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Siguiendo Ia huella espacio temporal

del ion Calcio
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Las enfermedades neuroldgicas abarcan un gran niumero de patologias del
sistema nervioso central, con una alta prevalencia y un gran coste social.
En el espectro de las enfermedades neurolégicas en nuestro grupo de
investigacion, buscamos tratamientos eficaces para enfermedades como el
Alzheimer, el ictus y la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA). Para ello, medi-
ante técnicas de biologia molecular e imagen, caracterizamos los mecanis-
mos celulares que determinan la muerte neuronal, con el fin de identificar
dianas terapéuticas, y proponer farmacos neuroprotectores que frenen la

progresion de la enfermedad.

La enfermedades neurodegenerativas
e ictus cuentan con un factor comun,
un segundo mensajero universal, el
ion Ca?*. ElI Ca?" participa mdultiples
procesos fisiolégicos: en la fertilizacion,
en el aprendizaje, la memoria, en la
secrecion de neurotransmisores, etc.
Para llevar a cabo esta versatilidad
de efectos fisioldgicos, es necesario
que exista un fino control en los
patrones  espacio-temporal, que
gobiernan su difusibn en el citosol
celular. Sin embargo, si se exceden
los limites espacio-temporal de la
homeostasia del Ca?*, resulta ser
citotoxico causando muerte celular por
necrosis o apoptosis (Berridge and
Bootman, 2000). Es por ello, que nos
hemos especializado en técnicas para
la determinacion de este ion a nivel
intracelular. A su vez, desarrollamos
distintos modelos celulares que imitan
la muerte neuronal que se da en
estas enfermedades. Gracias a estas
herramientas hemos podido esclarecer

el mecanismo molecular de la muerte
neuronal, asi como encontrar algunas
moléculas neuroprotectoras. Todo
ello, gracias a las técnicas para la
determinacion de los transientes de
Ca?* a nivel intracelular.

Para entender como hemos ido
especializandonos en las técnicas
de determinacion de Ca?* intracelular
haré un breve recorrido a través de
las aportaciones cientificas de nuestro
laboratorio. En los afios 80, el quimico
Roger Tsien junto al Profesor Tullio
Pozzan describieron las propiedades
de una sonda fluorescente para
determinar los transientes de Ca?*
in vivo, las llamadas Fura-2 e Indo-
1 (Tsien y col., 1982). Estas dos
sondas sintéticas, las hemos usado
ampliamente en nuestro laboratorio
para esclarecer qué patrones
desencadenan la muerte celular y
establecer qué compuestos pueden
interferir con estos transientes de Ca**
patologicos.
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Ictus cerebral. EImodelo de sobrecarga
de Ca?* con el alcaloide veratridina.

Con el fin de mimetizar la sobrecarga
de Ca? que acontece en un ictus
cerebral, establecimos un protocolo
de sobrecarga de Ca?* intracelular,
con el alcaloide veratridina (Cano
Abad y col., 1998). El tratamiento de
las células cromafines con veratridina
inducia una muerte celular por necrosis,
cuyo origen era la entrada recurrente
y oscilatoria de Ca? en el citosol.
Observamos que estas oscilaciones
de Ca?* citosolico, se bloqueaban con
una molécula denominada Lubeluzol
(blogueante de amplio espectro de
los canales de calcio dependientes
de voltaje, CCDV). Propusimos que
Lubeluzol, bloqueaba los CCVD vy
resultaba neuroprotector al mitigar
las oscilaciones de Ca2?* creadas por
veratridina. La determinacion de Ca?*
citosélico se realizb con la sonda
fluorescente Fura-2, en célula Unica.

Despolarizacion suave y entrada de
Ca> a través del canal de Ca?** del
subtipo L

Estos hallazgos nos condujeron a
investigar qué patrones de Ca?* citosélico
podian inducir una lesion celular y si
existia una contribucién diferencial a esta
sefializacién de los CCDV, expresados
en la célula cromafin. Con esta idea,
sometimos a las células cromafines, a
despolarizaciones suaves con potasio
(30 mM), alternando dos gradientes
de Ca* extracelular de 0,2 y 5 mM, en
presencia de un agonista del canal de
calcio del subtipo L, FPL64176 (3 uM).
Con este nuevo abordaje experimental,
observamos que la entrada sostenida en
el tiempo de Ca?* en el citosol inducia una
muerte celular. En este trabajo, seguimos
la entrada de Ca?* a través del CCDV del
subtipo L, a través del citosol mediante la
sonda fluorescente Fura-2, y observamos
que alteraba la red mitocondrial, es
decir rompia la conexién mitocondrial
y se liberaba un factor proapoptotico al
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citosol, el citocromo C. (Cano-Abad y
col., 2001).

Neurotoxicidad por beta-amiloide y
deplecion de reticulo endoplasmico.

