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“L’aparicié de la mania és en
realitat un empitjorament de la
malaltia (melancolia) més que
un canvi a una altra malaltia
(...). En la majoria d'élls, la
tristesa millora després dun
cert periode de temps, i esdevé
felicitat; llavors els pacients

desenvolupen mania.”

Arateus de Capadocia
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El desenvolupament de noves terapies per a's trastorns bipolars, caracteritzats per |’ alternanca
d episodis de depressié i d’ euforia exacerbada, es veu dificultat pel desconeixement de
I’etiologia de lamalaltiai del mecanisme d’ accié dels farmacs que estabilitzen I’ estat d’anim
del pacient, com € valproat, la carbamazepina, la lamotrigina, i € liti. En aquest sentit, una
possibilitat que ha estat poc explorada és que les cél -lules diana d’ aguests farmacs siguin els
astrocits, un tipus de glia que darrerament esta emergent com a element actiu en el's processos
de transmissié sinaptica, fet que ens ha portat a estudiar els efectes del liti en cultius
d’ astrocits.

Hem caracteritzat I'increment que produeix €l liti en la velocitat de sintesi de fosfatidilcolina
(PC) en astrocits, que ja apareix amb el tractament agut amb liti, pero és especialment
significatiu a partir de les 24 hores de tractament. El liti potencia la ruta de Kennedy per ala
sintesi de PC, un efecte que es veu parcialment revertit per I’addicié d'inositol, indicant que la
inhibicio de la IMPasa per part del liti hi estariaimplicada. Els efectes del liti no es limiten a
la PC sin6 que es produeix una alteracio general del metabolisme lipidic dels astrocits. El liti
inhibeix la sintesi de fosfatidilinositol i de fosfatidiletanolamina, un efecte que es déna de
manera similar amb valproat o carbamazepina que, de manera oposada a liti, també
provoquen una fortainhibicié en la sintesi de PC. Paral -lelament, el tractament cronic amb liti
sembla reduir la sintes de novo d'acids grassos i de colesterol. Globalment, els efectes
observats ens fan pensar que en incrementar la sintess de PC € liti podria produir una
reduccié en els nivells de diacilglicerol cel-lulars, fet que podria estar implicat amb €l

mecanisme terapeutic d’ aquest i0.

Si la diana terapeutica del liti es troba en €ls astrocits, és probable que actui a nivell de les
molécules que aquests alliberen per tal de modular la transmissié sinaptica. En aquest sentit
hem comprovat que € tractament amb liti, a dosis lleugerament superiors a les terapeutiques,
incrementa |’aliberacid de TNF-a, oxid nitric, i prostaglandina E2 (PGE;) en cultius
d’ astrocits estimulats amb lipopolisacarid bacteria (LPS). Sorprenentment en emprar una dosi
de liti inferior, dins del rang terapéutic del farmac, s observa una reduccio en I’ aliberacio de
PGE,, un efecte reproduit pel valproat, la carbamazepina i la lamotrigina. L’ efecte dua del
liti en funcié de la concentracié aplicada, es deu a una reduccié en la produccié d acid
araquidonic en resposta a senyals de Ca®* citosdlic, paral-lelaa un increment en lainduccié de
la ciclooxigenasa-2 (COX-2) en astrocits estimulats amb LPS. Aquest fet podria estar
relacionat amb |’ estreta finestra terapeutica d’aguest famac, i contribueix a relacionar els

astrocits amb el mecanisme d’ acci6 dels estabilitzadors de I’ estat d’ anim.
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Summary

Bipolar disorder is a common disease characterized by an aternating pattern of depression
and mania episodes. Bipolar patients are treated with the mood stabilizing drugs, like lithium,
valproate and carbamazepine, however the action mechanism of these drugs remains
unknown. As most of the studies on this issue have been focused in neurons, we decided to
analyze the effects of lithium in cultured astrocytes, a type of glia cells that are emerging as

active elements in the regulation of synaptic transmission.

We have characterized the increase on phosphatidylcholine (PC) synthesis induced by lithium
in cultured astrocytes, an effect that appears with the acute treatment and is enhanced after 24
hours of treatment with lithium. Lithium potentiates the Kennedy pathway for the synthesis of
PC, in an IMPase (inositol monophosphatase) inhibition dependent manner. Lithium effects
are not limited to PC but it produces a broad alteration on astrocytic lipid metabolism.
Lithium inhibits phosphatidylinositol and phosfatidylethanolamine synthesis, an effect also
induced by the treatment with valproate or carbamazepine, which don’'t stimulate PC
synthesis as lithium but inhibit it. On the other hand, chronic lithium treatment reduces fatty
acids and cholesterol “de novo” synthesis. Overall, we hypothesized that lithium, increasing
PC synthesis, induces a reduction on cellular diacylglycerol levels, which in turn could be

related with the therapeutic mechanism of thision.

