has been dem-
onstrated to be neuroprotective (Lowenstein et al., 1991;
Lai et al., 2005), we questioned which cells accumulated
Hsp70 protein after glutamate insult and hence were
susceplible to be targeted by the treatment with FK506.
In agreement with the results obtained by Western blot
analysis, Hsp70 protein was clearly labeled in gluta-
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mate-treated slices, less detected in glutamate plus
FK506 treated slices by 4 h post-injury and not detecled
at all in control slices. Confocal co-localization analysis
was performed on the glutamate-treated slices and
showed that Hsp70 was mainly detected in microglial cells
and not in motoneurons and astroglial calis [Fig. 4A-C). We
also verified that the immunophilin FKBP52 that binds
FKS506 to induce Hsp70 expression was expressed in both
microglia and neuronal cells [Fig. 4D and E).

Specificity of FK506 action

In order to ascertain If the tissue neuroprotective effect
of FK506 could be due to its ability to bind FKBP12 and
hence act through calcineurin downstream pathways,
we treated other injured slices with cyclosporine A, a
specific inhibitor of calcineurin. In addition, we wondered
whether the transient downregulation of Hsp70 ob-
served in microglia In the damaged slices treated with
FK506 was relevant for its neuroprotective effect. Thus,
we used geldanamycin, a known Hsp90 inhibitor (Roe et
al., 1999) and hence Hsp70 inducers, to treat damaged
slices and maintain Hsp70 expression at high levels
during the whole period. As shown in Fig. 5A and B, the
percentages of EthD uptake in the damaged slices
treated with either cyclosporine A or geldanamycin were
similar to that of untreated damaged slices. Only FK506
was able to significantly reduce the EthD uptake. Cyclo-
sporine A and FK506 treatment resulted in similar num-
bers of labeled surviving motoneurons, whereas a slight
increase was found in damaged slices treated with
geldanamycin although no statistical significance was
reached [Fig. 5C]. Interestingly, when slices were pre-
treated with FK506 before the onset of glutamate insult,
the number of surviving motoneurons also increased but
not significantly.

B

1 @mControl
L

Incrament (%)

0 3° 1h an 24h

D

-

-

Increment (%)

0 0" 1 4h 24h

Fig. 3. Early FK506-mediated Hsp70 protein level induction assessed by Western blot occurs in sham slices (A B). Hsp70 protein levels progressively
increase after the excitoloxic msull, whereas treatment with 100 nm FK508 produced a lransient decrease from 1h fo 4 h postinjury (C, D). * P<0.05,
" P<0.01 with respect to control slices at time 0: ¥ P<0,05 for FK506-treated versus untreated glutamate damaged slices
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HSP70
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Fig. 4. Reprasentative laser confocal images showing restncted co-localization of Hsp70 induction and |B4 immunaraactivity in microglial cells (A)
but not in GFAP-positive astroglial cells (B) nor in TUJ-positive neurons on glutamate-treated spinal cord slices at 4 h post-injury. Representative
images showing expression of FKBPS2 in microglial (D) and neuronal (E) cells. Scale bar=20 um in A, C, D, E and 100 um in B.

As expected, the Hsp70 protein levels increased at 4 h
post-injury in the damaged slices treated with geldanamy-
cin but not with cyclosporine A [Fig. 5D). Immunohisto-
chemical labeling showed that Hsp70 was expressed in

motoneurens as well as in microglia in the slices treated
with geldanamycin [Fig. SE]. Hsp70 expression in mo-
toneurons was also detected in FK506-treated damaged
slices only if they were either pre-treated before glutamate
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Fig. 5. Digitized masked representative microphotographs of EthD uptake in damaged spinal cord siices treated with cyclosporine A (CsA) or geldanamycin

(GA) (A). Bar histogram showing the percentage of EthD uptake in control (C), glutamate-inured (G) shoes and damaged shces treated with FKS06, CsA
(1 M) or GA (10 nM) (B). Bar hustogram showang the number of SMI32-positive neurons n the shoes submitted 1o the ddferent Featments postinury or o
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different treatments with respect to contral (D). Representative flucrescent images of TUJ immunolabeled motoneurons expressing Hsp70 in the damaged
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(post-FK506) (E). Scala bar= 20 m. Immunabiots for IL-1/3 precursor (F). On the left, extracts from mixed ghal cell cuituras treated with PBS (A) or 1 uMLPS
showing induction of IL-15 precursor afier LPS treatment. In the spinal cord shices (on the nght and bar histogram), the levels of IL-1/3 precursor are strongly nduced

by ghtamate (G), n compartson with control shces (C), but significantly reduced by treatment with 100 nm FKS08 dunng 24 h and not by CsA and GA.
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or if they were maintained for a week post-injury with the
treatment [Fig. SE].

FK506 and cyclosporine A reduce glutamate-induced
cytokine overproduction in the spinal cord slices

We wondered whether the effect on Hsp70 reduction me-
diated by FK506 on damaged slices that targets microglia
was related 1o changes In production of cytokines, since
these cells may contribute to excitotoxic damage by the
overproduction of several cytokings, particularly IL-18
(Sasaki et al.,, 2004; Hayashi et al., 2006; Haller et al,,
2005; Wilde et al., 2000; Liu et al., 1991a; Streit et al,,
1999). Therefore, we analyzed the accumulation of IL-1
precursor in the cultured slices under different conditions
by Western blot and used mixed glia cultures treated with
LPS as positive control since LPS induces glial reactivity.
As expected, in glutamate-treated slices there was an
increase in the levels of IL-18 precursor by 24 h post-
injury, which was significantly reduced when FKS506 was
used to treat injured slices [Fig. 5F]. We did not detect
IL-18 precursor in control slices or in control slices treated
only with FK506. Cyclosporine A treatment of the damaged
slices produced a similar but less marked effect, whereas
treatment with geldanamycin did not reduce IL-15 produc-
tion [Fig. 5F].

DISCUSSION

The purpose of this study was to investigate the protective
effect of FK506 on glutamate-damaged spinal cord tissue
using an organotypic-based model in order to shed light on
the possible mechanisms by which FK506 promotes func-
tional recovery after SCI. We used cultured spinal cord
slices because they retain many organizational features of
the host tissue, such as neuronal connectivity, relatively
well-preserved cellular architecture and glial-neuronal in-
teractions (Gahwiler et al., 1997, Gahwiler, 1981; Corse
and Rothstein, 1995; Avossa et al.,, 2003). For these rea-
sons, organotypic spinal cord slice cultures are increas-
ingly used to study neuronal cell death in a variety of
experimental models (Galante et al., 2000; Krassioukov et
al., 2002; Lee et al., 2002; Rothstein et al., 1993; Corse
and Rothstein, 1995). We found that treatment with FK506
onto lesioned spinal cord slices promoted a protective
effect of the tissue, particularly in the gray matter, in a
bell-shaped dose-response manner. This effect is in
agreement with previous studies carried out on animal
models of SCI in which treatment with FK506 significantly
reduced the size of the cord cavity produced by the lesion
(Lépez-Vales et al, 2005). Furthermore, a bell-shaped
dose-response of FK506 has been reported on the rate of
axonal regeneration in vive (Wang et al., 1997, Udina et
al., 2002) and in vitro on neurite outgrowth studies (Chang et
al., 1995; Gold et al., 1999) where higher concentrations
(40-50 um) compromise glial cell viability as well (Zawadzka
and Kaminska, 2003). Notwithstanding, in contrast with our
findings, other in vitro studies have reported that FKS06 at
500 nM has a neuroprotective effect against oxidative- (Klettner
and Herdegen, 2003), and NMDA-mediated toxicity (Dawson et

al., 1993), However, the differences might be due 1o technical
issues such as the use of serum in their cellular models
and the differences in cell lines and type of injury used.

It was initially reported that FK506 protects neurons from
glutamate toxicity by reducing nitric oxide (NO) —mediated
toxicity through calcineurin inhibition (Dawson et al., 1993),
However, in vivo experiments did not show a prominent
reduction in NO formation in the ischemic brain of animals
treated with FKS06 (Sasaki et al., 2004). Furthermore, we
have used cyclosperine A that specifically inhibits cal-
cineurin and it did not promote tissue protection in our
excitotoxic model. A current hypothesis is that most of the
FK506-mediated neuroprotective effect in CNS and pe-
ripheral nervous system injury models may occur via
FKBP52 binding and consecutive induction of the anti-
apoplotic protein Hsp70 (Gold and Villafranca, 2003; Gold
et al,, 2004a). In this regard, Gold et al. (2004b) found that
FK506 induced Hsp70 expression in lumbar motoneurons
of animats with acrylamide-induced neuropathy by 15 days
post-injury. We analyzed Hsp70 induction promoted by
FKS506 in our excitotoxic model, and we did not detect early
Hsp70 expression in neurons in the damaged slices (by 4 h
after injury) except if they were pre-treated before the
glutamate insult. However, Hsp70 was detected in mo-
toneurons later on, by 7 days post-injury after chronic
administration of FK506, in agreement with the aforemen-
tioned findings by Gold et al. (2004b). Our observations
are also in agreement with other studies showing that
spinal motoneurons in situ falled to induce Hsp70 after
heat shock (Manzerra and Brown, 1992; Brown and Rush,
1999) and spinal cord contusion (Mautes and Noble, 2000)
in contrast to glial cells and other types of neurons, such as
cerebellar, cortical and pyramidal neurons, which upregu-
late Hsp70 after heat shock (Lowenstein et al., 1991;
Bechtold et al., 2000) and excitotoxic insult (Sato and
Matsuki, 2002). Hence, Hsp70 induction seems to depend
upon the cell type, the type of stimulus and the state of the
cell. Indeed, motoneurons have a higher threshold to ac-
tivate gene expression through heat shock factor (HSF),
the major cellular stress sensor upstream Hsp70, than
other cell types (Morimoto, 1998; Batulan et al., 2003),
and, as from the present study, they did not respond in the
same way under an excitotoxic stimulus than in the resting
state.

An interesting and novel finding of our work is that
microglial cells are the only ones that presented Hsp70
induction in response to glutamate or FKS06 treatment
alone. Excitotoxicity triggers a glial reactive response char-
acterized by the release of pro-inflammatory cytokines,
such as tumor necrosis factor (TNF-«) and IL-14 that are
mainly produced by microglial cells (Christensen et al,,
2006, Hayashi et al., 2006). The production of cytokines by
microglial cells leads to concomitant up-regulation of
Hsp70 (Fincato et al.,, 1991; Barrow and Dasu, 2005).
Hsp70, as a chaperone, protects cells from protectoxic
stress by a variety of "holding and folding” pathways that
prevent the formation of denatured proteins and the pro-
gression of lethal aggregation cascades in cells, and pre-
vents cell death through both necratic and apoptotic path-
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ways (Georgopoulos and Welch, 1993). This opens the
question of whether microglial cells require Hsp70 to pro-
tect themselves from excitotoxicity, as has been suggested
(Jeon et al., 2004). In the case of FK506 treatment alone,
its effect on Hsp70 induction was expected since FK506
binding to FKBP52 produces a downstream up-regulation
of this chaperone (Klettner and Herdegen, 2003; Gold et
al., 2004b). We found that FKBP52 is expressed in both
moteneurons and microglial cells. In contrast, when gluta-
mate and FK506 were used In combination, we found a
fast and transient reduction in Hsp70 levels. This result
may be explained by the particular behavior of microglial
cells that respond differently to the same stimulus depend-
ing on whether another stimulus precedes or follows it,
suggesting that microglial reactivity is determined by ac-
quired phenotype rather than stereotypically (Hausler et
al., 2002; Butovsky et al., 2005, Shaked et al., 2005;
Schwartz et al., 2006).

The reduction of Hsp70 may have implications in neu-
roprotection due to the close relationship between cytokine
production and Hsp70 induction in microglial cells. We
found a downregulation of IL-18 precursor levels induced
by FK506 treatment on the Injured slices, which might
participate in the transient reduction of Hsp70 levels. This
reduction may occur through FK506 binding to FKBP12
and consequent inhibition of calcineurin, which blocks the
NF-AT-regulating cytokine gene expression in glial cells
and as a result causes a reduction of Hsp70 levels (Kamin-
ska et al., 2004; Zawadzka and Kaminska, 2003; Zawadzka
and Kaminska, 2005). However, when we used cyclosporine
A to specifically inhibit calcineurin via FKBP 12, there was a
reduction in cytokine expression but not in Hsp70 levels.
Thus, the mechanisms to explain the transient Hsp70
downregulation mediated by FK506 on microglial cells at-
ter excitotoxicity remain unclear, although it is relevant
because Hsp70 persistent induction mediated by geldana-
mycin did not promote any lissue protection.

CONCLUSION

In summary, FK506 has significant protective effects on
the spinal cord tissue after acute excitotoxic damage al-
though it exerts only modest pro-survival effects on mo-
toneurons. The FK506 protection against excitotoxicity can
be due in part to direct inhibition of microglial reactivity and
the transient downrequiation of Hsp70 on these cells. The
modulation of microglial reactivity after injury may be a
significant mechanism underlying the improved histologi-
cal and functional outcomes found by FK506 treatment
after in vivo SCI (Lopez-Vales et al., 2005), in addition to
the proregenerative actions of FKS06 that also promote
axonal regrowth (Bavetta et al., 1999; Madsen et al., 1998;
Wang and Gold, 1999, Lopez-Vales et al., 2006), Chronic
administration of FK506 might be necessary to increase
Hsp70 expression in motoneurons and serve to prevent
further injury to them.
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Esta tercera seccion de los resultados sigue con el uso del modelo organotipico de lesion
excitotoxica para el ensayo de nuevos farmacos de potencial efecto neuroprotector;
particularmente, un agonista del receptor sigma-1 (SiglR), el 2-(4-morpholinethyl)1-
phenylcyclohexanecarboxylate o PRE084, el cual mostré ser neuroprotector en este tipo de

lesiones y tener efectos neuritogénicos.

