OPEN @ ACCESS dianas

Efecto de la queleritrina y de la ciclosporina sobre la peroxidacién
lipidica y receptores de somatostatina en hipocampo de rata con
encefalomielitis autoinmune experimental

Carmen Sobrino*, Aranzazu Peinares, Lilian Puebla Jiménez, Eduardo Arilla Ferreiro

Departamento de Biologia de Sistemas. Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina y Ciencias
de la Salud. Universidad de Alcala, 28871 Alcala de Henares, Madrid, Espafa.

Resumen

La esclerosis multiple (EM) es la causa principal de discapacidad neurolégica en adultos jovenes. La
encefalomielitis autoinmune experimental crénica recidivante (EAE-CR) es un modelo animal de la EM. En
dichas enfermedades existen infiltrados inflamatorios que contienen linfocitos T, macrofagos y un alto
grado de estrés oxidativo en sustancia gris y blanca del sistema nervioso central (SNC).La proteina
quinasa 8 (PKC 8) se encuentra unicamente en linfocitos T. Se ha descrito que ratones genéticamente
deficientes en PKC 6, son resistentes a la induccion de EAE-CR. Por lo tanto la PKC 6 es una atractiva
diana terapéutica para esta enfermedad. La EAE-CR se indujo en ratas Lewis hembra de 5 semanas de
edad mediante inmunizacién con un homogenado de médula espinal de cobaya. Un grupo de ratas, fue
tratado con el inhibidor de PKC a ciclosporina (0,4 mg/Kg), administrado mediante sonda gastrica. Un
segundo grupo fue tratado con el inhibidor de PKC 6 queleritrina (5 mg/Kg) por via subcutanea. Ambos
tratamientos se iniciaron dos dias antes de la inmunizacién y se continué mediante administracion de
dichos inhibidores de PKC, cada dos dias hasta el momento del sacrificio. Las ratas se sacrificaron en el
primer brote de la enfermedad mediante exanguinacién por puncion cardiaca y posteriormente se aislo el
hipocampo. Las ratas con EAE-CR en grado 3 mostraron un aumento significativo de la peroxidacion
lipidica en el hipocampo y una disminucion significativa de los niveles proteicos del receptor 3 de
somatostatina (SSTR3). La administracién de queleritrina y ciclosporina revirtieron parcialmente las
alteraciones observadas en la EAE-CR. Estos resultados sugieren que la queleritrina puede ser
beneficiosa en reducir la peroxidacion lipidica y alteraciones secundarias a ella en la EAE-CR.
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Introduccién

Esclerosis multiple y encefalomielitis autoinmune experimental.

La esclerosis multiple (EM) es la enfermedad neuroinflamatoria cronica desmielinizante mas comun del
sistema nervioso central (SNC) y representa la causa no traumatica mas frecuente de invalidez en el
adulto joven. La prevalencia de la EM en Espaiia es de 60 a 70 casos por cada 100.000 habitantes, aunque
estudios recientes parecen indicar que la incidencia estd aumentando. La distribucion epidemioldgica de
la EM es muy llamativa presentando un gradiente Norte-Sur. Tanto la prevalencia como la incidencia de
la enfermedad son mayores segun nos alejamos del ecuador y mayor en el hemisferio norte.

El neurdlogo francés Jean-Martin Charcot, fue el primero en dar una descripcion detallada de la EM a la
que llamé “esclerosis en placas”. La triada de Charcot vinculada con el diagndstico de la esclerosis
multiple incluye la combinacion de tres signos cominmente encontrados en esta enfermedad, aunque no
son patognomonicos de ella: temblor intencional, nistagmo y lenguaje escandido.

La etiologia de la EM no estd todavia claramente establecida aunque diversos estudios apuntan a que
puede haber factores genéticos, viricos y ambientales que pueden aumentar la susceptibilidad de padecer
la enfermedad.




Las caracteristicas clinicas de la enfermedad son muy variables puesto que dependen de la localizacion de
las lesiones desmielinizantes. El sintoma de comienzo mas frecuente es la alteracion de la sensibilidad
(hasta un 40% de los pacientes). Otros signos frecuentes de la enfermedad son debilidad, disfuncion
vesical, diplopia, alteraciones de la vision, alteraciones emocionales y déficit cognitivo. La edad de
comienzo suele ser 25-35 afios y es mas frecuente en mujeres que en hombres.

Actualmente estan tipificadas cinco formas de evolucion de la enfermedad:

1. Forma recurrente recidivante (RR): es la mas frecuente, apareciendo en un 83-90% de los casos. Se
trata de episodios o brotes de disfuncidén neurologica mas o menos reversibles que se repiten a lo largo del
tiempo y van dejando secuelas mas o menos reversibles.

2. Forma secundaria progresiva (PS): algunos autores piensan que aproximadamente el 50% de las formas
RR tras un periodo de 10 afios, empiezan a tener mayor numero de brotes y secuelas.

3. Forma primaria progresiva (PP): s6lo un 10% de los pacientes presentan esta forma que se inicia con
brotes invalidantes, sin que responda al tratamiento.