If astrocytes are the lithium’'s cellular target, it might actuate modifying the release of
signaling molecules by these cells. Accordingly to this hypothesis, we have found that lithium
treatment, at concentrations higher than its therapeutic window, increases TNF-alpha, nitric
oxide and prostaglandin E2 (PGE2) release in cultured astrocytes stimulated with bacterial
lipopolisaccharide (LPS). Surprisingly, using a lower lithium concentration, corresponding to
its therapeutic range, astrocytes shown a reduction on PGE2 release, an effect replicated by
the treatment with valproate, carbamazepine or lamotrigine. The dual effect of lithium on the
PGEZ2 release is due to an inhibition of arachydonic acid release in response to cytosolic Ca2+
signals that courses in parallel to an increase on cyclooxygenase expression in astrocytes
stimulated with LPS. This dual role could be related with the thin therapeutic window of

lithium, and contributes to link astrocytes with the mechanism of action of mood stabilizers.



“Es més bell saber alguna cosa
de tot, que saber-ho tot d’alguna

cosa”

Blaise Pascal







1 Els trastorns bipolars

Els trastorns bipolars son un greu desordre de |'estat d’anim de naturalesa cronica que es
caracteritza per |’ alternanca d’ episodis de depressio i d euforia exacerbada. Es classifiquen
com a trastorns bipolars de tipus |, amb simptomes de depressié severai mania; de tipus Il
amb depressio severa i hipomania; i com a estadis mixtes i trastorns bipolars de cicle rapid,
amb coexistencia o rapida alternacio de simptomes associats a les fases depressivesi de mania
(revisat a Belmaker, 2004; Benazzi, 2007). Els trastorns bipolars de tipus | afecten a voltant
de I’1.2-1.5% de la poblaci6é adulta dels USA (Mller-Oerlinghausen et al., 2002; Narrow et
a., 2002), i les persones que €ls pateixen presenten una taxa de suicidi de 5 a 17 vegades
superior alamitjana de la poblacié (Bostwick i Pankratz, 2000).

Per la seva naturalesa cronica, els trastorns bipolars representen un cost elevadissm per la
sanitat (Begley et a., 2001), i laqualitat de vida dels pacients esta profundament af ectada per
lamalaltia, amb problemes socials, economics, professionalsi familiars (revisat aEvanset al.,
2005).

No existeix una cura per la malaltia, perd es disposa de diversos farmacs que estabilitzen
I’estat d’anim dels pacients. Maauradament molts pacients no responen positivament a la
medicacio, que presenta molts efectes secundaris i es mostra ineficag en alguns casos, fet que
fa necessari @ desenvolupament de noves terapies (revisat a Zarate i Manji, 2008), motiu pel
qual es tracta d'un dels desordres psiquiatrics que esta rebent més atencié en la literatura

cientifica dels darrers anys (L 6pez-Mufioz et a., 2006).

1.1 Introduccio historica

1.1.1 Els trastorns bipolars a I’antiga Grécia

El concepte de trastorns bipolars té el seu origen en els estudis dels metges i fildsofs grecs del
periode classic (revisat a Angst i Marneros, 2001). Si bé anteriorment ja s havien descrit
estats patol ogics de depressio i exatacio prenent com a model les diferents personalitats dels
herois homerics, va ser Hipocrates (460-337 aC) el primer en formular una classificacio de les
malalties mentals, que va dividir en melancolia, mania i paranoia. Basat en el materialisme
pitagoric, Hipocrates va assumir que el cervell eral’ organ de la ment, i per tant, I’origen de
les malalties mentals.

15
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Ca entendre que els conceptes de mania i melancolia emprats pels hipocratics eren més
generals que els termes moderns i incloien un ampli espectre de desordres mentals. Tot i aixo,

jadistingien la personalitat melancolica de la melancolia com a malaltia.

Amb certa prudencia historica, es pot considerar que el concepte de trastorns bipolars neix
amb Arateus de Capadocia, que visqué a I’ Alexandria del segle primer i contrariament a la
visio imperant en la seva epoca, considera que la mania i la melancolia eren dues imatges

d’ una mateixa malaltia, on un agreujament de la melancolia portava ala mania.