Estudios previos han demostrado que ligandos del receptor SiglR evitan la muerte
neuronal asociada a excitotoxicidad por glutamato en modelos in vitro y en modelos in
vivo de isquemia cerebral (Nishikawa et al., 2000; Kume et al., 2002), por lo cual
decidimos probar si el agonista de SiglR, PRE084, ejercia neuroproteccion en explantes de
médula espinal sometidos a una lesion excitotoxica por glutamato. Ademas, como la via de
senalizacion de PKC ha sido implicada en la modulacion de la liberacion de dopamina y en
la homeostasis de Ca*" mediada por agonistas del SigIR, también evaluamos si PKC
estaba involucrada en los efectos observados de PRE084.

Por otro lado, como PREO84 estaba promoviendo elongacion de neuritas y
neuroproteccion, procesos en los que se ha descrito que se encuentra involucrado el factor

de transcripcion CREB, decidimos evaluar su participacion en tales efectos.

Los trabajos incluidos en esta seccion son:

Articulo 3. Selective Sigma Receptor Agonist PRE0O84 Promotes Neuroprotection and
Neurite Elongation Through PKC Signaling on Motoneurons

(Manuscrito)

Anexo V. Variacion de la viabilidad celular de los cultivos de ganglios de la raiz dorsal

tratados con PRE084, BD1063 y chelerythrine.

Anexo VI. Cambios en la expresion del receptor sigma-1 en organotipicos de médula

espinal.

Anexo VII. Los niveles de pCREB en explantes de DRG y cultivos organotipicos de

médula espinal no varian con el tratamiento de PRE084.
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ABSTRACT

Neuronal loss and interruption of axonal pathways are occurring after spinal cord injury.
This is initiated by the mechanical damage and propagated by secondary events that
include the fast rise of glutamate concentration and the subsequent over-activation of
glutamate receptors, triggering noxious processes to the cell. Excitotoxic processes are also
observed in degenerative diseases that involve motoneuron loss. Sigma-1 receptors (Sig-
IRs) are expressed in the CNS and their ligands have been shown to prevent neuronal
death associated to glutamate toxicity. In the present study, we used organotypic cultures
of spinal cord slices and dorsal root ganglia (DRG) explants to assess whether the agonist
of the Sig-1R, PREO084, protects the spinal cord against glutamate excitotoxicity and
promotes neurite elongation. The results showed that PRE084 exerted a bell-shape dose-
dependent protective response of the motoneurons, with a significative neuroprotection
obtained with 10 uM PREO084. PRE(084 also caused an increase in the length of neurites in
both motoneurons and neurons in DRG explants. Both effects were abrogated with the
addition of BD1063, an antagonist of Sig-1R, and the use of chelerythrine, a PKC pan-
inhibitor indicating that PKC is involve in the observed effects. These results suggest the

use of PRE084 as a neuroprotective agent for spinal cord damage.
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INTRODUCTION

Loss of motor functions following spinal cord injury (SCI) reflects the interruption of
axonal pathways and the loss of motoneurons (MNs) at the injured cord segments
(Collazos-Castro et al., 2005; Garcia-Alias et al., 2006). After SCI, neuronal death is
initiated by the mechanical damage and propagated by a cascade of harmful secondary
events that include posttraumatic ischemia, formation of free radicals and glutamate
excitotoxicity (Lu et al., 2000; Sekhon and Fehlings, 2001). Within minutes following SCI,
the concentrations of glutamate rapidly rise (Liu et al, 1991; McAdoo et al., 1999)
triggering the uncontrolled activation of glutamate receptors and the initiation of
deleterious processes leading to cell death. This glutamate excitotoxicity is a relevant
mechanism for MN degeneration (Lipton and Rosenberg, 1994), and it plays an important
role also in the neurodegenerative processes associated with motoneuron diseases such as
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) (Vajda, 2002). Several studies have pointed out the
importance of neuroprotective therapeutical approaches to reduce the loss of MNs after
traumatic injury (Nakajima et al., 2007; Teng et al., 1999), as well as in neurodegenerative
processes affecting the spinal cord.

Sigma-1 receptor (Sig-1R) is a brain-enriched endoplasmic reticulum (ER) protein (Alonso
et al., 2000; McCann and Su, 1990), highly expressed in MNs and neurons of the dorsal
horn in the spinal cord (Alonso et al., 2000) Sig-1R has been involved in several
physiological cellular events (Su and Hayashi, 2003), such as the regulation of inositol
1,4,5-triphosphate receptors (IP;R) and Ca2+ signalling at the ER (Hayashi et al., 2000;
Hayashi and Su, 2001; Hong et al., 2004), ion channels at the plasma membrane including
Kv1.4 channels and NMDA receptors and voltage-dependent Ca2+ channels (Aydar et al.,
2002; Hayashi and Su, 2001; Monnet, 2005). Ligands of Sig-1R have been shown to
prevent neuronal death associated with glutamate toxicity in vitro and on in vivo brain
ischemia models (Kume et al., 2002; Nishikawa et al., 2000; Takahashi et al., 1995)
although the mechanisms involved are little known.

By using organotypic cultures of spinal cord and of dorsal root ganglia we have analysed
the neuroprotective and the effects on neurite outgrowth of 2-(4-morpholinethyl)l-
phenylcyclohexanecarboxylate (PRE-084), a selective ligand of Sig-1R, and investigated
the signalling cascade involved. We have found that PKC signalling was involved in those

effects exerted by PRE084.
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MATERIALS AND METHODS

Organotypic spinal cord slice cultures

Organotypic slice cultures were prepared from Sprague Dawley rats of postnatal day 7 (P7)
using a modification (Guzman-Lenis et al., 2008) of previously described methods
(Rothstein et al., 1993) Briefly, pups were over-exposed to CO, and decapitated. The
thoracic segment of their spinal cord was removed and placed in ice-cold high glucose (6
mg/ml) Hanks balanced salt solution (HBSS) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Under sterile
conditions, meninges and roots were removed and the spinal cord was sectioned into 350
um slices with a Mcllwain Tissue Chopper (Gomshall, Surrey, UK). Up to 5 sections were
carefully transferred onto Millicell-CM (Millipore, Bedford, USA) culture plate inserts and
placed into a 6-well plate (Iwaki, Asahi techno glass, Chiba, Japan) containing 1.5 ml of
Neurobasal medium (Gibco, Grand Island, NY, USA) with 1X B27 (Gibco), 2 mM
glutamine, 6 mg/ml glucose and antibiotics (100 Ul/ml penicillin and 10 pg/ml
streptomycin), and incubated 24h at 37°C in 5% CO,. The following day, the medium was
changed to remove antibiotics and incubated for the next 6 days to stabilize the culture.
The medium was changed twice per week until 15 days in vitro (DIV). All procedures
involving animals were approved by the Ethics Committee of our institution, and followed

the European Communities Council Directive 86/609/EEC.

Excitotoxic injury

Two-week-old spinal cord slices were placed on modified Locke’s buffer (137 mM NaCl;
2.5 mM CaCly; 5 mM KCI; 5.6 mM D-Glucosa; 0.3 mM KH,PO4; 4 mM NaHCOs; 0.3
mM Na,HPOy; 0.01 mM Glycine; 10 mM Hepes) with 50 uM glutamate, and incubated for
30 min at 37°C in 5% CO,. We have previously shown that this concentration of glutamate
induces above 50% cell death in the spinal cord slices two days after the insult, when
compared with those submitted to long-term cold stress (4°C for 24h) (Guzman-Lenis et
al., 2008). After washing out glutamate traces with warm medium, the inserts were finally
transferred to warm-fresh medium with or without 2-(4-morpholinethyl)l-
phenylcyclohexanecarboxylate, PRE084 (Tocris, Ellisville, MO, USA), BD1063 (Tocris)
or Cheleritine (5 pM, Sigma) and incubated for 24 or 48h. Sham-control samples were

manipulated in the same way without the addition of glutamate.

Viability test
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Global cell death on cultured slices was assessed by cellular uptake of ethidium
homodimer-1 (EthD) (Live/Death viability assay, Molecular Probes Inc., Eugene, OR,
USA) after incubation with 1.5 uM EthD for 24h. EthD is a fluorescent probe whose
intensity rises up to 40-fold when binding to the DNA in damaged cells (Glazer et al.,
1990). Images were taken with the aid of a digital camera (Olympus C-5050) attached to a
fluorescence microscope (Olympus BX-70) using a 10x objective. The analysis was done
with the Image] software (U.S. National Institutes of Health) by adjusting the threshold
above the background. The integrated density was measured and used to calculate cell
death expressed as percentage of EthD uptake with the formula: % EthD uptake = (Dtreat /
Dmax) X 100, where Dtreat is the integrated density of the treated slice and Dmax is the
integrated density of the slice incubated at 4°C for 24h, which corresponds to 100%
cellular death (Adamchik et al., 2000).

DRG explant culture

The experimental procedure followed the protocol described by Kosacka et al. (2005). P7
rats were euthanized by over-exposure to CO; and decapitated. DRGs were isolated from
both sides of the spinal cord and collected in cold Hank’s solution with Ca**/Mg”". The
ganglia were treated with 0.1% collagenase (Sigma) at 37°C for 30 minutes to remove the
connective tissue, rinsed with Hank’s solution, placed on 13 mm coverslips coated with
0.01mg/ml poly-D-Lysine (Sigma) and 10% Vitrogen 100 (Collagen Corp, Palo Alto, CA,
USA), and incubated at 37°C for 30 minutes with 50 pl of culture medium (Neurobasal
medium plus B27 1X, 2 mM glutamine, 6 mg/ml glucose and antibiotics) to allow
attachment of the ganglia. Then the explants were covered with culture medium with or
without the different drugs and incubated in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37°C

for 3 days.

Immunohistochemistry

Cultured slices were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA), rinsed with phosphate-
buffered saline (PBS) and, after blocking with 3% bovine serum and 0.3% Triton X-100 in
0.1 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl at pH 7.4 (TBS), incubated with primary antibody overnight
at 4°C. Primary antibodies used were: SMI32 (Stenberger Monoclonals, Baltimore, MD,
USA) and anti-Sig-1R (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). DRG explants
were fixed with warm PFA (4%), rinsed with PBS and incubated with anti-BIII-tubulin
(TUJ1) (Covance, Berkeley, CA, USA) overnight at 4°C.
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Incubation with secondary antibodies Cy3 anti-mouse and Cy?2 anti-rabbit (Jackson, West
Grove, PA, USA) was made overnight at 4°C. After several washings, slices and DRG
explants were dehydrated and mounted with DPX (Fluka, Buchs, Switzerland).
Immunolabeled samples were observed with an Olimpus BX-51 epifluorescence
microscopy equipped with a digital camera, and processed with Photoshop (Adobe, San

Jose, CA, USA).

Neurite length assessment

When necessary, composite images were made with Photoshop to include the full extent of
neurite extension. The length of 20-30 neurites from each DRG explant was measured
using ImagelJ software. The length measured for each neurite was the distance from the end
of the neurite straight back to the DRG body radially (Deister and Schmidt, 2006). In the
spinal cord slices, the neurite length was measured following the neurite from the neuronal
body to its tip end, and it was done on at least 10 MNs per slice (n = 10-15). All the images

were analysed with the NeuronJ plugin of the ImageJ software

Statistical analysis

Each experimental condition contains spinal cord slices or DRG explants harvested on at
least three different days, with 4-5 slices for spinal cord organotypic cultures and four
animals for DRG explants used every day. Statistical analysis was performed with one-way
ANOVA and Bonferroni’s post-test for multiple comparisons using GraphPad Prism
version 4.0b for Macintosh (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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RESULTS

We first analyzed the expression of Sig-1R in the spinal cord organotypic culture by
immunochemistry. Sig-1R was present in ventral (Fig. 1A) as well as in dorsal horn
neuronal cells as confirmed by co-labelling with the neural marker PGP9.5 (Fig. 1B-D).
Within the neurons, Sig-1R was mainly localized in the soma, with the highest density
around the nucleus, and in minority along the neurites.

We assessed the potential of PRE084, a specific Sig-1R ligand, as neuroprotector against
glutamatergic excitotoxic damage induced to the spinal cord organotypic cultures by
measuring the amount of EthD uptake by the cells. As shown in figure 2, slices treated
with 50 uM glutamate presented an increase in EthD uptake of 49.2% compared with non-
injured slices (Fig. 2A, B). Addition of PRE084 to the damaged slices reduced the
percentage of EthD uptake by the cells in a dose-dependent manner, with a maximum
protective effect obtained at 50 uM PREO084 (reduction of EthD uptake to 27.3%) (Fig. 2
C-E, H). This effect was abrogated by the concomitant addition of a selective Sig-1R
antagonist, BD1063 (Fig 2F).

We also assessed the effect of PRE084 treatment on MN survival by counting the number
of SMI32-positive neurons in the ventral horns of the cultures. The number of surviving
MN s in slices subjected to excitotoxic damage decreased by 85% compared with control
slices (Fig. 3B, G). Treatment with PRE084 reduced MN death caused by glutamate with a
bell-shape dose-dependent response (Fig. 3C-E, G). The highest neuroprotection (83% of
MNs surviving) was obtained with 10 uM PRE084. Again, co-administration of the
antagonist BD1063 abolished this neuroprotective effect (Fig. 3F, G). Addition of PRE084
to non-injured slices did not affect EthD uptake nor the motoneuronal counts in the
organotypic cultures (data not shown).