4. Forma progresiva recurrente (PR): exacerbaciones o agravamientos ocasionales tras un curso
progresivo.

5. Forma benigna (FB): es la forma de EM que permite al paciente preservar su capacidad funcional en
todo el sistema neuroldgico, 10-15 afios después de la presentacion de la enfermedad. En algunos casos
puede derivar a la forma PS.

Desde el punto de vista anatomico las lesiones se localizan con mayor frecuencia en la sustancia blanca
periventricular y subpial del cerebro, cerebelo y médula espinal. En las lesiones agudas el fendémeno
patolégico predominante es la inflamacion, mientras que en las cronicas lo que destaca es la
desmicelinizacion, que progresivamente se acompaiia de degeneracion axonal y gliosis. En estas lesiones
encontramos fundamentalmente linfocitos y macrofagos, dentro de éstos ultimos se pueden identificar los
productos de degradacion de la mielina.

La encefalomielitis autoinmune experimental coénica recidivante presenta disfunciones neuroldgicas e
inmunolodgicas similares a la EM sirviendo como modelo de esta enfermedad. En este modelo, animales
genéticamente susceptibles son inmunizados utilizando médula espinal de cobaya. La EM y la EAE-CR
comparten la infiltracion en el SNC por células T autoreactivas y macrofagos asi como desmieliniacion,
con distintos grados de dafio axonal y neuronal.

La etiopatogenia de la EM no estd todavia claramente establecida. No obstante, hay evidencias que
sugieren que la desregulacion del sistema inmune es clave en los procesos neurodegenerativos. Estudios
en esta direccion apuntan que en el proceso patologico intervienen linfocitos T autoreactivos, células B y
células gliares que organizarian un ataque humoral y celular contra el SNC, tanto frente a la mielina como
frente a los cuerpos neuronales de la sustancia gris.

Hay evidencias inequivocas de que la EAE se inicia por una activacion de las células T, concretamente
las Thl [1] aunque como veremos mas adelante las células B también participan en la patogénesis de la
EAE. Asi mismo la progresion de la enfermedad estd también conducida por linfocitos T CD4 efectores

[2].

Existen dos posibles vias de activacion de los linfocitos: que los antigenos sean fagocitados en el CNS por
las células presentadoras de antigeno (APC) y que éstas los transporten a los nédulos linfaticos (LN),
donde los presentan a los linfocitos, o que los antigenos sean transportados pasivamente por la linfa a los
LN donde serian fagocitados por las APC y presentados a los linfocitos.

En los brotes de la enfermedad, las células Th 1 especificas de antigeno, tras activarse, atraviesan la
barrera hematoencefalica (BBB). Este es un proceso de localizacion y transmigracion mediado por
moléculas de adhesion celular (CAM) expresadas reciprocamente por el endotelio de la BBB y las célula
Th 1, entre las que se encuentran la molécula de adhesion celular vascular-1(VCAMI) y glicoproteina
ligando P-selectina-1 (PSGL-1).

Las células Thl provocan dafio axonal mediado por las células TCD4" y TCDS8". Las células TCD4"
segregan interferon-gamma (INF-y), el cual induce reclutamiento de macrofagos y un aumento de MHC
IT sobre la superficie de éstos, facilitando asi la activacion de células Thl. Las células TCD4" también
activan a la microglia, la cual produce el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y oxido nitrico (NO),
induciendo un dafio directo sobre oligodendrocitos. La microglia activada interacciona con los astrocitos
mediante la secrecion de citoquinas como IL-1, IL-6 y TNF-a, regulando asi la expresion de distintas
CAM (ICAM-1 y E-selectinas) en astrocitos y provocando una astrogliosis. La microglia también tiene la
capacidad de segregar diferentes serina proteasas y metaloproteasas de la matriz (MMP) (MMP2 y
MMP9) que son capaces de degradar la proteina basica de mielina (MBP), contribuyendo asi a la
respuesta inmune mediada por dicha proteina dentro del CNS y a la desmielinizacion. Estudios recientes



han demostrado que la IL-23, IL-6 y el TGF- provocan la diferenciacion de un subtipo de célula T, la
TCD4" a la célula Th 17, que segrega IL-17 [3].

Las células TCD8" migran desde los LN cervicales y lumbares, tras activarse al reconocer MHC I, al CNS
Una vez en el CNS, experimentan expansion clonal por la interaccion con distintas moléculas y ejercen
una actividad citotoxica directa sobre los oligodendrocitos y neuronas que expresan MHC 1.

A pesar de evidencias inequivocas de que la EAE se inicia mediante células T, también hay evidencias de
un papel de las células B (células plasmaticas) y sus productos en la patogénesis de la EAE que pueden
estar involucradas en los fenotipos de la enfermedad asi como en su gravedad. La respuesta mediada por
las células B comienza en los LN tras el reconocimiento del Ag por parte de sus receptores B (BCR). Las
células B activadas son capaces de atravesar la BBB. El papel de las células B en la patogenia de la
enfermedad no solo se debe a la produccion de anticuerpos contra la proteina basica de mielina sino a su
capacidad de producir citoquinas proinflamatorias, a la presentacion de antigenos a células T, y a la
activacion de células T reguladoras (Tregs).