1.1.2 Naixement i renaixement del concepte modern de trastorn bipolar

No va ser fins a mitjans del segle X1X que es va produir €l seglient salt endavant, quan Pierre
Falret (1794-1870) descrigué per primera vegada els trastorns bipolars com una condicié en s
mateixa, una malaltia caracteritzada per un continu cicle de depressio, mania i intervals de

lucidesa més o menys prolongats, que anomenafolie circulaire.

Tot i aixo, amb Emil Kraepelin (1856-1926), que va contribuir enormement en la comprensio
dels trastorns afectius i és considerat el “pare de la psiquiatria moderna’, es va eliminar la
distincié entre depressié i formes circulars, incloent tots els desordres afectius sota el
concepte unitari de malaltia maniacodepressiva. Entre els opositors a la visio dels seguidors
de Kraepelin, destacaren Karl Wernicke, Karl Leonhard i Karl Kleist (que introdui els
conceptes de desordres afectius unipolars i bipolars), perd no gaudiren de |’ acceptacié que

mereixien.

La situacié dona un gir al 1966, I'any del renaixement dels trastorns bipolars, amb la
publicacié de dos estudis per part de Jules Angst (Atiologie und Nosologie Endogener
Depressiver Psychosen) i de Carlo Perris (A Sudy of Bipolar (Manic-Depressive) and
Unipolar Recurrent Depressive Psycoses) on basant-se en evidéencies cliniques i genétiques,

defensaren |a diferenciaci 6 nosol 0gica entre trastorns bipolars i depressio unipolar.

1.1.3 Expansio6 del grup de trastorns bipolars

Amb la introduccio de psicofarmacs pel tractament dels trastorns bipolars i unipolars,
S accentua la recerca en agquest camp. En consequiencia, es produeix una expansio del grup de
trastorns bipolars amb la inclusié de trastorns esquizoafectius, estadis mixtes, ciclotimia i
altres patologies (revisat a Marneros, 2001). La gran variabilitat en la ssmptomatologia dels
pacients porta al concepte d espectre bipolar, un continu en els trastorns bipolars que proposa
Akistal reivindicant les idees de Kraepelin (Akiskal et al., 1977). La classificacié dels
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trastorns afectius continua essent un camp obert, incentivat pels interessos de la industria

farmacéuticai fonamentat en els nous avancos en la seva genetica i neurobiologia.

1.2 Etiologia dels trastorns bipolars

Tot i laintensainvestigacié que s harealitzat en aquest camp, |es bases neurobiol dgiques dels
trastorns bipolars encara ens son desconegudes, fet que dificulta e desenvolupament de nous
tractaments. Es creu que la malaltia és €l resultat de la complexa interaccio entre factors de
risc genétics i ambientals, i s’han proposat nombroses hipotesis basades en alteracions en
processos neuroprotectius, neuroquimics, neuroendocrins, neuroestructurals o genetics, sense
que cap d'elles hagi permés explicar completament les causes de la malatia (figura 1-1A).
S ha descrit un gran nombre d’ alteracions en diversos aspectes del funcionament del sistema
nervios en pacients bipolars, perd encara no es disposa d'una teoria unitaria satisfactoria.
L’estudi dels trastorns bipolars es veu dificultat per | heterogeneitat de la malaltia, les
confusions de diagnostic, i els efectes de la historia farmacologica del pacient, sens dubte

responsabl e de bona part de les alteracions observades en € seu CNS.
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Figura|-1. Etiologia dels trastorns bipolars. A) Per alacomprensio de la fisiopatologia dels trastorns bipolars
cal abordar I'estudi de la malaltia des d’ una perspectiva que englobi els diferents nivells que es manifesten
alterats. B) Principals regions neuroanatomiques implicades en processos afectius en les que s'han descrit
alteracions associades als trastorns bipolars. De Schloesser et al. (2009) Neuropsychophar macology.

1.2.1 Alteracions neuroanatomiques

Lesions cerebrals com ara tumors, apoplexia o traumatismes cranials, poden resultar en un
comportament similar al de mania o a de depressio en funcid de les regions on es produeixen.
Aquest fet fa pensar que la causa dels trastorns bipolars podria ser I’ alteracio de certes zones

del cervell que participarien en el control deI’emocid i |’ estat d’anim (figura I-1B) (revisat a
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Berns i Nemeroff, 2003). Per identificar aguestes alteracions, s han realitzat nombrosos
estudis basats en analisis postmortemi en I’ aplicacié de tecniques de neuroimatge en pacients
bipolars (revisat a Strakowski, et a., 2005).