Because we observed in non-injured PRE084-treated slices a larger bundle of knotted
axons than in untreated slices, we assessed whether the Sig-1R agonist might influence
neurite growth. MNs showed significantly longer neurites in slices treated with PRE084
than in controls (Fig. 4A-C, G). In DRG explants treated with different concentrations of
PREO84 the average length of the longest neurites was increased in comparison to
untreated DRGs (Fig. 4D-F, H). The maximal neurite length was achieved with 10 uM
PREO084, which increased from 1142 + 45 to 1553 = 48 um (36% increase) the neurite
length of sensory neurons (Fig. 4H). Again, the addition of BD1063 reverted the
neuritogenic effect of PRE084. PRE084 treatment did not affect neuronal cell survival in

the DRG cultures.
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Since PKC signalling pathway has been implicated in Sig-1R agonist modulation of
dopamine release and ER calcium homeostasis (Monnet et al., 2003; Nuwayhid and
Werling, 2003), we evaluated whether PKC was involved in the observed effects of
PRE084. We found that co-administration of a PKC pan-inhibitor, chelerythrine (5 pM)
abolished the increased neurite extension induced with PRE084 in both spinal cord slices
and DRG explants (Fig. 4G, H). Similarly, chelerythrine co-treatment partially reverted the
tissue protective effects exerted by PRE084 and completely prevented the MN protection
achieved by the Sig-1R agonist (Fig. 5). Although it has been reported that high doses of
the PKC inhibitor chelerythrine can trigger apoptosis through other PKC-independent
mechanisms (Yu et al., 2000), this does not seem our case since the doses used did not

produce significant MN death in the spinal cord slices (Fig. 5F).
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DISCUSSION

The results of this study show that the Sig-1R agonist PRE084 reduces the toxicity induced
by glutamate to spinal cord organotypic cultures and promotes the elongation of neurites of
both MNs and DRG neurons through PKC-mediated signaling.

Numerous studies have demonstrated neuroprotective properties of Sig-1R ligands in
animal models of cerebral ischemia (Goyagi et al., 2001; Goyagi et al., 2003; Harukuni et
al., 2000; Kume et al., 2002; Nishikawa et al., 2000; Takahashi et al., 1995). Although the
mechanisms involved are still unknown, several possibilities have been pointed out. Sig-
IR ligands affect both the influx and efflux of Ca®" in the cells through modulation of
intra-synaptosomal free Ca*" levels or of N-methyl-D-aspartate-induced Ca”" signalling
(Hayashi et al., 1995; Klette et al., 1997) or by its interaction with IPsR attached to the ER
to alter intracellular Ca** (Hayashi and Su, 2001; Hayashi and Su, 2007). Glutamate
excitotoxicity activates the influx of calcium into the cells, primarily by stimulating the
ionotropic glutamate receptors NMDA or AMPA/Kainate. The resulting increase in
intracellular Ca®" produces free radicals by acting on neuronal mitochondria, where it
activates calcium/dependent superoxide generating enzymes, or by activating neuronal
nitric oxide synthase (nNOS), which produces nitric oxide (Lafon-Cazal et al., 1993;
Urushitani et al., 1998). The modulatory action of Sig-1R agonists on the NMDA receptor
has been described as the cause of their neuroprotective effects on other excitotoxic
cellular models (DeCoster et al., 1995; Senda et al., 1998; Tchedre and Yorio, 2008).
However, in contrast to those experiments, we added the Sig-1R agonist to the cultures
with delay after the glutamate insult. Thus, it its unlikely that the observed neuroprotective
effects of PREO84 in our model are due to the simultaneous and direct interaction of Sig-
IR with NMDA receptor, although this interaction might be important during sustained
excitotoxic insults. The most probable mechanism of action of the Sig-1R ligand seems to
be targeting NMDA downstream events, considering that in our model most of the
citotoxicity is mediated through NMDA receptors (Guzman-Lenis et al., 2008). In this
regard, PKC activation is linked to inhibition of NMDA-stimulated downstream Ca*"
changes (Snell et al., 1994), and we have shown that this signalling cascade is necessary to
achieve neuroprotection by PRE084.

Another possibility to cope with the unbalance in Ca®" homeostasis may be by modulating
its efflux from different organelles. On the one hand, it has been described that Sig-1R can
interact with ankyrin in the ER membrane, which controls the intracellular sorting of Ca*"

homeostasis proteins such as the IP;R (Hayashi and Su, 2001). In front of specific stimulus
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such as bradykinin, that potentiates the efflux of Ca*" from the ER, Sig-1R agonists
promote the dissociation of the ankirin-IP;R complex enhancing this effect (Hayashi and
Su, 2001). More recently, it has been reported that Sig-1R acts as a ‘‘ligand-operated”’
chaperone that specifically targets mitochondrion-associated ER membrane (MAM).
Hayashi and Su (2007) found that Sig-1Rs form a Ca”**-sensitive chaperone machinery
with an ER-chaperon called BiP, and prolong Ca®* signaling from ER into mitochondria by
stabilizing IP;Rs at MAM. Thus, Sig-1R might act reducing Ca®" overload into the
different organelles promoting its redistribution. In this regard, PKC is involved in
facilitating mitochondrial Ca®" release. Thus, inhibiting PKC might block the loop of Ca**
redistribution triggered by Sig-1R agonist, which would account for the reduced
neuroprotection observed in our culture model when using a PKC inhibitor. Recently, Kim
et al (2008) published that PRE-084 and other Sig-1R ligands act dose-dependently
enhancing pNR1 expression mediated by PKC. The phosphorylation of this subunit
prevents the increase in NMDA receptor activity (Bickler et al., 2004). Again, since we
treated the spinal cord slices with the agonist after the overactivation of NMDA receptors
by glutamate, this mechanism is unlikely to mediate the neuroprotective effect observed.
Our results also show that PRE084 has a potent effect promoting neurite outgrowth on
both MNs of spinal cord slices and sensory neurons of DRG explants. It has been
previously described that some Sig-1R ligands, such as (+)-pentazocine, imipramine and
fluvoxamine, stimulated NGF-mediated neurite sprouting and growth on PC-12 cells
(Nishimura et al., 2008; Takebayashi et al., 2002). Our results support those reports but, in
contrast to the studies performed on PC-12 cells, we found a direct effect of the Sig-1R
ligand agonist without the addition of neurotrophic growth factor (NGF) to the media. We
have confirmed that PKC mediates also the effect of Sig-1R in enhancing neurite growth,
although we can not rule out that other cascades might be implicated, including
phospholipase C (PLC-c), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), p38MAPK, c-Jun N-
terminal kinase (JNK), and Ras/Raf/mitogen-activated protein kinase (MAPK) signalling
pathway (Nishimura et al., 2008).

In conclusion, the Sig-1R agonist PRE-084 seems a promising drug to be tested for the
treatment of SCI and other neurodegenerative diseases affecting the spinal cord in which
excitotoxicity plays a central role. In addition to its neuroprotective effects, PRE-084 has a
significant pro-regenerative action, thus offering an interesting combination of actions in
order to reduce neuronal damage and also to enhance regrowth of axonal pathways across

the lesion site.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Localization of Sig-1R in neurons of the spinal cord explants. A,
Microphotograph showing the ventral horn of a 15 DIV cultured spinal cord slice with Sig-
IR fluorescent immunoreactivity. Note the presence of the receptor in motoneurons
(arrow) and in other cell population, probably oligodendrocytes (arrow head). B-C, Images
of single labeled and merged microphotographs, showing co-localization of Sig-1R
immunoreactivity (B) with PGP9.5 neuronal labeling (C) of a spinal motoneuron. Scale

bars: 200pum in A and 20 pm in B-D.

Figure 2. Spinal cord slice neuroprotection mediated by PRE084. A-G, Representative
microphotographs digitized to show the degree of EthD uptake by whole spinal cord slice
cultures untreated (A), or exposed to glutamte (Glu) 50 uM (B-G) at 15 DIV. Some slices
were further exposed to different concentrations (1-50 uM) of PRE084 (C-E) or to a
combination of 50 uM PRE084 with 5 uM of the sigma receptor antagonist BD1063 (F)
after the insult. The percentage of EthD uptake was estimated with respect to the maximum
fluorescent obtained in slices submitted to 4°C overnight (G). H, Histogram representing
the percentage of EthD uptake in controls (C), in slices exposed to 50 uM glutamate alone
(G) or followed by the addition of different concentrations of PRE084 or PRE084 plus
BD1063 (n=16-32). * p<0.01, # p<0.01 vs control, ## p<0.001 vs control.

Figure 3. Organotypic spinal cord culture neuroprotection mediated by PRE084.
Microphotographs of ventral SMI32-positive motoneurons in control spinal cord slices
(CON) (A), after exposure to 50 uM glutamate (GLU) (B), to 50 uM glutamate followed
by addition of PRE084 at 1 uM (C), 10 uM (D) and 50 uM (E), or to a combination of
PREO84 10 uM and 5 uM BD1063 (ANT). Bar histogram showing the average number +
SEM of SMI32-positive neuronal cells surviving in the slices in the different conditions

(n=16-32) (E). * P<0.001, # P<0.01 vs control, ## P<0.001 vs control.

Figure 4. Representative microphotographs showing the neuritogenic effect of PRE084 on
spinal cord slices (A-C) and DRG explants (D-F). Cultures were untreated (A and D),
treated with PREO84 10 uM (B and E), and with PRE084 10uM and Chelerythrine (Ch) 5
uM (C and F). Histograms showing the average number + SEM of measured neurite length

in micrometers in (G) spinal cord slices motoneurons (n= 10-15; at least 10 MN neurites
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measured on each slice) and (H) in DRG cultures (n= 10-20; for each one DRG explant 20-

30 neurites were measured ). * p<0.01, ** p< 0.001.

Figure 5. Representative microphotographs showing the effect of the inhibition of PKC on
PREO84 treated slices. Left column, digitized representative microphotographs of
fluorescent rat spinal cord slices used to quantify the degree of EthD uptake, and Right
column, microphotographs of ventral SMI32-positive motoneurons in either control slices
(CON) (A), exposed to 50 uM glutamate (GLU) (B) or to 50 uM glutamate followed by
addition of PRE084 at 50 uM (C), or glutamate followed by addition of PRE084 50 uM
and Chelerythrine 5 uM (D). Histograms representing the percentage of EthD uptake
(n=16-32) (E), and the average number + SEM of SMI32-positive neuronal cells surviving
in the slices (n= 16-32) (F). * P<0.01 and # P<0.05, ## P<0.01 with respect to control

slices.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 4
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ANEXOV

Variacion de la viabilidad celular de los cultivos de ganglios de la raiz dorsal tratados

con PRE084, BD1063 y chelerythrine.

Para el ensayo de elongacion de neuritas se hicieron cultivos de neuronas de ganglios de la
raiz dorsal, tanto en explantes como disociados. Los explantes fueron utilizados para medir
el crecimiento de neuritas y los cultivos de neuronas disociadas, para evaluar el efecto de
los farmacos sobre la viabilidad celular. El ensayo con MTT mostr6 que los cultivos
neuronales tratados con el agonista del receptor sigma (PRE084), el antagonista (BD1063)
y el inhibidor de PKC (Chelerythrine), no tuvieron una disminucion significativa en la

viabilidad celular con respecto a los cultivos controles (no tratados con farmacos) (Fig 6).
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Figura 6. Los cultivos disociados de ganglio de la raiz dorsal fueron utilizados para cuantificar, con
el ensayo de MTT, la viabilidad de las células tratadas con las diferentes concentraciones de
PREO84 (1, 10 y 50 uM), BD1063 (ANT, 30uM) vy chelerythrine (Ch, 5uM). El promedio de las
lecturas obtenidas de los cultivos control (no tratados), fue tomado como el 100% de
sobrevivencia (linea a la altura del 100%), los demas valores fueron calculados con respecto a
éste.
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ANEXO VI

Cambios en la expresion del receptor sigma-1 en organotipicos de médula espinal

El aumento de los niveles de expresion del receptor sigma-1 en los organotipicos de
médula espinal fue cuantificado por Western blot. Se observo que el nivel de expresion de
la proteina aumentd en los cultivos lesionados con glutamato y en los explantes no
lesionados tratados con PRE084 10uM. Este aumento en la expresion del receptor en
respuesta a agonistas ha sido descrito en células PC12 y se ha relacionado con un aumento

en la generacion de neuritas (Hayashi y Su, 2001; Takebayashi et al., 2002).

Cc T T+P G G+P
Sig-1R — —— C—

ACtina | s i cm— —— ——

D N O W
1 1 1 ! ]
—

W A
1 L

Sig-1R/Actina
(veces de incremento)
4, ]
1

- N
1 L

o
L

Figura 7. El incremento de Sig-1R fue cuantificado por Western blot. Sobre el histograma se
observa un ejemplo representativo de la immunodeteccion. El tratamiento con PRE084, un
agonista del receptor sigma, durante 2 dias, aumenta los niveles de Sig-1R en los explantes de
médula espinal. La lesion excitotdxica con glutamato, también causa un aumento en los niveles del
receptor. En el histograma, cada columna representa los valores medios = SEM. * p < 0,001. C,

control; G, glutamato; T, controles sometidos a tampon de Locke.
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ANEXO VII

Los niveles de pCREB en explantes de ganglio de la raiz dorsal, y cultivos

organotipicos de médula espinal no varian con el tratamiento de PRE084

Los cultivos organotipicos y los explantes de DRG tratados con PRE084 fueron recogidos
en tampodn de lisis con azil de bromofenol al 0,01% (Tris-HCI 62.5 mM pH. 6.8, SDS 2%,
glicerol 10%, DTT 50 mM) y procesados para Western blot contra CREB y pCREB, con
el objetivo de determinar si CREB se encontraba involucrada en la mediacion de los

efectos observados con el tratamiento de PRE0&4.