Estudios recientes han mostrado que la MS se acompafia de una disfuncion de la maduracion y de la
funcion de las células Tregs [4]. Dichas células en los LN interaccionan con las APC y las regulan,
modulan la interaccion de las APC y las células asesinas naturales (NK), controlan la maduracion y el
numero de las NK ejercen una supresion directa de los monocitos y de los macréfagos e inducen
apoptosis de las células B mediante grancimas y perforinas [5].

Estudios relacionados con enfermedades autoinmunes han puesto en evidencia que existe una alteracion
de la actividad de las células NK en estas patologias. Se ha demostrado que las células NK son supresoras
de la diferenciacion de las células B y de la sintesis de anticuerpos, por lo que se postula que alteraciones
en el nimero o en la funciéon de estas células podrian conllevar una activacion de las células B y la
consiguiente produccion de anticuerpos. En estudios sobre la EAE, se ha observado que células NK
ejercen un efecto citotoxico directo sobre las células T encefalolitogénicas especificas de autoantigeno.
No obstante, otros autores han demostrado un aumento de células NK reactivas contra la proteina basica
de mielina en pacientes con MS [6] por lo que atin no esta claro el verdadero papel que juegan las células
NK en la patogenia de esta enfermedad.

Estudios recientes sugieren que el estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de la EAE al
igual que en la MS y contribuye directamente al dafio del CNS. Se ha demostrado que células del CNS,
especialmente oligodendrocitos y neuronas, son muy vulnerables al dafio oxidativo. Esta bien establecido
que la inflamacion produce un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) lo que da lugar al estrés
oxidativo. Una de las fuentes mas abundantes de ROS, a demas de la cadena trasportadora de electrones
mitocondrial, es el “estallido respiratorio” de la microglia activa. Este sistema opera de una forma
intermitente: cuando estd activado, en la membrana externa de la microglia se generan una gran cantidad
de ROS, sobretodo i6n superodxido, lo que hace que aumente la concentracion del mismo en el espacio
circundante. Todo parece indicar que los radicales libres de oxigeno y nitrogeno son un factor importante
en la patogénesis de la EAE y de la MS. Los radicales libres de oxigeno y nitrogeno producidos por los
macrofagos estan implicados en la desmielinizacidén y dafio axonal tanto de la MS como de la EAE. Su
consecuencia, el dafio oxidativo a lipidos de membrana, proteinas y DNA, se ha demostrado en lesiones
de MS y EAE. Ademas estos radicales pueden activar ciertos factores de transcripcion (NF-kff) que
activan la expresion de genes implicados en la EAE y la MS, como TNF-0, iNOS, VCAM-1e ICAM-1.
También éstas reacciones redox estdn implicadas en la actividad de las metaloproteasas de la matriz
(MMP) que juegan un importante papel en el trafico de los linfocitos T. Se han propuesto diferentes
mecanismos para explicar como un aumento de los niveles de ROS puede mediar en el dafio a nivel del
CNS que sufren los pacientes con MS. Uno de ellos es que los bajos niveles de antioxidantes producen
una activacion de la lipooxigenasa que deriva en la produccion de leucotrienos que potencia el proceso
inmuno-inflamatorio en el tejido cerebral. Otros han postulado que ROS puede potenciar la activacion de
los linfocitos T a través de la cascada del acido araquidonico, o producir un dafio directo en a nivel de la
BHE [7].

Asimismo, nuestro grupo de investigacion (gracias al proyecto concedido por el Ministerio) ha
demostrado un déficit de la actividad del sistema receptor-efector de la somatostatina (SST) en el estriado
e hipocampo de ratas con EAE aguda [8]. En ratas con EAE, se ha descrito un déficit cognitivo asociado a
una disminucion en la actividad de la colina acetiltransferasa y en los niveles del RNAm del factor de
crecimiento neural (NGF) en corteza cerebral e hipocampo. Dada la implicacién de la SST en funciones
cognitivas y motoras, la disminucion del sistema receptor-efector de la SST en la EAE sugiere la
implicacion adicional de dicho sistema en el déficit cognitivo y alteraciones motoras descritas en dicha
patologia.



Somatostatina:

Es un tetradecapeptido también denominado factor inhibidor de la secrecion de somatotropina (SRIF).
Existen dos formas biologicamente activas SRIF-14 y la SRIF-28. La SRIF-14 es un péptido de estructura
ciclica que posee 14 aminoécidos estabilizados mediante puente disulfuro.

La expresion y secrecion de la SRIF estan reguladas por diferentes factores, entre ellos, nutrientes,
neurotransmisores y neuropéptidos Asi, agonistas de los receptores de N-metil-D-aspartato (en corteza),
la GH (en hipotalamo), glucocorticoides (en hipotdlamo y corteza), la IL-1 y el TNF (en cultivos de
diencéfalo) aumentan tanto la secrecion de la SRIF como la expresion del gen de dicho péptido.