Otro modelo que nos ayudd a entender
la fisiopatologia del Alzheimer fue la
depleciéon de Ca?* procedente del reticulo
endoplasmico (RE) con Tapsigargina.
Pudimos establecer que galantamina,
farmaco destinado al tratamiento del
Alzheimer, previene la muerte celular
inducida por la deplecion de Ca?* del RE,
por modular los receptores nicotinicos,
del subtipo alfa7, y aumentar la proteina
antiaporptotica Bcl2 (Arias y col., 2004)

Hasta este momento la medida de
Ca?* citosolico (con Fura-2) nos resultd
informativa y propusimos que: (i)
el alcaloide veratridina inducia una
sobrecarga de Ca?* citosélico; (i) la
activacion sostenida del canal de Ca*
del tipo L, incrementaba la entrada
de Ca?* en la célula y conducia a una
desorganizacion de la red mitocondrial,
muriendo la célula por apoptosis; (ii)
el Ca?* que se libera del depésito RE,
induce una muerte celular por apoptosis,
y la modulacion de los receptores
nicotinicos, por galantamina, promueve
la neuroproteccion. Sin embargo, no
disponiamos de las herramientas para
determinar la homeostasia de Ca?* en
organelas clave como la mitocondria o el
reticulo endoplasmico.

En el laboratorio del Profesor Tullio
Pozzan (Universidad de Padua), habian
desarrolladolasproteinasgenéticamente
codificadas para determinar Ca? en
organelas, las quimeras derivadas
de la Green Fluorescent Protein
(GFP) Pericam y CAMALEON, vy las
proteinas bioluminiscentes, Equorinas.

En mi estancia postdoctoral en el
laboratorio del Profesor Pozzan,
pude familiarizarme con el manejo

de estas novedosas técnicas para la
determinacion de la homeostasis del
Ca?* en la matriz mitocondria y reticulo
endoplasmico. En Filippin y col., 2005,
mejoramos el direccionamiento de las
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sondas genéticamente codificadas los
PERICAM's, con los que monitorizar los
cambios de Ca?* en la matriz mitocondrial.
Ademas, desarrollamos una nueva sonda
sensible a los cambios en el pH de la
matriz mitocondrial, AlpHi (Cano-Abad y
col., 2004).

Tras mi estancia postdoctoral en
el laboratorio del Profesor Pozzan,
regresé a Madrid, donde puse a punto
técnicas de biologia molecular e imagen
que nos permitieron disehar nuevas
estrategias para la busqueda de farmacos
neuroprotecotres.

Determinacién de Ca? en la
matriz mitocondrial. La proteina
bioluminiscente Aequorina

Las Ecuorinas, son proteinas
bioluminiscentes que provienen de la
medusa Aequoreavictoria. Enellaboratorio
del Profesor Pozzan, hicieron la quimera
siguiente: fusionaron la COX8 (proteina
de la membrana interna mitocondrial)
con el cDNA que codificaba para la
Ecuorina (proteina bioluminiscente). Con
esta maniobra se aseguraron de que, la
Ecuorina iria direccionada a la matriz
mitocondrial y se quedaria atrapada en
su interior, este hecho, lo publicaron en
Rizzuto y col., 1992. En este articulo,
describieron que, tras la transfeccion de
células con la quimera COX8-AEQ, se
podia medir transientes de Ca?" en la
matriz mitocondrial, fue asi como nacieron
la “Saga de las Ecuorinas” dirigidas a
distintos compartimentos celulares.

En nuestro laboratorio utilizamos las
Ecuorinas para determinar transientes de
Ca?* en distintas organelas. Mediante la
transfeccion de células PC12, con lasonda
genéticamente codificada a la matriz
mitocondrial, COX8-AEQ, propusimos
que, células que sobreexpresan la proteina
antiapoptotica Bcl2, los incrementos
de Ca? en la matriz mitocondrial eran
significativamente menores versus a las
células controles. Esta particularidad
se debe a que Bcl2 modula el canal de

calcio del subtipo L, y la mitocondria capta
menos Ca?* que aquellas que no expresan
la proteina antiapoptotica. Silenciando la
proteina Bcl2, con la técnica de siRNA,
demostramos que los niveles de Ca2*enla
matriz mitocondrial eran significativamente
mayores con respecto a aquellas células
que permanecié Bcl2 sobreexpresada.
(Diaz Prieto, y col., 2008).

Con la técnica de la Equorina, también
demostramos que un canal de calcio
denominado CALHM1 (Calcium
Homeostasis Modulator 1) hacia aumentar
los transientes de Ca* mitocondrial
cuando este se activaba. Determinamos
que este canal en su forma mutada era
capaz de incrementar los niveles de
Ca?* en la matriz mitocondrial en forma
de meseta y que permanencia de forma
persistente en esta organela (Moreno
Ortega y col., 2010).