Los explantes de DRG tratados con PRE084 no mostraron variaciones en los niveles de
pCREB en ninguno de los tiempos observados (5, 10, 30 y 60 minutos), aunque hubo un
ligero aumento, no significativo, a los 30 minutos de tratamiento con PRE084 (Fig. 8).
Este resultado nos estad indicando que CREB no estd mediando la mejora en la elongacion

de neuritas observada en los explantes con PRE084.
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Figura 8. Cuantificacion de los niveles de pCREB en explantes de DRG tratados con PRE084,
mediante Western blot. Se observa que no hay variacion en los niveles de fosforilacion de la
proteina a los 5, 10, 30 y 60 minutos después de haber sido tratados con PRE084 10 pM. Los
valores han sido calculados en funcién a los controles no tratados (0 min) y estan dados en
numero de veces de incremento con respecto a C. Tanto pCREB como CREB han sido normalizados

con respecto a la actina (n = 3- 6 para cada tiempo evaluado).
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Los cultivos organotipicos de médula espinal no lesionados y tratados con PRE084 no
mostraron cambios significativos en los niveles de pCREB (Fig. 9). De la misma forma, el
tratamiento con el agonista del receptor sigma de los organotipicos lesionados con
glutamato tampoco mostré variaciones significativas en los niveles de pCREB con
respecto al control no lesionado, ni a la lesién después de 1 hora (Fig. 10A), 2 horas (Fig.
10B) y 4 horas (Fig. 10C) de tratamiento (fig. 10, abajo). Estos resultados nos indican que
el tratamiento con PRE084 no induce un aumento en la activacion de CREB y que los
efectos neuroprotectores y de mejora en la elongacion de neuritas observados en los

explantes, no son ejercidos via CREB.
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Figura 9. Histograma de barras ensefiando las variaciones en la expresion de pCREB con respecto
a CREB en los cultivos organotipicos de médula espinal no lesionados (T) y tratados con PRE084
(T+P), en los tres tiempos evaluados. Cuantificacion hecha mediante inmunodeteccion por
Western blot. Las barras representan la media + SEM y estan indicando el nimero de veces del
aumento con respecto a C. Tanto CREB como pCREB han sido normalizados con respecto a la

actina (n = 3-6 para cada tiempo evaluado)
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10. Cuantificacion mediante Western blot de los niveles de pCREB en cultivos

organotipicos de médula espinal tratados con PRE084. Membranas representativas de las
inmunodetecciones de pCREB, CREB y Actina a 1 hora (A), 2 horas (B) y 4 horas (C) de

tratamiento. Abajo, histograma de barras mostrando las variaciones observadas en los niveles de

pCREB con respecto a CREB en los diferentes tiempos de evaluacion. Las barras representan la

media = SEM y estan indicando las veces de aumento con respecto a C. Tanto pCREB como CREB

han sido normalizados contra actina. C, cultivo control; T, cultivo control sometido a tampdn de

Locke por 30 minutos; G, cultivo lesionado con glutamato; G+P, cultivo lesionado con glutmato y

tratado con PRE084 (n = 3-6 para cada tiempo evaluado).
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DISCUSION

El proyecto de investigacion que abarca los resultados incluidos en esta memoria se ha
centrado en la implementacién y caracterizaciéon de un modelo de lesidon excitotoxica
basado en el cultivo organotipico de médula espinal de rata postnatal. El modelo ha
permitido realizar un analisis comparativo y evaluacion de la capacidad neuroprotectora de
diversos farmacos de potencial uso en clinica humana para lesiones traumaticas o procesos
neurodegenerativos que afecten la medula espinal. Asimismo, el modelo ha permitido
elucidar algunos mecanismos moleculares involucrados, aportando mayor conocimiento

para anticipar y predecir sus posibles efectos in vivo.

Cultivo organotipico de médula espinal

Los cultivos organotipicos de médula espinal han sido utilizados para estudiar varios
aspectos del desarrollo de circuitos neurales (Avossa et al., 2003) y se ha demostrado que
este tipo de cultivos mantiene una viabilidad y distribucion adecuadas de las distintas
clases de neuronas y células gliales (Stavridis et al., 2005). Los cultivos organotipicos son
un sistema ideal para el estudio de procesos celulares y moleculares del tejido neural
debido a que permiten una buena visualizacion, facil acceso en caso de intervencion
farmacologica, supervivencia celular relativamente prolongada, preservacion de Ia
organizacion neuroanatomica y de las interacciones entre células (Avossa et al., 2003;
Bernaudin et al., 1998; Delfs et al., 1989), comparado con los cultivos de células
disociadas.

El medio de cultivo empleado para mantener los organotipicos tiene importancia, no sélo
porque influye en el grado de supervivencia neuronal sino también para la diferenciacion
de las acciones de agentes exdgenos aplicados al mismo. En este sentido, la presencia de
suero en el medio de cultivo, aunque favorece en general la viabilidad de los cultivos
celulares, puede interferir con las respuestas celulares o tisulares a diferentes agentes y
farmacos administrados al cultivo. En particular, los modelos de neurotoxicidad inducida
por glutamato resultan muy sensibles a la presencia de suero en el medio, que aumenta
considerablemente las concentraciones de glutamato necesarias para conseguir efectos
toxicos. Medios libres de suero se han utilizado previamente en cultivos organotipicos de
médula espinal de origen embrionario de ratones (Baker y Janzen, 1989; Baker et al.,
1989), ratas (Lu et al., 2006) y pollos (Rosner y Vacun, 1997), aunque en estos estudios se
usaron geles de fibrina y codgulos de plasma para permitir la adhesion del explante, por lo
que la posible interferencia de estos substratos en los ensayos no puede descartarse. Otros

autores describen la utilizacion del medio con suero solo en la fase inicial del cultivo, de
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forma que la eliminacion del suero del medio sea gradual (Annis et al., 1990; Lu et al.,
2006). Esto puede obviarse, ya que se ha demostrado que la omision del suero no tiene
efectos adversos en la supervivencia ni en la morfologia de los explantes (Delfs et al.,
1989). En este trabajo hemos establecido con éxito el cultivo de explantes de médula
espinal de rata postnatal en un medio libre de suero y sobre insertos de membrana para
cultivo, las cuales obvian el uso de matrices de anclaje (Stoppini et al., 1991). Hemos
demostrado que el cultivo en estas condiciones permite mantener la integridad del tejido
neuronal (Evans et al., 1998), ya que preserva las caracteristicas estructurales de la médula
espinal de forma similar a los métodos en que se usa un medio de cultivo con suero.
Ademas, en el cultivo asi establecido se mantiene la supervivencia de un nimero de
motoneuronas espinales similar al descrito por otros autores que han usado diferentes
medios para cultivos prolongados de explantes de médula espinal de roedor, bien de
embriones o de neonatos (Rakowicz et al., 2002; Wetts y Vaughn, 1998).

Los cultivos organotipicos pueden ser preparados a partir de animales embrionarios o
postnatales. Estos ultimos son adecuados para cultivo ya que la citoarquitectura esta
establecida en la mayor parte del sistema nervioso central (CNS), evitandose la posible
distorsion de la organizacion del tejido que se observa en los de origen fetal, debido a que
en esta etapa la mayoria de las células nerviosas estan todavia en fase migratoria (Barber et
al., 1993; Gahwiler et al., 1997). Aunque es posible realizar cultivos organotipicos de
médula espinal en los que se conserva una buena morfologia e integridad estructural in
vitro a partir de ratones adultos (Krassioukov et al., 2002), no se ha podido obtener
resultados similares con ratas adultas, ya que a partir de los 12 dias de edad de los animales
los cultivos derivados muestran una menor viabilidad neuronal, calidad morfoldgica y
longevidad, comparados con los derivados de PO-P10. Estas ademas disminuyen a medida
que aumenta la edad le los individuos utilizados para el cultivo (Delfs et al., 1989;
Stavridis et al., 2005); por lo cual en este trabajo se realizaron los cultivos a partir de ratas
postnatales de 7 dias, de forma que no hay dependencia del 6rgano diana y no hay
disminucion en la viabilidad del tejido por la edad del animal. Se ha descrito que los
cultivos organotipicos de médula espinal contintian su desarrollo y maduran in vitro,
alcanzando caracteristicas celulares similares a las observadas en los correspondientes
explantes frescos de animales de mayor edad (Avossa et al., 2003; Baker y Janzen, 1989;
Baker et al., 1989; Barber et al., 1993; Crain y Peterson, 1963 y 1967; Delfs et al., 1989;
Peterson et al., 1965; Phelps et al., 2002; Stoppini et al., 1991). Nosotros hemos

demostrado que existen también una maduracion bioquimica en las motoneuronas
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particularmente al analizar los cambios que se producen en la composiciéon de los
receptores de NMDA (ver més adelante). No obstante, existen varias limitaciones
reconocidas de los cultivos organotipicos de médula espinal, en particular aquéllas
relacionadas con el estado axotomizado de las neuronas eferentes espinales de los
explantes (Bar, 2000) y, como en cualquier sistema de cultivo, el hecho de que la
organizacion y mecanismos celulares estudiados en cultivos a largo plazo pueden no tener
correlato con respuestas in vivo (Stoppini et al., 1991).

Un aspecto particularmente relevante de la edad del animal del que se obtiene el cultivo
organotipico radica en las variaciones de la respuesta y sensibilidad a agentes externos de
las neuronas. Asi, las motoneuronas inmaduras son criticamente dependientes, para su
normal desarrollo y supervivencia, de moléculas derivadas del musculo diana (Lowry et
al., 2001); a P7 esta dependencia del 6érgano diana se pierde, permitiendo el mantenimiento
de cultivos de explantes de médula espinal por periodos de tiempo relativamente largos sin
necesidad de anadir factores de crecimiento (Lowry et al., 2001; Rakowicz et al., 2002).
Aun asi, se observa que hay una disminucion en el nimero de motoneuronas viables entre
los 7 y 15 dias de cultivo, lo que se puede relacionar con la normal pérdida de neuronas
que ocurre durante el periodo postnatal in vivo (Baulac y Meininger, 1983; Bennett et al.,
1983; Rootman et al., 1981; Scarisbrick et al., 1990).

Se ha publicado que entre el 20% y el 80% de las motoneuronas se pierden en el periodo
postnatal, mayoritariamente en los 10 primeros dias (Baulac y Meininger, 1983; Bennett et
al., 1983; Scarisbrick et al., 1990). Esta pérdida de motoneuronas ha sido atribuida a
deficiencias en la técnica de marcaje con HRP (HorseRadish Peroxidase —peroxidasa de
rabano-), ya que las motoneuronas en ratas neonatas toman y transportan la HRP mas
eficientemente que las motoneuronas maduras (Nicolopoulos-Stournaras y Iles, 1983),
pudiendo afectar las comparaciones realizadas entre individuos de diferentes edades.
Ademas, el hecho de que el tejido conectivo y la capsula del huso muscular se encuentren
poco desarrollados, hace que exista poca resistencia a la difusion de retrotrazadores
(Haase, 1990; Rootman et al., 1981), lo que conlleva a un recuento mayor de
motoneuronas. Por otro lado, hay que tener en cuenta que durante las tres primeras
semanas postnatales se estdn retirando las terminales axdnicas supranumerarias de las
placas motoras, las cuales provienen de diferentes motoneuronas (Bennett et al., 1983;
Brown, Jansen, y Van Essen, 1976; Dennis et al., 1981). Se ha sugerido que estos axones
corresponden a neuronas que estan muriendo (Bennett et al., 1983) o, a ramas colaterales

que estan siendo retiradas por motoneuronas viables (Oppenheim, 1986). También se ha
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observado que las motoneuronas tienen ramas colaterales a nivel de la raiz ventral en ratas
neonatas (Fraher y O'Sullivan, 1989), y que hay una reduccioén del niimero de axones de
ésta en la primera semana postnatal (Bennett et al., 1983). Esto puede ser consecuencia de
una muerte neuronal (Bennett et al., 1983), o bien de la eliminaciéon de colaterales en la
raiz ventral (Bennett et al., 1986). De nuevo, la técnica de marcaje estaria jugando un papel
fundamental a la hora de registrar o no errores en el nimero de motoneuronas, ya que la
pérdida de una inervacion polineuronal no afectaria los resultados si el marcaje se realiza
en el nervio, antes de la ramificacion axonal.

En definitiva, en el periodo postnatal se estd observando una reduccioén en el nimero de
motoneuronas ya sea porque efectivamente se estd produciendo muerte de motoneuronas, o
por pérdida de axones colaterales originados por motoneuronas viables. Aln asi no se
puede descartar que esto se deba a errores en la difusion del marcador (Lowry et al., 2001).
Asi mismo, la disminucién en el nimero de motoneuronas observada en los explantes de
médula espinal del cultivo puede ser debida, o a un proceso similar al observado in vivo
durante la etapa postnatal, o a la pérdida de motoneuronas que sucede en todo cultivo a
medida que aumenta el tiempo in vitro (Delfs et al., 1989), pero el patron observado en
nuestros cultivos no corresponde a las muertes progresivas que han sido registradas
anteriormente (Liu et al., 2007; Rakowicz et al., 2002), ni a la muerte por axotomizacion
de las neuronas, que ocurre mayoritariamente a las 24 horas después de la lesion (Stavridis
et al., 2005), ni a una muerte por falta de factores troficos, ya que en ésta el 80% de las

motoneuronas muere en los tres primeros dias (Rakowicz et al., 2002).