El AMPc regula la expresion del gen de la SRIF a través del CRE, al que se une la proteina de union a
CRE (CREB). La eficacia transcripcional se regula por fosforilacion de dicha proteina mediante la
proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) [9].

En cerebro la SRIF desempefa funciones cognitivas, locomotoras y sensoriales. En la ultima década, se
ha demostrado que la SRIF también posee propiedades inmunoreguladoras. En monocitos circulantes o
macrofagos periféricos, la SRIF inhibe la sintesis del ARNm del TNF-a., estimulada por el propio TNF-a,
y la expresion de sus receptores. La SRIF también inhibe la proliferacion de la microglia en condiciones
tanto basales como estimuladas. En microglia, la SRIF inhibe la fosforilacion de proteinas estimuladas
por el factor estimulador de colonias macrofago-granulocito (GM-CSF) [10]. En astrocitos de corteza
cerebral de rata, la SRIF inhibe la secrecion de IL-6 a través de la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC).

Los cinco subtipos de receptores de SRIF pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) y se denominan sstrl-5. En el cerebro de la rata, los ARNm de los subtipos sst1-4 se han
localizado, mediante hibridacién in sifu, en corteza, estriado, hipotdlamo, amigdala e hipocampo. El sstl
es el mas abundante a lo largo del eje neural, el sst2 es el mas abundante en corteza, mientras que el
receptor sst5 es especialmente abundante en hipotalamo e hipo6fisis, con niveles muy bajos en otras areas
cerebrales. Los mayores niveles de ARNm de sst3 se detectan en el cerebelo, especialmente en la capa
granular y su distribucion es homogénea en el resto del SNC.

Esta bien establecido que la fosforilacion desempeiia un papel muy importante en la regulacion de los sst.
Se ha demostrado que una vez que los receptores se han activado, debido a la unién de su agonista, éstos
se desensibilizan mediante fosforilaciéon de residuos de serina y treonina presentes en el dominio
carboxilo-terminal intracelular del receptor, provocando un desacoplamiento entre el sst y la proteina G.
Dicha fosforilacion estéd catalizada por miembros de la familia de quinasas de GPCRs (GRKs) [11], de la
que actualmente se conocen siete miembros denominados GRKI-GRK7. Mediante estudios de
hibridacién in situ, se ha demostrado que las isoformas GRK2, GRK3, GRK5 y GRK6 son las que se
expresan mayoritariamente en cerebro de rata [12]. Por lo tanto, la fosforilacion del receptor y el posterior
reclutamiento de proteinas citosolicas denominadas arrestinas producen el desacoplamiento entre el
receptor y la proteinas G, y la consiguiente internacion y posterior degradacion del receptor. Todos los
sst, excepto el sst4, se desensibilizan mediante el mecanismo descrito anteriormente. El sst4 posee una
alanina en lugar de una treonina en la posicion 331 en el extremo carboxilo-terminal. Se ha observado que
el subtipo sst4 de rata transfectado en células de rifion humano, después de su activacion por el agonista,
posee una cierta resistencia a la desensibilizacion e internalizacion.

Inhibidores de PKC

La proteina quinasa C (PKC) 0 y, probablemente, la PKC-a son cruciales en la activacion de la célula T a
través del TCR, al ponerse en contacto éste con su antigeno, el cual ha sido presentado por la APC.
Asimismo, la calcineurina juega un papel importante en dicha activacion. Experimentos en ratones
genéticamente deficientes en PKC-0 revelan defectos en las vias de transduccion de sefiales del TCR para
la proteina activadora-1 (AP-1) y en la transactivacion del factor nuclear kB (NF-kB) y posterior
liberacion de IL-2; asi como en la expresion de CD25 y CD69 [13]. Ademas, la PKC-0 actia como una
molécula clave en la supervivencia de las células T. Dicha quinasa, a diferencia de la mayoria de las PKC,
tiene una expresion restringida, encontrandose Uinicamente en células T [14-15]. En lineas celulares, la
transduccion de sefiales mediada por PKC-6 produce la activacion de dos factores de transcripcion, el AP-
1 y NF-kB, en respuesta a la coestimulacion TCR/CD28, culminando con la induccion de genes que son
esenciales para la proliferacion y funcion de las células T activadas [16]. Se ha descrito que ratones
genéticamente deficientes en PKC-0 son resistentes a la induccion de la EAE [17]. Estos resultados
sugieren, por tanto, que la PKC-0 juega un papel esencial en el desarrollo de la respuesta inmune mediada
por las células Thl, asi como en la producciéon de la citoquina proinflamatoria/patogénica IL-17 in vivo.
La expresion selectiva de PKC-0 y su papel esencial en la activacion de las células T maduras la
convierte, pues, en una atractiva diana terapéutica.