Una de les dteracions que s ha detectat en alguns pacients bipolars és I’ engrandiment dels
ventricles cerebrals, un fenotip associat a neurodegeneracio i que és proporciona a nombre
d episodis de mania soferts pel pacient (Strakowski et al., 2002), fet que podriaindicar que es

tracta d’ una consequénciadel curs delamalaltia.

Per altra banda, analitzant finament el cortex prefrontal de pacients, s observen alteracions
especifiques de certes subregions (LOpez-Larson et a., 2002) com ara el SGPFC (subgenual
prefrontal cortex), que es creu implicat en la modulacio de |’estat d’anim i que presenta un
volum inferior en pacients amb trastorns bipolars i una historia familiar de malalties afectives
(Drevets et al., 1997). Amb I’andlisi postmortem d’ aquest tipus de pacients s ha detectat una
disminucié de la densitat glial en el SGPFC, que no s observa en e cortex somatosensorial
(Ongr et a., 1998).

Des de diverses regions del cortex prefrontal es projecten fibres cap al’ estriat per formar €l
circuit prefrontal-estriatal-talamic, que participa en e comportament emocional, cognitiu i
socia, i és per tant susceptible d’estar aterat en pacients bipolars. Diversos estudis en
pacients bipolars mostren un engrandiment de I’ estriat (Aylward et a., 1994), una alteracio
gue s observajaen els primers estadis de la malatiai que no variaamb el nombre d’ episodis
soferts (Delbello et al., 2004).

L’amigdalai I hipocamp també estan involucrats en control de I’emocid i la cognici6, i s ha
descrit un engrandiment de |’ amigdala en pacients bipolars (Brambilla et a., 2003), tal com ja
S havia observat en pacients esquizofrénics (McCarley et a., 1999). A diferencia d’ aquests
darrers, €ls pacients bipolars no mostren una reduccié també en |” hipocamp, de manera que
ambdues malalties mostrarien un comportament diferenciat respecte I’ hipocamp i I’amigdala
(Altshuler et a., 2000).

Per MRI (magnetic resonance imaging) s observa que els pacients bipolars sovint presenten
una série d hiperintensitats en la matéria blanca, les WMHSs (white matter hyperintensities),
tipicament associades a malalties vasculars (McDonad et a., 1999). La seva localitzacio
suggereix que poden estar alterant les fibres que comuniquen les regions fronto-temporals, fet
especialment significatiu si es té en compte que lesions en aquestes localitzacions ja S havien

associat a l'aparici6 de mania. L'analisi histologic d aguestes WMHs mostra petites
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malformacions vasculars, espais perivasculars dilatats, cists cerebrals, desmielinitzacio,
infarts i necrosis. Es interessant destacar que aguestes anomalies s han detectat ja en pacients
molt joves (Pillai el a., 2002), lliures de factors de risc cerebrovasculars, fet que indicaria que

els pacients bipolars presenten una susceptibilitat a aquest tipus de danys cel -lulars.

Els estudis de neuroanatomia funcional mostren que certes subregions prefrontals presenten
un comportament anomal en pacients bipolars, tant en condicions de repos com durant la
realitzacio de diverses tasques. En general, durant les fases depressives de la malaltia apareix
una disminucié genera en I'activacié prefrontal, un efecte oposat a que s ha descrit en
depressio unipolar (Mayberg et al., 1999), mentre que durant les fases de maniala disminuci6
de I’ activitat prefrontal esrestringeix a certes subregions, i S observala sobreactivacio d’ atres
regions cerebrals, com |’anterior cingulat, un efecte també es déna en depressié unipolar
(Drevetset d., 1997).

Podria ser que I’ activaci6 de certes arees prefrontal s de caracter limbic (emocional) bloquegés
les regions prefrontals cognitives, fet consistent amb les observacions cliniques. S ha observat
un increment en I'activitat d'altres regions de la xarxa limbica, com I'estriat, € tdam i
I’amigdala en pacients bipolars, especidment durant els episodis de mania (revisat a
Blumberg et al., 2000; Blumberg et a., 2003; Ketter et a., 2001). Moltes d aquestes
anormalitats es mostren dependents de I’ estat del pacient, i alguns estudis mostren I’ activacio
de certes arees corticals durant els estats d’ eutimia que podrien compensar |a sobrereactivitat

de les xarxes que controlen |’emoci6 (Strakowski et al., 2004).