Modelos de lesion

El modelo de lesion por contusion fue previamente descrita, para explantes de hipocampo,
por Adamchik y colaboradores (2000) (Adamchik et al., 2000) como un modelo de lesion
primaria en el que se simulaba una lesion por impacto como resultado de una contusion
craneal. Un modelo de lesion mecanica basado en organotipicos de medula espinal de
raton adulto fue desarrollado por Krassioukov y colaboradores (2002), pero éste es mas
comparable al descrito como modelo de lesion secundaria por Adamchik et al. (2000)
debido a que tiene una pequefia zona de lesion primaria (donde contacta la aguja del
impactor), y la zona de propagacion de la lesion corresponderia al resto del explante. Es asi
que nuestro modelo de lesion por contusion es un modelo de lesion primaria debido a que
la lesiébn mecdanica directa es realizada sobre la totalidad del explante, lo que permitiria la

evaluacion de la muerte celular por acciones mecéanicas y no como unico resultado de los
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mecanismos secundarios de propagacion de la lesion. Sin embargo, a pesar de la idoneidad
del método, su reproducibilidad técnica era muy baja debido a la disminucidn variable del
grosor de los explantes tras 15 dias de cultivo.

La seleccion de la lesion excitotoxica por glutamato en el modelo in vitro empleado en este
trabajo estd basada en las numerosas evidencias de que este aminodcido excitador se
encuentra involucrado en diferentes formas de dafio neuronal, tales como enfermedades
neurodegenerativas (Bruijn et al., 2004; Corona et al., 2007; Doble, 1999; Estrada Sanchez
et al., 2008; Salinska et al., 2005), lesiones mecénicas y por hipoxia del SNC (Arundine y
Tymianski, 2004; Benveniste et al., 1984; Benveniste et al., 1989; Schwartz et al., 2003; Yi
y Hazell, 2006). Concretamente, el aumento de los niveles de glutamato se ha descrito en
enfermedades que involucran a las motoneuronas espinales, como la ELA, en que la
excitotoxicidad se produce por acumulacion de glutamato en el espacio extracelular,
debido al mal funcionamiento del sistema de transporte de glutamato (Maragakis et al.,
2005; Rattray y Bendotti, 2006; Rothstein et al., 1992, 1993 y 1995), o como las lesiones
traumaticas de la médula espinal, en las que se observa un incremento en los niveles de
glutamato después del traumatismo debido a una excesiva liberacion del mismo (Liu et al.,
1991; McAdoo et al., 1999; McAdoo et al., 2000; Xu et al., 1998). El incremento en los
niveles extracelulares de glutamato conduce a la consiguiente sobreactivacion de sus
receptores, de tipo AMPA/kainato en lesiones excitotdxicas cronicas (Carriedo et al., 1996;
Carriedo et al., 2000; Couratier et al., 1993; Rothstein y Kuncl, 1995; Williams et al.,
1997) o de tipo NMDA en lesiones agudas como las lesiones traumaticas de la médula
espinal (Meldrum y Garthwaite, 1990; Regan y Choi, 1991; Urushitani et al., 2001). La
sobreactivacion de estos receptores esta asociada a un aumento citosélico de los niveles de
Ca®" llegando a concentraciones toxicas para la célula, produciendo trastornos en las
funciones metabdlicas, fosforilacion de multiples proteasas o lipasas y proliferacion de
especies reactivas de oxigeno (Ankarcrona et al., 1996; Bernaudin et al., 1998; Choi,
1987a; Dawson y Dawson, 2004; Kawasaki et al., 1997; Samdani et al., 1997; Wojda et al.,
2008).

El nivel basal de glutamato en el tejido medular de la rata oscila entre 15 y 21 uM ( Choi et
al., 1987; McAdoo et al., 1999), siendo diez veces menor en el tejido humano (Liu et al.,
1991). Estas concentraciones de glutamato se ven rapidamente aumentadas después de un
dafio mecénico, hasta alcanzar aumentos superiores al 350% en el sitio de la lesion (Panter
et al., 1990). Este pico maximo ocurre entre los 10 y 20 minutos después de haberse

producido el traumatismo (Panter et al., 1990) y se mantiene dentro del rango toxico
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durante més de dos horas (Liu et al., 1991). La méxima concentraciéon de glutamato se
localiza en el epicentro de la lesion, donde puede superar los 200 pM en roedores (Liu et
al., 1991; McAdoo et al., 1999; Xu et al.,, 1998), y tienden a disminuir en regiones
progresivamente alejadas del epicentro de la lesion (McAdoo et al., 1999). En este trabajo
con una concentracioén de glutamato que se encuentra dentro del rango fisiopatoldgico de la
lesion in vivo, generamos un dafio excitotoxico en el que se pierden el 90% de las
motoneuronas y el 60% del tejido medular. Esta concentracion es similar a la descrita
como nociva para cultivos de neuronas corticales y espinales (Brookes y Burt, 1980; Choi
et al., 1987; Choi, 1987b; Durkin et al., 1997; Lipton y Rosenberg, 1994; Yu et al., 2003).

La sensibilidad de las neuronas a la accion toxica del glutamato se incrementa con la
maduracion de las mismas (Brookes y Burt, 1980; Didier et al., 1990; Durkin et al., 1997).
En cultivos corticales se ha visto que glia y neuronas inmaduras son resistentes a la
toxicidad por glutamato (Choi et al., 1987) y que esta resistencia se va perdiendo a medida
que las células maduran (Nitecka et al., 1984). El aumento en la sensibilidad al glutamato
es debido a las diferencias en la expresion de los receptores de glutamato (Durkin et al.,
1997). En el caso de las motoneuronas, es la conformacion del receptor NMDA la que
determina la particular sensibilidad de éstas a estimulos excitotoxicos. El receptor NMDA
es hetero-oligomérico compuesto por una subunidad obligatoria NR1 y una subunidad
reguladora NR2 o NR3. La subunidad NR1 confiere las funciones esenciales del receptor
NMDA vy es expresada de forma ubicua en el SNC (Nishi et al., 2001). Las subunidades
reguladoras NR2A-D son moduladas espacial y temporalmente y son encargadas de
modificar las propiedades del canal tales como la cinética de las corrientes y la
conductancia (Kutsuwada et al., 1996; Meguro et al., 1992; Monyer et al., 1992;
Watanabe, Inoue, Sakimura, y Mishina, 1992) mientras que las subunidades NR3A-B
regulan la actividad del receptor de forma dominante negativa (Ciabarra et al., 1995;
Matsuda et al., 2002; Nishi et al., 2001; Sucher et al., 1995), produciendo una disminucion
en las corrientes inducidas por NMDA vy glutamato (Ciabarra et al., 1995; Das et al., 1998;
Matsuda et al., 2002; Nishi et al., 2001) y reduciendo la permeabilidad al Ca*’ (Matsuda et
al., 2002; Perez-Otano et al., 2001). Estas subunidades reguladoras, aunque muestran una
expresion mas limitada, son las responsables de la diversidad funcional del receptor (Nishi
et al,, 2001). Durante el periodo embrionario y el periodo postnatal temprano, las
motoneuronas expresan la subunidad NR2A, cuya expresion gradualmente decrece hasta el
final de la segunda semana postnatal en rata, coincidiendo con el inicio de la expresion de

la subunidad NR3B (Fukaya et al., 2005). La expresion de esta subunidad se encuentra
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restringida a motoneuronas somadticas en la médula espinal y cerebro adulto, y se
incrementa a lo largo del desarrollo postnatal hasta la etapa adulta(Fukaya et al., 2005;
Matsuda et al., 2003; Nishi et al., 2001). Se ha observado que de la expresion de esta
subunidad depende de la correcta maduracion del comportamiento motor (Niemann et al.,
2007; Prithviraj y Inglis, 2008). Este fendmeno del cambio de subunidades se ve replicado
in vitro en el cultivo organotipico descrito en este trabajo, observandose un descenso en la
expresion del mRNA de la subunidad NR2A y un aumento en la de NR3B a medida que el
cultivo madura. Este resultado sugiere que, a los 15 DIV el estado de madurez de las
motoneuronas resulta comparativamente similar al de ratas en edad de destete. Se cree que
el aumento de la subunidad NR3B en motoneuronas adultas, puede estar relacionado con la
vulnerabilidad al glutamato que se ha observado en estas neuronas, posiblemente por un
incremento en la cantidad de receptores NMDA presentes en la membrana citoplasmatica,
ya que en presencia de NR3B se incrementa la expresion de NR1 en membrana (Matsuda
et al., 2003). Ademas, los niveles de expresion de esta subunidad en la médula espinal
parecen estar modificando el curso de la muerte neuronal via excitotoxicidad por
glutamato en algunos trastornos neuronales como en la ELA o en lesiones isquémica
espinales (Matsuda et al., 2003), y estar interviniendo en la modulacion de la plasticidad
sinaptica en estados de desarrollo tardios y en la edad adulta (Matsuda et al., 2003;

Prithviraj y Inglis, 2008).

Agentes neuroprotectores

La reduccion de la pérdida de sustancia blanca es una efectiva estrategia para disminuir el
déficit funcional que resulta de una lesion traumatica de médula espinal, pero debe tener en
cuenta que este tipo de lesiones también causa la pérdida de la sustancia gris. A esta
pérdida de neuronas segmentales se le puede atribuir, parte del dafio funcional permanente
(Collazos-Castro et al., 2005; Teng et al., 1999). Por consiguiente, la preservacion del
parénquima medular no solo es importante para conservar la integridad o la reconexion de
las vias ascendenes y descendentes, sino también para asegurar la conservacion de las
motoneuronas e interneuronas a fin de evitar la pérdida de la inervacion de los musculos
diana que se origina de los segmentos medulares afectados.

La excitotoxicidad derivada por la anormal transmision de aminoécidos excitadores en el
SNC contribuye a la muerte neuronal en una variedad de desérdenes neurologicos agudos

y cronicos. Entre los diferentes tipos neuronales sensibles a la neurotoxicidad inducida por
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glutamato, las motoneuronas estdn esntre las mds vulnerables a insultos excitotoxicos
(Estevez et al., 1995).

Con el fin de bloquear el proceso excitotoxico se han desarrollado diversos farmacos
neuroprotectores que pueden limitar la extension del dafo tisular secundario y la muerte
neuronal (Doble, 1996). El modelo de lesion excitotdéxica por glutamato en cultivos
organotipicos de médula espinal de rata postnatal permite realizar un ensayo comparativo
de estos agentes neuroprotectores. Los ensayos en cultivos organotipicos reducen de forma
importante el tiempo de estudio y el numero de animales necesarios respecto a los estudios
en modelos in vivo.

En este trabajo hemos escogido algunos agentes neuroprotectores de particular interés por
su demostrada efectividad en una variedad de lesiones que involucran la excitotoxicidad o
su prometedora accion neuroprotectora para validar el método propuesto. Hemos evaluado
comparativemente la metilprednisolona (MP), el rolipram, el riluzol, el FK506, valproato
(VP), y la eritropoyetina (EPO), que se han empleado en estudios clinicos en humanos, el

fragmento C de la toxina tetanica y un agonista del SiglR, el PRE084.

La metilprednisolona (MP) es un glucocorticoide sintético extensamente usado como
agente farmacologico en lesiones experimentales del sistema nervioso central y como la
unica opcion actual para el tratamiento clinico agudo de las lesiones traumaticas de la
médula espinal (Baptiste y Fehlings, 2007). La neuroproteccion efectuada por este farmaco
en ensayos in vitro € in vivo se atribuye, en su mayor parte, a la reduccion de la
peroxidacion de lipidos producida por MP (Anderson et al., 1994). Se ha descrito ademas
que la MP reduce la expresion de la sintasa inducible de 6xido nitrico (Yu et al., 2004)
(Fig. 1) y la concentracion de eicosanoides en el tejido lesionado (Anderson et al., 1985;
Liu y McAdoo, 1993; Saunders et al., 1987), ademas de disminuir la liberacion de
glutamato (D. Liu y McAdoo, 1993), reducir la permeabilidad vascular (Xu et al., 1992) e
inhibir la expresion de TNF-a y otras citoquinas proinflamatorias (Gorio et al., 2005; Xu et
al., 1998b) (Fig. 1). Ensayos utilizando lazaroides (andlogos de MP que carecen de la
actividad glucocorticoide) contra lesiones producidas por glutamato han sido previamente
descritos (Kabadere et al., 2004; Monyer et al., 1990; Sureda et al., 1999), al igual que la
disminucién que ejerce MP en la inhibicion del sistema metabolizador de glutamato en
lesiones isquémicas de médula espinal en ratas (Wu et al., 2007), pero este ensayo es, hasta
donde sabemos, el primero en reportar que la metilprednisolona protege a la médula

espinal de una lesién excitotoxica causada por glutamato. La preservacion del tejido
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observada en nuestro ensayo frente a la excitotoxicidad concuerda con los resultados
hallados por Krassioukov y colaboradores (2002), que también observaron proteccion del

tejido después de una lesion mecanica por impacto en explantes de médula espinal tratados

/ /‘\;

Peroxidacién de lipidos
Liberacién
l Glutamato

Fluidez de membranas

Figura 1. La metilprednisolona (MP) esta ejerciendo su efecto neuroprotector principalmente
gracias a su efecto antioxidante, evitando la peroxidacion de lipidos, conservando asi la fluidez de
la membrana citoplasmatica. La preservacion de las membranas de las células endoteliales
previene un aumento en la permeabilidad vascular. Por otro lado MP también ejerce parte de su
neuroproteccion via receptor de glucocorticoides (GR), este actua inhibiendo la oxidasa de o6xido
nitico (NOS) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a), actuando directamente sobre la inflamacion,
disminuyendola. El GR también es responsable del aumento de expresion de c-Jun y c-Fos, y los
factores de transcripcion STAT5 y CREB, relacionados con supervivencia celular. La MP también

esta disminuyendo la liberacion de glutamato evitando la muerte excitotoxica.