Objetivos e hipétesis de trabajo

Hay evidencias que sugieren que la SST podria estar implicada en la EM y en la EAE-CR, dos procesos
neuroinflamatorios en los que el estrés oxidativo parece jugar un papel importante. Tanto la EM como la



EAE-CR cursan con trastornos en el aprendizaje y la memoria, procesos vinculados con el hipocampo. El
hipocampo es un area cerebral rica en somatostatina y se sabe que ésta facilita procesos cognitivos.
Estudios recientes in vitro nos han llevado a considerar como hipétesis de partida que la inhibicion de la
PKC-a, y PKC-0 y de la calcineurina, presentes en los linfocitos T, podria bloquear el desarrollo de la EM
al impedir la activacion de dichos linfocitos. Por ello, consideramos pertinente investigar el posible papel
preventivo y/o terapéutico del: cloruro de queleritrina (PIK-90) (LC Laboratories), como inhibidor de la
PKC-0, y de la ciclosporina A, Saudimmun NEORAL® (Novartis Pharmaceuticals Corporation) como
inhibidor de la PKC-a, en un modelo experimental de EM como es la encefalomielitis autoinmune
experimental cronica-recidivante (EAE-CR). Para evaluar esta hipdtesis nos propusimos analizar los
siguientes objetivos:

1) Analizar los efectos de la queleritrina y de la ciclosporina sobre la modulacion en la expresion del
receptor de la SST en el hipocampo.

2) Evaluar el efecto de la queleritrina y de la ciclosporina sobre la peroxidacion lipidica en el hipocampo,

Métodos
Animales de experimentacion

Los animales que se utilizaron en el presente proyecto fueron ratas Lewis (consanguineas) hembras con
seis semanas de edad al comienzo del estudio. Los animales se dividieron en seis grupos experimentales:
ratas control (C), ratas con EAE-CR (E), ratas con EAE-CR tratadas con cloruro de queleritrina (ETQ),
ratas con EAE-CR tratadas con ciclosporina (ETC), y sus respectivos controles tratados (CTQ y CTC).
Las ratas EAE-CR, ETQ y ETC, se inmunizaron como se explica en el apartado siguiente. Los
tratamientos se realizaron de la siguiente manera:

Cloruro de queleritrina (PIK-90) (Q): administracion subcutanea. Dosis 0,4 mg/Kg
Ciclosporina A Saumminum NEORAL® (C): administracion oral mediante canulacién. Dosis 5 mg/Kg

En ambos casos, la administraciéon del tratamiento se realizd cada dos dias hasta el momento del
sacrificio.

Modelo de encefalomielitis autoinmune experimental cronica-recidivante (EAE-CR).

La induccion de la EAE cronica-recidivante (EAE-CR) se realiza segin el modelo descrito por Feurer y
col., 1985. A ratas Lewis de seis semanas de edad se les inyecta 100 pl de una emulsion de homogenado
de médula espinal de cobayo (50 mg) con adyuvante incompleto de Freund-Salino (1:1) suplementada
con Mycobacterium tuberculosis (2 mg/ml) en cada una de las almohadillas de las patas posteriores.

Los datos aqui analizados corresponden a las ratas sacrificadas en el primer brote de la enfermedad (dia
15-17 post-induccion) marcado por la primera aparicion del estadio 3 en el grupo EAE-CR.

Se detectaron signos clinicos de la EAE en el 95% de las inducciones.
Extraccion del encéfalo y diseccion del hipocampo

Extraccion del encéfalo.

Una vez sacrificadas las ratas por puncion cardiaca, se procedio a la decapitacion con una guillotina a
nivel de la primera y segunda vértebra cervical. Inmediatamente después, se procede a la extraccion del
encéfalo el cual se deposita sobre una placa de metal enfriada en hielo.

Diseccion del encéfalo.

Una vez extraido el encéfalo, se procede a la diseccion del hipocampo siguiendo el método de Glowinski
e Iversen (1966) descrito para la obtencion del hipocampo.

Preparacion de las muestras bioldgicas.

Aislamiento de membranas y citosoles de hipocampo.

Las membranas procedentes del hipocampo de la rata se aislan de acuerdo al método descrito por Reubi y
col.(1985) Para ello una vez disecado por el método descrito por Glowiski e Iversen (1966) el hipocampo
fue homogenizado en un tampén de Hepes-KOH 10mM (pH7.6) con un politrén Birkmann durante 15
segundos. Se centrifuga el homogenado a 600xg durante 10 minutos a 4°C y, posteriormente, el
sobrenadante se pasa a tubos de policarbonato para ser centrifugado a 48000xg durante 30 minutos a 4°C.
El precipitado resultante se resuspende en tampon Hepes-KOH 10mM vy se centrifuga de nuevo en las
mismas condiciones mencionadas anteriormente. El nuevo precipitado se resuspende en Tris- HCl1 50mM
(pH 7.5) y las membranas se guardan a -80°C hasta el dia del ensayo. Estas alicuotas se conservan a -
80°C, guardando una pequefia muestra para medir la concentracion de proteinas (de membrana en este
caso) por el método de Lowry y col. (1951).