También, medimos los transientes de Ca?*
a nivel nuclear (expresando la Ecuorina
en el nacleo) y observamos que CALHMA1
era un canal que goteaba Ca?* al ndcleo,
y que en su forma mutada hacia mas
vulnerables a las células frente a estimulos
téxicos como el beta-amiloide. (Moreno-
Ortega y col.,, 2015). Propusimos un
compuesto organico el CGP37157, como
potencial tratamiento para el Alzheimer
ya que bloquea la entrada de Ca?* a
través de CALHM1 (Moreno-Ortega y
col., 2015). Volviendo al ictus cerebral,
hemos puesto a punto modelos de ictus
in vitro, y describimos que los animales
KO para CALHM1, son més resistentes
a la deprivacion de oxigeno y glucosa,
es decir, la ablacion de CALHM1 resulta
neuroprotectora en la isquemia cerebral
(Garrosa y col., 2020)

Mas recientemente, retomando las técnicas
mas clasicas de medida de Ca?* citosolico,
hemos abierto una nueva linea de
investigacion en el campo de la Depresion.
Una vez mas la sonda fluorescente Fura-
2 nos ha servido para descubrir que los
pacientes que sufren depresidbn mayor,
tienen alterada su homeostasia de
Ca?" y esto los lleva a tener un proceso
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inflamatorio crénico que podria ser la causa
de su enfermedad (Garrosa y col., 2021).

Los camaleones y el Ca?*en el reticulo
endoplasmico

En la persecucion del Ca?*en la célula,
también nos adentramos en el reticulo
endoplasmico, aqui pudimos determinar
la homeostasis del Ca?* con la sonda
fluorescente denominada CAMALEON.
Estas sondas fluorescentes, se basan,
en la tecnologia FRET (Fluorescent
Energy Transfer). Los CAMALEONES
se construyeron con la Cian Fluorescent
Protein (fluoroforo donador) y la YFP
(fluoroforo receptor), unidos con el sensor
de Ca?*, la Calmodulinay el M13. Con esta
sofisticada sonda genéticamente dirigida
al RE, pudimos descubrir que la ancestral
Ouabaina, estimulaba los receptores IP3
del reticulo endoplasmico de las células
cromafines y el RE, cooperaba asi a la
secrecion de catecolaminas (Milla y col.,
2011).

En Guerra y col., 2015, el CAMALEON,
nos sirvi6 para dilucidar por qué, un
agonista alostérico del receptor nicotinico
alfa7, mediaba una sefar citotdxica.
Entendimos que la apertura persistente
de los receptores nicotinicos alfaz,
repercutia en la liberacion de Ca?* del RE
mediante la estimulacion de receptores
de ryanodina.

Los Pericam’s y el Ca?*en la matriz
mitocondrial

Los Pericam’s pertenecen a las sondas
fluorescentes sensibles a Ca?* derivadas
de las GFP (Green Fluorescent protein).
En concreto el Pericam es una YFP
permutada, es decir, se ha invertido
circularmente la GFP, llevando la
N-terminal a la cabeza y entorno al
aminoacido 145, se ha insertado el
sensor de Ca?* la calmodulina y el M13.
Con esto se ha conseguido una quimera
fluorescente y de excitacién dual, con un
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gran rango dinamico de fluorescencia
cuando se une a Ca?.

Los PERICAM’s nos sirvieron para
establecer que el péptido gomensina
permeabilizaba las células y podria
alterar el tamponamiento de Ca?* de la
mitocondria (Gamero-Paredes y col.,
2012). Estas proteinas también nos
sirvieron para esclarecer el mecanismo
de accion del farmaco antiepiléptico
Pregabalina (Hernandez-Vivanco y col.,
2012)

En resumen, hemos propuesto
mecanismos de accién para distintas
moléculas que actualmente se usan
en la clinica: (i) flunaricina o dotaricina
(antimigrafoso) (Nobalvos y col., 1999;
Ruiz-Nuho y col., 2001); (ii) nimodipino
(bloqueante de canal de calcio del subtipo
L; Cano-Abad y col., 2001); (iii) ouabaina
(antiaritmico) (Milla y col., 2011); (iv)
pregabalina (tratamiento de la epilepsia)
(Hernandez-Vivanco y col., 2012); (v)
galantamina (tratamiento del Alzheimer)
(Arias y col., 2004). Y otras moléculas
que esperamos se posicionen en la clinica
como: (i) el compuesto ITH33/IQM9.21
para el tratamiento de la Esclerosis
lateral Amiotr6fica (Moreno-Ortega y
col., 2016; Mouhid Al-Achbili L y col.,
2016) y (ii) el compuesto CGP37157 para
enfermedades relacionadas con el trafico
de calcio mitocondrial, (Martinez-Sanz y
col., 2015; 2016).

El refinamiento de las técnicas de medidas
de Ca?* a nivel intracelular nos ha llevado
a proponer nuevas teorias acerca de los
mecanismos moleculares que acontecen
en las enfermedades del sistema nervioso
central y a poder proponer nuevas dianas
para su tratamiento.

Quisiera terminar agradeciendo a mis
maestros Profesores Manuela Garcia
Lépez, Antonio Garcia y Tullio Pozzan,
sus ensenanzas y su apoyo a lo largo de
mi carrera profesional. En memoria del
Profesor Tullio Pozzan. DEP.
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