Todos estos efectos contribuyen directamente a la preservacion de neuronas y del tejido
medular por estabilizaciéon y normalizacion de la funcién y fluidez de la membrana,
reduccion de la reactividad glial y preservacion de células endoteliales (Taoka et al., 2001).
Esta diversidad de efectos puede ser debida a las diferencias de relacion dosis-respuesta
encontradas en nuestro ensayo, segin las cuales la proteccion tisular es similar en las

distintas concentraciones de MP usadas, mientras que la proteccién de las motoneuronas
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presenta un pico de efecto a 0,1 pM de concentracion. Para explicar el conjunto de
resultados que hemos obtenido con MP (ver Fig. 1) podemos decir que protege el tejido
debido a su directa accion como estabilizador de membranas y agente antioxidante, y
protege directamente a las neuronas al actuar frenando los procesos inflamatorios e
intervenir sobre el metabolismo del glutamato reduciendo la muerte excitotdxica. Sin
embargo, a mayores concentraciones de MP, este puede causar una hiper-excitabilidad
neuronal debido a que es capaz de reducir la accion inhibitoria de GABA y de aumentar el

efecto excitador del glutamato (Foroutan et al., 1996).

El rolipram, inicialmente desarrollado como antidepresivo, es un inhibidor de la
fosfodiesterasa de tipo IV (PDE4) que ha mostrado efectos positivos en un ntimero de
procesos que involucran a la cascada de sefalizacion iniciada por el AMPc provocando
mejoria en los procesos de memoria (Bach et al., 1999; Barad et al., 1998; Bourtchouladze
et al., 2003), aumento del crecimiento de neuritas y de la regeneracion axonal en presencia
de inhibidores de mielina, y reduccion de la actividad glial (Nikulina et al., 2004). El
rolipram también se ha mostrado efectivo en procesos autoinmunes experimentales, tales
como la encefalomielitis alérgica experimental y la esclerosis multiple (Benveniste, 1997;
Block et al., 2001; Sommer et al., 1997).

La fosfodiesterasa hidroliza AMPc a AMP, por lo que su inhibicion mejora la senal de
CREB-CBP dependiente de AMPc (Beglopoulos y Shen, 2006) (Fig. 2). Entre las
fosfodiesterasas, la PDE4 representa el 70-80% de la actividad fosfodiesterasa en el tejido
nervioso (Nikulina et al., 2004; Sasaki et al., 2007). PDE4 regula la concentracion de
AMPc formado por estimulacion de los receptores NMDA (Suvarna y O'Donnell, 2002).
En el presente trabajo mostramos que la administracion de rolipram a 1-10 pM a explantes
de médula espinal lesionados con glutamato induce una significativa preservacion tisular y
un incremento en la viabilidad de las motoneuronas de un 50%. Chen y colaboradores
(2007) encontraron valores similares en neuronas corticales tratadas con 1 uM de rolipram
antes de inducir el dafio con glutamato aunque a diferencia de lo observado por nosotros,
obtuvieron un aumento en el grado de proteccion neuronal al aumentar las concentraciones
del farmaco. Nikulina y colaboradores (2004) mostraron en médula espinal, tanto in vitro
como in vivo, que rolipram era efectivo promoviendo la regeneracién axonal pero solo a
bajas concentraciones. Los distintos resultados obtenidos en estos estudios pueden ser
debidos a las diferencias existentes entre tipos de cultivos y al patron de tratamiento usado.

Finalmente, la necesidad de una mayor concentracion de rolipram para inducir la maxima
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'

Supervivencia celular y MNs

Figura 2. El Rolipram actta inhibiendo a la fosfodiesterasa de tipo IV (PDE4), produciendo un
aumento en los niveles de AMP ciclico (AMPc) y la subsiguiente activacion del factor de
transcripcion CREB que se encuentra realacionado con supervivencia neuronal y elongacion de

neuritas.

proteccion del parénquima coincide con las observaciones en cultivos de astrocitos y
microglia (Zhang et al., 2002) y de oligodendrocitos (Yoshioka et al., 2000) de que las
células gliales necesitaban de una alta concentracion de rolipram para obtener una

respuesta protectora.

Riluzol interfiere con la transmision glutamatérgica a nivel sinaptico (Benavides et al.,
1985; Cheramy et al.,, 1992) por un complejo mecanismo de accién que involucra el
bloqueo de los canales de Na" dependientes de voltaje (Hebert et al., 1994), el flujo i6nico
a través de los canales de NMDA, los canales de Ca*" dependientes de voltaje y los canales
de cloruro sensibles a volumen (Debono et al., 1993; Noh et al., 2000), y posiblemente
también interacciona con proteinas G (Doble et al., 1992). De acuerdo con esto, riluzol
bloquea la liberaciéon de glutamato (Cheramy et al., 1992) (Fig. 3) y ejerce efectos
neuroprotectores en modelos experimentales de enfermedades neurodegenerativas agudas
o cronicas, incluyendo isquemia (Malgouris et al., 1989; Noh et al., 2000; Pratt et al.,
1992). Ademas de la accioén inhibidora de diversos canales, el riluzol también posee
efectos antioxidantes que pueden implicar la inhibicion de la proteina quinasa C (PKC) y
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fosfolipasa A2 (PLA;) (Noh et al.,, 2000) e incrementar la expresion de factores
neurotroficos como BDNF, GDNF y NGF (Fumagalli et al., 2006; Katoh-Semba et al.,
2002) (Fig.3).

— - = i
/
L — - Canal Na*
f GDNF PKC NMDAr
fireEa

Estrés oxidativo

; !

Supervivencia de MNs

Figura 3. El riluzol puede inhibir los canales dependientes de voltaje de sodio (Canal Na*) y de
Ca** (VDCC), ademas de modular a los receptores AMPA (AMPAr) y NMDA (NMDAr). La
modulacion de los receptores NMDA es ejercida via PKC. Al inhibir PKC se inhibe NMDAr. La
inhibicion de éstos canales bloquéade la liberacion de glutamato. Riluzol también inhibe a la
fosfolipasa A, (PLA;), actuando sobre el proceso inflamatorio e inhibiendo estres oxidativo. Este
farmaco también es responsable de un aumento en los niveles de los factores neurotrdficos NGF,
BDNF y GDNF.

Los datos actuales muestran que bajas concentraciones de riluzol en explantes de médula
espinal lesionados previenen significativamente el dafio producido por glutamato a las
motoneuronas, lo que concuerda con lo publicado por Estevez y colaboradores (1995).
Ellos observaron en cultivos enriquecidos de motoneuronas espinales que concentraciones
de riluzol entre 0,1 y 1,0 uM prevenian la pérdida de motoneuronas inducida por glutamato

y NMDA, pero no la neurotoxicidad producida por AMPA y kainato. También se ha
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observado que a concentraciones de riluzol entre 1-10 uM hay un incremento significativo
en la capacidad de recaptacion de glutamato por los astrocitos (Frizzo et al., 2004). Esto
unido a la modulacion que ejerce el riluzol en los receptores AMPA/kainato (Doble, 1996;
Gilgun-Sherki et al., 2003), que también se encuentra en las células gliales (Yoshioka et
al., 1996; Noda et al., 2000; Matute et al., 2001; Brand-Schieber y Werner, 2003;
Newcombe et al., 2008), puede ser responsable de los efectos protectores sobre el

parénquima medular con 10 pM de riluzol que hemos encontrado en nuestro modelo.

La eritropoyetina (EPO), una hormona glicoproteica de 34 kDa, fue caracterizada
originalmente como el principal regulador de la eritropoyesis, sin embargo, hay evidencias
que indican que tiene también otros efectos. Una de ellas es que tanto EPO como su
receptor especifico, EPOR, son expresados en diferentes tejidos, incluido el sistema
nervioso (Digicaylioglu et al., 1995; Morishita et al., 1997; Nagai et al., 2001). Ademas,
ambas se han encontrado reguladas al alza en cerebros isquémicos (Bernaudin et al., 1999;
Sadamoto et al., 1998).

EPO puede prevenir lesiones neuronales tanto in vivo como in vitro en insultos causados
por hipoxia, estrés metabolico y excitotoxicidad en el sistema nervioso (Kontogeorgakos et
al., 2008; Montero et al., 2007; Sonmez et al., 2007; Villa et al., 2003; Won et al., 2007;
Yoo et al., 2008) . En nuestro ensayo se ha observado que el tratamiento con EPO ofrece
una proteccion significativa de las motoneuronas y del parénquima medular que se puede
atribuir a los diversos mecanismos de proteccion que pone en marcha la eritropoyetina.
Uno de estos mecanismos es la inhibicion de la expresion de IL-6 y TNF-a (Villa et al.,
2003). Se ha mostrado que TNF-a induce apoptosis en oligodendrocitos después de una
lesion de médula espinal (Scurlock y Dawson, 1999) y que IL-6 induce la expresion de la
sintasa de oxido nitrico (NO), y una produccién excesiva de NO causa disfuncion
mitocondrial. El NO también puede reaccionar con O, dando origen a peroxinitrito
(Beckman, et al., 1990), el cual induce muerte celular por apoptosis (Wen et al., 2002).
Genc y colaboradores (2006) mostraron que un posible mecanismo de proteccion de EPO
era la disminucion del NO producido por la sintasa inducible de NO. Digicaylioglu y
Lipton (2001) mostraron que, en efecto, la administracion de EPO protegia a las neuronas
de la muerte apoptodtica relacionada con la produccion de NO, pero no afectaba los niveles
de éste, lo que sugeria que la diferencia en el efecto de EPO sobre la sintasa inducible de
NO y la produccion del mismo puede ser dependiente y especifica del tipo celular (Genc et

al., 2000).
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Figura 4. La eritropoyetina (EPO) actla mediante su receptor especifico, el EPOR, el cual ejerce
su accion via activacion de la JAK2, activando las cascadas de respuesta STAT5, PI3k/Akt y
MEK/ERK. La activacion de ests vias inducen supervivencia celular, por inhibicion de la apoptosis,

cresimiento y proliferacion celular.

El agente EPO también puede ejercer neuroproteccion a través del cambio en la relacion
entre Bcl/Bax produciendo un aumento de la expresion de Bel-xp y promoviendo asi un
efecto anti-apoptdtico (Wen et al., 2002) (Fig. 4). Asimismo, la activacion de EPOR
previene la apoptosis a través de la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) por la tirosina
quinasa de Janus 2 (Jak2) (Fig.2). A través de esta via EPO protegeria a las neuronas
corticales de la apoptosis inducida por NO y excitotoxicidad (Digicaylioglu y Lipton,

2001). Se ha reportado que los efectos antiapoptoticos de NF-kB en neuronas involucran la

160



DISCUSION

activacion de Akt-1 y fosforilacion de Bad (Fig. 4), ademas de la regulacion al alza de Bcel-
xp (Chong et al., 2003; Chong et al., 2003b; Wen et al., 2002). La activacion de Akt-1
puede contribuir a la supervivencia neuronal por estabilizacion del potencial de membrana
mitocondrial, previniendo la liberacion del citocromo ¢ (Kennedy et al., 1999). Una vez el
citocromo c es liberado de la mitocondria, la entrada en accion de las caspasas asegura la
activacion de la muerte celular apoptdtica (Chong et al., 2002; Chong et al., 2003b)
induciendo fragmentacion del ADN y la exposicion de residuos fosfatidilserina (PS) de la
membrana (Chong et al., 2003; Chong et al., 2003b; Lin y Maiese, 2001; Mandal et al.,
2002; Mandal et al, 2005). EPO reduce la exposicion de estos residuos PS de la membrana
y suprime la expresion del receptor PS de la microglia, inhibiendo la activacién microglial
y evitando la fagocitosis de neuronas (Chong et al., 2003; Chong et al., 2003b; Kang et al.,
2003), lo cual mejora la recuperacion neurologica (Yatsiv et al., 2005). Al mismo tiempo
EPO induce la expresion de BDNF en células neuronales por un incremento de la entrada
de Ca™" por canales dependientes de voltaje y fosforilacion del factor CREB (Viviani et al.,
2005).

La neuroproteccion observada en nuestro ensayo, puede ser debida a un efecto directo de
EPO sobre las neuronas, ya que se ha descrito que después de una lesion se produce un
aumento en la expresion de EPOR en éstas (Bernaudin et al., 1999; Brines et al., 2000;
Digicaylioglu y Lipton, 2001; Grasso et al., 2005), excepto en lesiones con Kainato (KA),
en donde la disminuye (Won et al., 2007; Yoo et al., 2008). Ademas, la adicion de EPO
refuerza este aumento del receptor (Ghezzi y Brines, 2004), y el aumento de EPOR
mediado por EPO parece ser importante en la respuesta regenerativa en MNs (Yoo et al.,
2008). La interaccion EPO-EPOR rescataria a las neuronas de la muerte apoptotica, lo que
a su vez ayuda a atenuar la respuesta inflamatoria de las células gliales (Villa et al., 2003;
Yoo et al., 2008). También estaria disminuyendo la respuesta inflamatoria el efecto
supresor que ejerce EPO sobre el receptor PS (Chong et al., 2003; Chong et al., 2003b;
Kang et al., 2003). Finalmente, para ayudar a reforzar la supervivencia de neuronas, EPO

también aumenta la expresion de BDNF (Viviani et al., 2005).