Para separar el citosol, se ultracentrifuga el sobrenadante de la primera centrifugacion a 150000 xg
durante una hora a 4°C. Se recoge el sobrenadante y se conserva a -80°C, separando de nuevo una
pequeiia muestra para medir la concentracion de proteinas por el método de Lowry y col. (1951).

Medida de la concentracion de proteinas totales por el método de Lowry (1951).

El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas. A la
muestra se afiade un reactivo que forma un complejo coloreado, siendo la intensidad del color
proporcional a la concentracion de proteinas, segln la ley de Lambert-Beer.

Procedimiento:

Para realizar la valoracién se preparan distintas disoluciones a partir de los citosoles y membranas
aislados previamente. La dilucion es 1/4 tanto para membrana como para citosol en agua miliQ.
Posteriormente las muestras de membranas deben ser sonicadas durante 1 minuto, y 4 pulsos para las
muestras de citosol, para que se disgreguen todas las proteinas de la muestra. Es fundamental que durante
este paso, las proteinas se mantengan en hielo, evitando el calentamiento excesivo de la muestra, y la
posible desnaturalizacion proteica asociada.

Tras sonicar, se debe crear una curva de valoracion por duplicado en la que las cantidades de proteina
estandar (albiimina de suero bovina, BSA, a concentracion 1mg/ml) figuren entre 0 y 100 pg, y en la que
seran extrapolados los datos, también por duplicado, de las distintas muestras.

Por ultimo, leer la absorbancia en el espectofotometro a una longitud de onda de 640 nm.

Inmunodeterminacién de los subtipos de receptores de somatostatina, GRKy f8 —
arrestina.

Preparacion de las muestras

Se toma un volumen determinado de las muestras y se centrifuga durante 5 min a velocidad maxima
(13.000.000 rpm) en una minifuga. A continuacién, se aspira el sobrenadante y el sedimento se
resuspende en tampon de muestras de modo que la cantidad de proteinas a cargar en el gel sea de 50 pg
en membranas y 8,78 pg en citosoles. Previo a la carga de las muestras en el gel, éstas se calientan a 100°
C durante 5 min, con el fin de desnaturalizar las proteinas.

Electroforesis

La electroforesis se lleva a cabo a 80 V los primeros 20 minutos hasta que el frente recorre el gel
concentrador (5%) y posteriormente aproximadamente 1 hora a 120 V para que recorra el gel separador
(12%).

Transferencia

Las proteinas se transfieren a una membrana de PVDF mediante la aplicacion de un campo eléctrico de
15 V durante toda la noche en tampon de transferencia.

Inmunoblot

Las membranas de PVDF se incuban con anticuerpos policlonales anti-sstl1-3, anti GRK y anti -
Arrestina a diluciéon 1:1000 en TTBS/ Tween al 1%, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se
retira el anticuerpo primario y se lavan las membranas 3 veces con TTBS durante 5 min. Posteriormente,
se afiade el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, diluido 1:2000, y las membranas se incuban
a temperatura ambiente durante 1 h. Finalmente, se retira el anticuerpo secundario y se realizan seis
lavados con TTBS para eliminar completamente los restos de anticuerpo no unido. El revelado de los
inmunoblots se lleva a cabo por quimioluminiscencia, utilizando un sistema de deteccion de
quimioluminiscencia de Santa Cruz Biotechnologies

Determinacion de los niveles de peroxidacion lipidica en membranas

El grado de peroxidacion de lipidos se midié por el método de Ottolenghi (1959). A 100 pl de fraccion
citosolica se anaden 200 pl de TCA 10% frio para precipitar proteinas. Se deja reposar 20 minutos en
hielo y posteriormente se centrifugan a 11000xg a 4°C. Se toman 200 pl de la muestra a los que se les
afiade 200 pl de ATB al 0.67%. Se incuban durante 10 minutos en agua hirviendo y se deja enfriar.
Posteriormente se lee a 535nm. La curva de calibrado se hace con TMOP 500 pl a concentraciones que
van desde 0 a 100 pl con agua destilada.



Resultados
Efecto de la queleritrina y de la ciclosporina sobre la peroxidacién lipidica:

Como anteriormente se ha descrito en la EM y en la EAE el estrés oxidativo parece jugar un papel
importante en la patologia de la enfermedad. E1 SNC es especialmente sensible al estrés oxidativo debido
a la cantidad de acidos grasos polinsaturados que contiene. Por ello el grado de peroxidacion de lipidos es
indicativo del dafio celular producido en la EAE.