El valproato (VP), un &cido graso ramificado de cadena corta, es un farmaco cominmente
usado para el tratamiento clinico del desorden bipolar y la epilepsia. Experimentalmente,
en modelos celulares de excitotoxicidad por glutamato, se ha descrito que protege las
neuronas corticales y células granulares del cerebelo (Hashimoto et al., 2002a; Kanai et al.,

2004); asi como en modelos de lesion por privacion de oxigeno/glucosa, (Kim et al., 2005)
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o de estrés del reticulo endoplasmatico, evitando la apoptosis a células C6, PC12 (Bown et
al., 2002; Hiroi et al., 2005) y neuronas hipocampales (Kim et al., 2005). La mayoria de
estos efectos neuroprotectores observados in vifro son obtenidos sélo mediante
pretratamiento con VP. En nuestros ensayos el VP fue adicionado a los cultivos
organotipicos inmediatamente después de haberse inducido la lesion excitotdxica,
produciendo un marcado efecto neuroprotector tanto en preservacion del parénquima
medular como en aumento de la supervivencia de motoneuronas. Los resultados aqui
reportados coinciden con aquellos obtenidos en modelos organotipicos de ELA tratados
con VP (Sugai et al., 2004). Ademdas las concentraciones efectivas de tratamiento se
encuentran dentro del rango terapéutico (0,3 — 0,6mM) (Williams et al., 2002).

La neuroproteccion ejercida por VP se considera que puede ser debida a la activacion de
factores de supervivencia celular como Akt (De Sarno et al., 2002), ERK(Yuan et al.,
2001) y CREB (Einat et al., 2003) (Fig. 5). Ademas, el VP puede inducir proteinas
citoprotectoras como Bcl-2 (Chen et al., 1999), Grp78 (Bown et al., 2002), BDNF
(Fukumoto et al., 2001), GDNF (Chen et al., 2006) y Hsp70 (Ren et al., 2004). Por otro
lado, VP inhibe la funcién de la GSK3a/f (Kim et al., 2005) y de la desacetilasa de
histonas (HDAC) (Gottlicher et al., 2001; Phiel et al., 2001) (Fig. 5). La inhibicién de la
HDAC causa hiperacetilacion de histonas. La acetilacion o desacetilacion de la cola N-
terminal de las histonas altera la interaccion entre éstas y el DNA de la cromatina
remodelandola (Hsieh et al., 2004), siendo este un paso importante en la regulacion de la
expresion génica (Hsieh y Gage, 2005). En general, la hiperacetilacion se encuentra
asociada con la activacion transcripcional, mientras que la hipoacetilacion con la represion.
Esta inhibicion de la HDAC hiperacetila a la histona 3 (H3) en el promotor de la o-
sinucleina aumentando la actividad del promotor e induciéndola (Leng y Chuang, 2006) y
la induccién de la a-sinucleina por VP ejerce un papel importante en contra de la
excitotoxicidad por glutamato (Leng y Chuang, 2006). VP también induce crecimiento de
neuritas al incrementar los niveles de GAP-43 gracias a la activacion del factor de
transcripcion AP-1 (Skene, 1989) via activacion de ERK y fosforilacion e incremento de c-
Jun (Yuan et al., 2001).

Dado que se trata de un fArmaco multidiana, resulta dificil poder sugerir cual es la diana
mas probable en nuestro modelo para explicar la neuroproteccion que observamos. Una
explicacion posible puede encontrarse en la inhibicion de la HDAC que activa CREB y
promueve la acetilacion de factores de transcripcion como NF-kB (Quivy y Van Lint,

2004; Ryu et al., 2005; Gerritsen et al., 1997), produciendose un aumento de los niveles de
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GDNF (Feng et al., 2008; Rouaux et al., 2007), BDNF, Bcl-2 y demas genes pro-
supervivencia dependientes de CREB (Impey et al., 2004; Li et al., 2008; Rouaux et al.,
2007), y de Bcl-xL y otros genes dependientes de NF-kB (Li et al., 2008; Nakano et al.,

2006) (Fig. 5).

Hiperacetilaciéon H3

!

f a-sinucleina

GRP78

GAP43 Bel-xL

f
f GDNF
f

HSPT70

Figura 5. EL efecto neuroprotector del valproato (VP), es ejercido principalmente por la inhibicion
de la acetilasa de histonas (HDAC), la cual esta realacionada con la regulacion al alza de la o-
sinucleina, las chaperonas GRP78 y Hsp70, el factor neurotréfico GDNF y el factor de
transcripcion CREB, este Ultimo por medio de la activacion de Akt. VP también esta activando ERK,
aparentemente de una forma no relacionada con la inhibicion de la HDAC. La activacion de ERK
lleva a la activacion de c-Fos y c-Jun , las cuales dimerizan para formar el factor de transcripcion

AP1. ERK también activa al factor de transcripcion NF-kB.
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Lo anteriormente descrito podria explicar su efecto neuroprotector sobre las motoneuronas
en nuestro modelo organotipico de lesion excitotdoxica. Ademas VP también actlia sobre las
células gliales, promoviendo proliferacion de astrocitos (Tsai et al., 2008) y el incremento
de la expresion de BDNF y GDNF (Chen et al., 2006; Wu et al., 2008), lo que lleva a un
efecto neurotréfico y protector indirecto de éstas células hacia las neuronas. Finalmente,
se conoce que el VP puede ejercer una efecto pro-apoptético sobre las células microgliales
(Peng et al., 2005; Chen et al.,, 2007) reduciendo asi la respuesta inflamatoria que

facilitaria la neuroproteccion tal y como sugieren Rossi y colaboradores (2006).

Otro de los agentes analizados en nuestro estudio ha sido la region C terminal de la
cadena pesada de la toxina tetanica (TeTx-Hc) que por sus caracteristicas y sus
interacciones moleculares se esperaba que pudiera tener un efecto neuroprotector en los
explantes de médula espinal. La TeTx-Hc se ha utilizado principalmente como vehiculo de
entrega para proteinas exdgenas a motoneuronas del SNC (Benn et al., 2005; Larsen et al.,
2006) con prometedores resultados, gracias a que TeTx-Hc no es toxica (Bizzini et al.,
1977) y su unidn a neuronas es altamente especifica (Bordet et al., 2001; Coen et al., 1997,
Dobrenis et al., 1992). La TeTx-Hc administrada de forma intramuscular o intravenosa es
captada por las motoneuronas espinales en las terminales axonales localizadas en la union
neuromuscular (Bizzini et al., 1977; Fishman y Carrigan, 1988; Weller et al., 1986) y llega
a neuronas de orden superior del SNC, gracias al transporte retrogrado y a la transferencia
transinaptica (Coen et al., 1997).

TeTx interactia con la membrana a través del fragmento Hc. Esta interaccion con la
superficie neuronal requiere de un complejo receptor formado por una o mas proteinas
ancladas a glucosilfosfatidilinositol (Herreros et al., 2001; Munro et al., 2001) y los
polisialogangliosidos GD1b y GT1b (Habermann y Dreyer, 1986; Lalli et al., 2003b), los
cuales han sido descritos como activadores de los receptores de neurotrofinas Trk e
inductores de la fosforilacion de ERK (Duchemin et al., 2002). TeTx-Hc usa los mismos
compartimientos de transporte neuronal que el NGF y el receptor de neurotrofinas
p75NTR (Deinhardt et al., 2006; Lalli y Schiavo, 2002), ademas de ser sensible a BDNF y
en menor grado a NT-4 (Roux et al., 2006). Varios trabajos (Chaib-Oukadour et al., 2004b;
Gil et al., 2000; Gil et al., 2001; Gil et al., 2003) han descrito que TeTx-Hc induce la
fosforilacion de los receptores Trk y la generacion de Diacilglicerol (DAG) via activacion
de fosfolipasa C (PLC), con la subsiguiente activacion de PKC (Fig. 6). También induce la
fosforilacion de Raf, MEK1/2, ERK1/2 y p90Rsk, ademas de la induccion de la via
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PI3K/Akt, la cual se encuentra asociada a la supervivencia celular bajo estrés (J. Yuan y

Yankner, 2000).

TrkB rkA

CaM kinasas

Sobrevive Tﬁﬁ\.ﬁﬂhﬁg 'y de MNs

Figura 6. La region c terminal de la cadena pesada de la toxina tetanica (TeTx-Hc) podria estar
interactuando de alguna forma con los receptores de neurotrofinas TrkA y TrkB. TeTx-Hc actla a
través de la activacion de las cascadas PI3K/Akt, MEK/MAPK y PLCy/PKC, induciendo

neuroproteccion y posiblemente elongacion de neuritas.

Junto a esto se ha publicado un incremento en la fosforilacion de CREB y una inhibicion
en la actividad de caspasa 3. Asi, la activacion de los receptores Trk por parte de la TeTx-
Hc conduce a la activacion de al menos tres cascadas de forma paralela, PI3K/Akt,
MEK/MAPK y PLCy/PKC, las cuales se ha descrito que son activadas en neuronas tras la
adicion de neurotrofinas (Kaplan y Miller, 2000).

En nuestro modelo la TeT-Hc esta protegiendo a las MNss, tal y como se esperaba por las
cascadas que han sido reportadas que activa (Fig. 6) y su aparente interaccion con los

receptores de neurotrofinas.
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En un siguiente trabajo buscamos evaluar los efectos neuroprotectores de FK506 en el
modelo in vitro de lesion excitotoxica y elucidar parte de su mecanismo de accion. FK506
o tacrolimus es un potente inmunosupresor que ejerce su actividad mediante la unién a
inmunofilinas, llamadas proteinas de uniéon a FK506 o FKBPs (Udina y Navarro, 2002).
Ademas de la funcion que ejerce sobre el sistema inmune, FK506 también tiene efectos
neurotroficos que incluyen la estimulacion del crecimiento axonal (Fig. 7) y mejora de la
recuperacion funcional después de lesiones de nervio periférico y médula espinal (Gold,
1999; Guo et al., 2001; Lopez-Vales et al., 2005; Navarro et al., 2001; Price et al., 2003;
Sulaiman et al., 2002; Udina et al., 2004; Voda et al., 2005).

FK506 ejerce su efecto via uniéon a FKBP12 y subsecuente inhibicion de la calcineurina
(Gold et al., 2004; Udina y Navarro, 2002) o por uniéon a FKBP52, que se une a Hsp90, la
cual se une a p23 y al receptor esteroideo para formar el complejo receptor (Gold y
Villafranca, 2003b). Es por ésta ultima via, la de FKBP52, que FK506 ejerce
principalmente su accién neurotrofica (Gold et al., 1999; Gold, 1999; Gold, 2000). El
efecto neuroprotector que ejerce FK506 contra la excitotocicidad por glutamato se ha
atribuido a una reduccion de la toxicidad mediada por NO, via inhibicion de la calcineurina
(Dawson et al., 1993) (Fig. 7), sin embargo no se ha detectado una reducciéon prominente
de los niveles de NO en ensayos in vivo (Sasaki et al., 2004). Actualmente se cree que el
efecto neuroprotector observado en SNC es en su mayoria ejercido via FKBP52, que
induce Hsp70 (Gold y Villafranca, 2003b; Gold et al., 2004) (Fig. 7). Nuestras
observaciones sustentan lo anterior, debido a que el efecto neuroprotector obtenido con
FK506 no fue obtenido al usar ciclosporina A, un inhibidor de la calcineurina (ver Articulo
2). En nuestro trabajo observamos que FK506 ejerce un efecto protector del parénquima
medular con una relacion dosis-respuesta similar a las reportadas anteriormente (Udina et
al., 2002; Wang et al., 1997), en las que dosis altas comprometen la viabilidad de neuronas
y glia (Zawadzka y Kaminska, 2003). Nuestras observaciones indican que no hay
induccion temprana de Hsp70 en motoneuronas y que ¢ésta s6lo se produce tras un
tratamiento cronico con FK506. Por el contrario, hallamos una prominente activacion de
Hsp70 en la microglia de los cultivos sometidos a excitotoxicidad y una disminucion de
esta expresion como respuesta al tratamiento con FK506. La regulacion de esta chaperona
en la microglia parece ser la responsable del efecto neuroprotector observado en el
parénquima medular, ya que Hsp70 regulada al alza y mantenida durante el tiempo con

geldanamicina no induce el efecto neuroprotector observado con FK506 (ver Articulo 2).

166



DISCUSION

Citoesqueleto

Figura 7. FK506 ejerce su efecto neuroprotector posiblemente por la interaccion con dos
inmunofilinas, la FKBP12 y la FKBP52. La union de FK506 con FKBP12 induce la inhibicion de la
calcineurina, la cual inhibe a la sintasa de 6xido nitrico y a Bad. Que Bad permanezca fosforilado
permite la interaccion con la proteina 14-3-3. Ella impide que Bad secuestre a Bcl-2, evitando que
Bcl-2 realice su funcion antiapoptoética. En la membrana mitocondrial externa, Bcl-2 puede unirse
a la proteina pro-apoptotica BAX, evitando que ésta forme monopolimeros que producen un poro
en la membrana mitocondrial, permitiendo la liberacion del citocromo c. FKBP52 interactlia con
Hsp90 (FKBP52 hace parte del complejo que soporta y conforma el receptor esteroide, el cual esta
unido a FKBP52, HSP90 y p23). FK506 al unirse con FKBP52, provoca la activacion de Hsp70 por
accion de Hsp90. Hsp70 inhibe a la quinasa n terminal de c-Jun (ONK), la cual fosforila a 14-3-3
haciendo que se separe de BAX, dejandolo libre. 14-3-3 se une a BAX inhibiendolo, evitando su
traslocacion a la membrana mitocondrial externa. Hsp90 también activa al factor de trascripcion
AP1, via activacion de ERK. AP1 induce la expresion de GAP43, participando en el crecimiento de

neuritas. FKBP52 también interactia directamente con microtibulos y microfilamentos.

La expresion de esta chaperona en la microglia de los explantes lesionados se debe a que la
produccion de citoquinas genera una regulacion al alza de Hsp70 (Barrow y Dasu, 2005;

Fincato et al.,, 1991) y son estas células las principales productoras de las citoquinas
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proinflamatorias TNF-a e IL-1B8. De esta tltima se observo un aumento después de la
lesion con glutamato y una disminucion tras el tratamiento con FK506, resultado que se
corresponde con el reportado anteriormente para lesiones de isquemia cerebral, en donde
también disminuia la expresion de IL-18, IL-6 y TNF-a en animales tratados con FK506

(Zawadzka y Kaminska, 2005).

En el tercer trabajo evaluamos los efectos neuroprotectores de PRE084, un agonista
especifico del receptor sigma 1 (SiglR) (Su et al., 1991) en el mismo modelo de lesion
excitotoxica por glutamato. PRE084 ha sido utilizado previamente en modelos de isquemia
y estrés oxidativo en retina (Bucolo y Drago, 2004; Bucolo et al., 2006), isquemia cerebral
(Schetz et al., 2007; Shen et al., 2008; Vagnerova et al., 2006) y toxicidad por beta-
amiloide (Marrazzo et al., 2005; Meunier et al., 2006), observandose en todos ellos un
efecto neuroprotector. Estudios farmacologicos han demostrado la existencia de al menos
dos subtipos de receptores sigma, el sigma 1 y el sigma 2 (Quirion et al., 1992). Se ha
descrito que SiglR posee cualidades antiapoptoticas y el Sig2R proapoptéticas (Bucolo et
al., 2006). Ambos receptores se encuentran distribuidos diferencialmente en muchas
estructuras del SNC, apareciendo concentrados en areas del tronco encefalico involucradas
en funciones motoras, estructuras limbicas, algunas areas sensoriales y en varias asociadas
con funciones endocrinas (Alonso et al., 2000; Gundlach et al., 1986). El SiglR en la
médula espinal se encuentra expresado en la materia gris, especialmente en neuronas de las
capas superficiales del asta dorsal y en motoneuronas del asta ventral (Alonso et al., 2000);
esta distribucion coincide con la que nosotros observamos en los cultivos organotipicos de
médula espinal. La neuroproteccion ejercida por los ligandos del SiglR frente a lesiones
del SNC y en procesos neurodegenerativos puede deberse a diversas acciones, que
incluyen la modulacion que ejercen sobre los receptores NMDA (Lobner y Lipton, 1990;
Lockhart et al., 1995), atenuacién del flujo postsinaptico de Ca®" evocado por glutamato
(DeCoster et al., 1995; Klette et al., 1995) y regulacion de las concentraciones
intracelulares de Ca*" (Monnet, 2005), reduccién de la produccion de NO, mediante la
inhibicion de la sintasa de NO (Goyagi et al., 2001; Lesage et al., 1995), disminucién de la
acumulacion de glutamato (Shen et al., 2008) y conservacion de los niveles de bcl-2 y
reduccion de la expresion de Bax (Tchedre y Yorio, 2008; Yang et al., 2007) (Fig. 8).
Ademas de la neuroproteccion, se ha reportado que agonistas del receptor sigma 1 mejoran

el crecimiento de neuritas inducido por factores de crecimiento (Takebayashi et al., 2002)
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Figura 8. PRE084 es un ligando especifico del receptor sigma-1 (SigiR). Se cree que SigiR es un
receptor intracelular debido a que se encuentra ligado a la proteina de anclaje ankirina (ANK) junto
al receptor IP3 (IP3R) del reticulo endoplasmico (RE), ayudandola a modularlo. La union del
ligando a SiglR permite la traslocacion del complejo ANK- SigiR a la membrana plasmatica,
donde ayuda a modular al receptor NMDA (NMDAr). La accion sobre el NMDAr causa la inhibicion
de la sintasa de oxido nitrico (NOS), con la subsecuente reduccién en los niveles de NO que

ayudan a la supervivencia celular al igual que la activacion de la PKC.

(Fig. 8), por lo que se cree que las remodelaciones estructurales, como crecimiento de
neuritas y cambios en las espinas dendriticas, que se observan con farmacos antidepresivos
pueden estar siendo modulados via SiglR (Takebayashi et al., 2002; Takebayashi et al.,
2004). Ademas, este crecimiento de neuritas ha sido relacionado con el incremento en la
expresion del receptor sigma 1 (Hayashi y Su, 2001; Takebayashi et al., 2002), el cual
también hemos  observado en nuestros cultivos. Sin embargo, Takebayashi y
colaboradores (2002) sugirieron que el efecto neuritogénico de los ligandos de SiglR
actuaban en coordinacion con la adicion de NGF en el cultivo de células PC12,
incrementando los niveles del receptor NGF, y no pudieron observar los efectos de los
ligandos sigma per se. Nuestros resultados demuestran que el PRE084, agonista de SiglR,
promueve una mayor elongacion de neuritas fuera de ejercer un efecto neuroprotector
sobre las motoneuronas (ver Articulo 3). Ademds, hemos descubierto que si bien ambos

efectos estan mediados por PKC, no parecen estar producidos por un subsiguiente aumento
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en la fosforilacion de CREB que previamente se ha involucrado en el crecimiento de
neuritas (Cheng et al., 2002; Das et al., 2004). La relacion SiglR con PKC habia sido
previamente sugerida (Morin-Surun et al., 1999; Novakova et al., 1998) y relacionada con
procesos como la liberacion de dopamina mediada por NMDA (Nuwayhid y Werling,

2003) y la potenciacion de flujos de Ca>* (Monnet et al., 2003).

En los ensayos realizados en este trabajo, la mayoria de los agentes probados atenuaron en
mayor o menor grado la pérdida de motoneuronas y de parénquima medular ante la lesion
excitotoxica de explantes de médula espinal. En la Tabla 2 se resume el grado de
neuroproteccion de forma comparativa para los diversos fdrmacos ensayados, destacando
que riluzol y PRE084 son los que muestran un mayor efecto neuroprotector general. Para
la translacion a estudios in vivo, cabe sin embargo, tener en cuenta también los posibles
efectos secundarios que estos farmacos pueden tener, asi como la relacion dosis-efecto.

Para estudios in vivo VP, riluzol y PRE084 resultan interesantes debido a los altos niveles
de proteccion de MNs y parénquima medular obtenidos con ellos. Riluzol y VP son
actualmente ultilizados en pacientes con ELA, siendo el riluzol el Uinico que incrementa la
supervivencia de estos pacientes. Se ha observado en evaluaciones preclinicas que un
tratamiento prolongado con riluzol disminuye la viabilidad en células no lesionadas
(Estevez et al., 1995). Por el contrario, la administracion de VP no reduce
significativamente la viabilidad, pero en ensayos in vivo es capaz de disminuir la
temperatura corporal (Unalp et al., 2008). PRE084, como algunos de los farmacos
antidepresivos disponibles en el mercado, actia via SiglR y la activacion de estos
receptores en la médula espinal ha sido relacionada con la facilitacion de la transmision del
dolor, mejorando la respuesta nociceptiva (Kim et al., 2008). Otro farmaco que resulta
atractivo para usar en ensayos in vivo es la TeTx-Hc en combinacién con algun farmaco
que aumente la expresion de BDNF, como EPO, VP y riluzol, ya que BDNF facilita la
accion de TeTx-Hc (Roux et al., 2006). Ademds, con estas combinaciones también se
induciria proteccion del parénquima medular, ya que EPO incrementa el nimero de
precursores de oligodendrocitos (Vitellaro-Zuccarello et al., 2007; Zhang et al., 2005) y
promueve la la formacion de sus procesos (Sugawa et al.,2002), contribuyendo a la
restauracion de la densidad de la mielina; pero EPO no hace mas permisivo al crecimiento
axonal el microambiente de la zona de la lesion (Viterallo-Zuccarello et al., 2007), ademas

de la restringida ventana de accion (Bines et al., 2000; Cherian et al., 2007) (Ver Articulo
1).
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Tabla 2. Porcentaje de conservacion del tejido y de motoneuronas en los explantes de

médula espinal con cada uno de los agentes neuroprotectores ensayados en el modelo de

lesion excitotdxica.

% MN % Tejido
Concentracion viables Preservado Promedio
PREO0O84 |1 242 72,6 48,4
(uM) 10 88,5 80,2 84,4
50 52,7 88,7 70,7
RIL 0,1 65,2 30,4 47,8
(UM) 1 85,4 90,6 88,0
10 74,8 100,0 87,4
100 45,1 78,3 61,7
VP 0,01 33,8 68,7 51,3
(mM) 0,06 88,8 73,7 81,3
0,6 84,6 85,3 85,0
EPO 0,15 31,0 71,0 51,0
(U/ml) 0,75 50,8 60,1 55,5
1,5 71,8 72,8 72,3
7,5 77,9 60,9 69,4
MP 0,01 37,4 73,9 55,7
(UM) 0,1 92,1 78,1 85,1
1 74,6 71,8 73,2
10 69,5 67,4 68,5
100 43,2 73,1 58,2
ROL 0,1 36,1 40,0 38,1
(UM) 1 50,0 75,0 62,5
10 45,1 84,4 64,8
100 31,8 22,1 27,0
FK506 50 11,8 67,5 39,7
(nM) 100 13,2 80,7 47,0
0,1 33,7
TeTx-He |1 71,1
(nM) 10 62,6
100 42,2
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En busca de la regeneracion axonal en lesiones medulares, tal vez el uso de rolipram para
sobreponerse a las sefiales de inhibicion del crecimiento (Chen et al., 2007; Sasaki et al.,
2007; Hannila y Filbin, 2008), junto con un firmaco que favoresca la elongacion de
neuritas como PRE(084, podria ser buena estrategia, aunque rolipram puede causar

inmunosupresion (Nikulina et al., 2004).
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* El cultivo organotipico de médula espinal de rata postnatal (P7-8) en medio neurobasal
sin suero permite la supervivencia de motoneuronas y de células gliales, y la preservacion
tisular de forma similar al cultivo en medio estandar con suero; sin embargo, a los 10 DIV

de cultivo el nimero de motoneuronas sobrevivientes resulta mayor en el medio sin suero.

* Los cultivos organotipicos de médula espinal presentan un aumento de la subunidad
NR3B del receptor NMDA similar a la que se produce in vivo entre P7 y P22 en las

motoneuronas.

* La adicién de glutamato 50 uM en el medio de los cultivos organotipicos de médula
espinal es suficiente para producir una lesion de tipo excitotoxico en los explantes. Esta
lesion es mediada principalmente por los receptores NMDA y parcialmente por los
receptores AMPA, observandose una pérdida superior al 90% de las motoneuronas y del

50% en el parénquima medular.

* Se ha desarrollado un modelo de lesidon mecéanica basado en un cultivo organotipico de
médula espinal de rata postnatal (P7-8) que podria modelar la lesion traumatica primaria,

aunque presenta una baja reproducibilidad.

* El modelo in vitro de lesion excitotoxica en médula espinal de rata permite la evaluacion
rapida del potencial neuroprotector de diferentes fadrmacos, evaluado mediante la
incorporacion de EthD, como indicador del dano celular del parénquima, y el

inmunomarcaje de SMI32, como marcador selectivo de motoneuronas.

* Del andlisis comparativo efectuado, se concluye que metilprednisolona, valproato,
PREO84 y riluzol, y en menor medida EPO y rolipram, pero no FK506, protegen las
motoneuronas, mientras que riluzol, PRE084, valproato, rolipram y FK506, y en menor
medida EPO y metilprenisolona, protegen al parénquima medular en el modelo de lesion

excitotoxica por glutamato.
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* El modelo in vitro desarrollado permite la investigaciéon de mecanismos de interaccion

celular y molecular implicados en la neurodegeneracion y la neuroregeneracion.

* FK506 modula la espresion de Hsp70 en células microgliales, causando una atenuacioén
transitoria de la chaperona inducida tras la lesion excitotoxica. Esta modulacion es
relevante para la proteccion que ejerce el farmaco en el parénquima medular en el modelo
in vitro de lesion excitotoxica. Ademas, nuestros datos apuntan a que la union a FKBP52

es necesaria para los efectos neuroprotectores del FK506.

* El modelo de lesion excitotoxica sirve como sisteman de evaluacion previa a la

experimentacion preclinica in vivo de nuevos farmacos.

* El agonista selectivo del receptor sigma 1, PRE084, protege a las motoneuronas y el
parénquima medular de una lesion excitotoxica in vitro e induce la elongacion de neuritas
tanto en motoneuronas espinales como en neuronas del ganglio de la raiz dorsal. La
activacion de PKC es necesaria para los efectos de neuroproteccion y elongacion de
neuritas ejercidos por PRE084, efectos que no son mediados por el factor de transcripcion
CREB. El receptor sigma 1 se encuentra distribuido en los cultivos de médula espinal de

forma similar a la descrita in vivo en la médula espinal.
* La region c terminal de la cadena pesada de la toxina tetdnica protege al 71% de las

motoneuronas de una lesion excitotoxica en los explantes de médula espinal de rata

postnatal lesionados con glutamato.
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