Los resultados muestran un aumento significativo de los niveles de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (malondialdehido), un marcador clasico de peroxidacion lipidica en las ratas con
encefalomielitis. El tratamiento con ciclosporina disminuy¢ significativamente la peroxidacion lipidica
con respecto a las ratas con encefalomielitis. El tratamiento con queleritrina disminuye significativamente
este grado de peroxidacion respecto a las ratas control (*) asi como respecto las ratas con encefalomielitis
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Figura 1: Concentracién de malondialdehido, un marcador de peroxidacion lipidica, en el hipocampo
de la rata (n=5). Los datos se representan como pmolde malondialdehido por mg de proteina. C
corresponde a las ratas control, E ratas con EAE-CR, ETC ratas con EAE-CR tratadas con
ciclosporina, (inhibidor de PKC o) ETQ ratas con EAE-CR tratadas con queleritrina (inhibidor de
PKC 60), CTC y CTQ son los correspondientes controles tratados. Comparacion estadistica frente al
control: *p<0.05 Comparacion estadistica enfermo con enfermo tratado # p<0,05

Membrana
Efecto de la queleritrina y de la ciclosporina sobre los receptores de sstr1, sstr2 y sstr3:

Para llevar a cabo los objetivos propuesto, se realizan 6 grupos experimentales: control, enfermo, enfermo
tratado con ciclosporina, enfermo tratado con queleritrina y sus correspondientes controles tratados. Se
detectaron signos clinicos de EAE en el 95% de las inducciones. Los receptores sstrl, ssstr2 y sstr3 estan
ampliamente distribuidos en el cerebro, por lo que analizamos mediante wetern blot los niveles de dichos
receptores en hipocampo.
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Figura 2: Efecto de la ciclosporina y de la queleritrina sobre los receptores de somatostatina sstrl
(panel A), sstr2 (panel B) y sstr3 (panel) en membrana de hipocampo de rata. C corresponde a las
ratas control, E ratas con EAE-CR, ETC ratas con EAE-CR tratadas con ciclosporina, (inhibidor de
PKC a) ETQ ratas con EAE-CR tratadas con queleritrina (inhibidor de PKC 8), CTC y CTQ son los
correspondientes controles tratados. El tamafio de la muestra fue N=5. Panel superior se muestran las
autoradiografias procedentes de la inmunodeteccion de los sstr. Panel inferior: Analisis
densitométrico de dichas autorradiografias. A la densidad optica del control se le asign6 un
valor arbitrario de 100. La densidad optica de los grupos experimentales se representa en
porcentaje respecto al control. Los datos se representan la media = ESM. Comparacion
estadistica frente al control: *p<0.05.



Los niveles de sstr3 en las ratas con encefalitis estan disminuidos con respecto al control. En el caso de
los controles tratados se puede apreciar una tendencia a aumentar con respecto al enfermo, si bien no ésta
tendencia no es significativa. Los tratamientos tienden a recuperar los niveles proteicos de sstr3. La
recuperacion en el caso de los enfermos tratados con queleritrina, parece ser ligeramente mayor que con
el otro tratamiento.

Efecto de la queleritrina y de la ciclosporina sobre GRK 2 y B-arrestina:

Con el fin de profundizar en el estudio de la modulacion del sst en la EAE-CR, analizamos los niveles de
GRK y B-arrestina en hipocampo.
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Figura 3: Efecto de la ciclosporina y de la queleritrina sobre las isoforma 2 de la proteina quinasa
asociada al receptor de somatostatina GRK 2 en membrana de hipocampo. C corresponde a las ratas
control, E ratas con EAE-CR, ETC ratas con EAE-CR tratadas con ciclosporina, (inhibidor de PKC 4)
ETQ ratas con EAE-CR tratadas con queleritrina (inhibidor de PKC ¢), CTC y CTQ son los
correspondientes controles tratados. El tamafio de la muestra fue N=4. Panel superior se muestran las
autoradiografias procedentes de la inmunodeteccion de GRK 2. Panel inferior: Analisis
densitométrico de dichas autorradiografias. A la densidad optica del control se le asigné un valor
arbitrario de 100. La densidad Optica de los grupos experimentales se representa en porcentaje
respecto al control. Los datos se representan la media £+ ESM. Comparacion estadistica frente al
control: *p<0.05.
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Figura 4: Efecto ciclosporina y de la queleritrina sobre las f-arrestina en membrana de hipocampo. C
corresponde a las ratas control, E ratas con EAE-CR, ETC ratas con EAE-CR tratadas con
ciclosporina, (inhibidor de PKC o) ETQ ratas con EAE-CR tratadas con queleritrina (inhibidor de
PKC 6), CTC y CTQ son los correspondientes controles tratados. El tamafo de la muestra fue N=4.
Panel superior se muestran las autoradiografias procedentes de la inmunodeteccion de GRK 2. Panel
inferior: Analisis densitométrico de dichas autorradiografias. A la densidad optica del control se le
asigno un valor arbitrario de 100. La densidad optica de los grupos experimentales se representa en
porcentaje respecto al control. Los datos representan la media + ESM. Comparacion estadistica frente
al control: *p<0.05.



Los resultados muestran que en las ratas con encefalomielitis los niveles tanto de GRK 2 como de B-
arrestina tienden a aumentar en membrana de hipocampo aunque este aumento no es significativo. Los
tratamientos con inhibidores de PKC mantienen los niveles de ambas proteinas entorno a los valores
control, salvo en ratas controles tratadas con queleritrina en las que aparece una disminucion significativa.

Citosol
Efecto de la queleritrina y de la ciclosporina sobre GRK 2 y B-arrestina:

Con el fin de completar la valoracion de la modulacion del sst analizamos los niveles de GRK 2 y de B-
arrestina para ver si habia traslocacion a membrana.
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Figura 5: Efecto de ciclosporina y de la queleritrina sobre las isoforma 2 de la proteina quinasa
asociada al receptor de somatostatina GRK 2 en citosol de hipocampo. C corresponde a las ratas
control, E ratas con EAE-CR, ETC ratas con EAE-CR tratadas con ciclosporina, (inhibidor de PKC a)
ETQ ratas con EAE-CR tratadas con queleritrina (inhibidor de PKC 0), CTC y CTQ son los
correspondientes controles tratados N=5. Panel superior se muestran las autoradiografias procedentes
de la inmunodeteccion de GRK 2. Panel inferior: Analisis densitométrico de dichas autorradiografias.
A la densidad optica del control se le asigno un valor arbitrario de 100. La densidad optica de los
grupos experimentales se representa en porcentaje respecto al control. Los datos se representan la
media + ESM. Comparacion estadistica frente al control: *p<0.05.
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Figura 6: Efecto de ciclosporina y de la queleritrina sobre las B-arrestina en citosol de hipocampo. C
corresponde a las ratas control, E ratas con EAE-CR, ETC ratas con EAE-CR tratadas con
ciclosporina, (inhibidor de PKC o) ETQ ratas con EAE-CR tratadas con queleritrina (inhibidor de
PKC 0), CTC y CTQ son los correspondientes controles tratados N=5. Panel superior se muestran las
autoradiografias procedentes de la inmunodeteccion de GRK 2.Panel inferior: Analisis densitométrico
de dichas autorradiografias. A la densidad dptica del control se le asigné un valor arbitrario de 100.
La densidad optica de los grupos experimentales se representa en porcentaje respecto al control. Los
datos se representan la media + ESM. Comparacion estadistica frente al control: *p<0.05.



Los resultados muestran que los niveles de GRK2 en citosol de las ratas control tratadas con queleritrina,
se encuentran disminuidas en comparacion con las ratas control. Estos valores se correlacionan con los
niveles de GRK2 en membrana, indicando una posible translocacion de GRK2 a membrana.

Discusion de resultados:

La inmunizacion de ratas Lewis con una emulsiéon de MEC ha demostrado en numerosos estudios activar
una respuesta inflamatoria que conduce a la produccion de anticuerpos contra la mielina que,
posiblemente, estan implicados en el desarrollo de la enfermedad. Recientemente, se ha observado que la
presencia de anticuerpos IgG contra la mielina se correlaciona con el desarrollo de los sintomas clinicos
de la EAE. Por otro lado, se sugiere que las células B y los anticuerpos que generan son fundamentales
para la patogénesis de la EAE. Ademas, los pacientes de EM presentan elevadas concentraciones en suero
de anticuerpos IgG con actividad proteolitica reactivos contra mielina en comparacion con la poblacion
control. Las células del sistema inmunologico tras activarse y atravesar la barrera hematoencefalica
acceden al CNS donde producen la activacion de la microglia. Esta, genera una gran cantidad de especies
reactivas de oxigeno que va a producir dafio directo sobre neuronas y oligodendrocitos. Entre los
radicales libres destaca en anidon superdxido, que es altamente reactivo, el cual produce un dafio directo en
lipidos de membrana.

Los resultados presentados indican que en el hipocampo de ratas con EAE-CR hay un aumento de los
niveles de peroxidacion lipidica. Los estudios de Tapper y colaboradores han mostrado que ésta
alteracion de la membrana celular, produce cambios en su fluidez y permeabilidad que pueden alterar la
funcionalidad de los receptores de membrana. Estudios de Aguado-Llera y colaboradores han mostrado
una disminucion de la funcionalidad de los receptores de somatostatina en un modelo agudo de la EM.
Nuestros estudios sobre los niveles proteicos de sstr muestran una disminucion en la cantidad del sstr3
que pueden ayudar a explicar los resultados obtenidos previamente. El mecanismo por el cual este
receptor esta disminuido en la EAE-CR puede ser mediado por el sistema de internalizacion GRK-§-
arrestina.

Los inhibidores de PKC y mas concretamente el inhibidor de PKC-0, queleritrina se encuentra
unicamente en linfocitos T, ademas, se ha descrito que ratones genéticamente deficientes en PKC 0, son
resistentes a la induccion de EAE-CR. En nuestros resultados se observa una disminucion de los niveles
de peroxidacion lipidica en ratas tratadas con los inhibidores de PKC y mas concretamente en los grupos
tratados con queleritrina. Estos resultados pueden ser debidos a una disminuciéon en la infiltracion
linfocitaria. También se observa una recuperacion en los niveles de receptores de somatostatina utilizado
como parametro guia de integridad neuronal.

Por lo tanto, a la vista de los presentes resultados, podemos sugerir que los inhibidores de PKC y mas
concretamente la queleritrina, podria tener un efecto terapéutico en el desarrollo de la EAE-CR,
modulando el sistema inmune y reestableciendo la funcionalidad del sistema receptor-efector de la SST.
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