1.2.2 Alteracions neuroquimiques

L’analisi bioquimic del plasma, liquid cerebroespinal i teixit cerebral de pacients bipolars
mostra nombroses anormalitats neuroquimiques. S ha relacionat els trastorns bipolars amb la
neurotransmissiO monoaminérgica, de gran importancia en els circuits neuronas limbic,
estriatal i prefrontal. Perd a diferéncia de la depressio unipolar, sovint associada a la
deficiéncia de monoamines com la serotonina, la noeradrenalina (NE) o la dopamina, no esta
clar e paper que juguen en €els trastorns bipolars, i no es recomana |’ Us dels antidepressius
gue afecten aguests sistemes. Hi ha evidencies que associen la deficiencia i I'excés de
monoamines, i particularment de NE, as estats de depressio i mania respectivament, pero
aixo pot ser un simple reflex de I’estat general de |’ activitat neuronal (revisat a Belmaker,

2004). La transmissio glutamatérgica es mostra alterada en pacients bipolars (revisat a Ng et
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al., 2009), i elements d’ aquest sistema de comunicacio han estat associats genéticament a la
malaltia (revisat a Schiffer, 2002).

Tot i aix0, la malaltia es presenta més com un desordre dels circuits neuronals i sinapsis, que

com la simple manca o excés d' un determinat neurotransmissor.

1.2.3 Alteracions en cascades de senyalitzacio

El fet que els farmacs que s han mostrat efectius pel tractament dels trastorns bipolars afectin
diverses cascades de senyalitzacié de gran importancia per la fisiologia cel-lular, fa pensar
gue |’origen dels trastorns bipolars es podria trobar en I'ateracié d’ aguests processos de
senyalitzacié. Les principals vies que s han implicat en la fisiopatologia i |a terapia dels

trastorns bipolars es tractaran al’ apartat 2.

Una alteracio anivell de les cascades de senyalitzacio cel-lular pot afectar I’ expressio genica,
el nombre i poténciade les sinapsis, I’ alliberacio de neurotransmissors, |’ arquitectura axonal i
dendritica, la supervivéncia neuronal o fins i tot la generacié de noves neurones (revisat a
McClung i Nestler, 2008). En altres paraules, les cascades de senyalitzacié controlen la
plasticitat neuronal, €l conjunt de processos que permet a sistema nerviés adaptar-se as
canvis, i que forcosament ha d estar implicat en un aspecte tant complex de la ment com és el
control de lesemocionsi I’ estat d’anim. En aquest sentit, amb I’andlisi del cervell de pacients
bipolars s ha detectat alteracions en nombroses proteines relacionades amb neuroplasticitat,
com GAP-43, sinapsines, SNARE, sinaptobrevina, sinaptofisina o netrines, fet que dona pes a
laidea que les cascades de plasticitat neurona son uns elements determinants en la etiologia i
tractament dels trastorns bipolars (revisat a Schloesser et al., 2008). Per altra banda, des que
Ssactui sobre una determinada cascada de senyalitzacio fins que es desencadenin els
mecanismes de plasticitat gque provoquin canvis en els circuits neuronals, es requerira cert
temps, fet que explicaria perque els efectes beneficiosos dels estabilitzadors de I estat d’ anim
apareixen uns dies després de I'inici del tractament.

1.2.4 Alteracions en els ritmes circadians

Els pacients bipolars pateixen profundes alteracions en els cicles son-vigilia, tant en les fases
depressives com de mania, i € canvi d'un estat a un altre sovint va precedit per petis canvis
en els ritmes circadians. En pacients bipolars i depressius, s han trobat mutacions en els gens
que controlen els ritmes circadians des del SCN (supraquiasmic nucleous) (Mitterauer, 2000)

i S’ha comprovat que €l liti allarga €l periode circadia de neurones d’ aguest nucli (Abe et al.,
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2000). Els pacients bipolars es mostren hipersensibles a pertorbacions en els ritmes circadians.
Aquest fet concorda amb la idea d’'un sistema caotic sensible a canvis lleus, que porten €l
sistemad’'un estat a un altre. S han descrit canvis en les fases REM (Rapid Eye Movement), €l
son i els cicles de temperatura, que tenen lloc de manera lenta i progressiva abans del canvi
d estat del pacient, de manera que sembla que quan es supera un llindar e pacient bipolar
seria catapultat cap a I’ estat de mania o depressio, donant la impressié que € canvi d’ estat

s ha donat de forma instantania.

1.3 Tractament dels trastorns bipolars

A diferencia del que succeeix amb altres malalties psiquiatriques, com la depressio unipolar,
I"absencia d’'un model bioquimic, cel-lular o anima ampliament acceptat pels trastorns
bipolars, ha impedit el desenvolupament sistematic de farmacs estabilitzadors de |’ estat
d anim (revisat a Gould i Einat, 2007). Per aquest motiu, € descobriment de nous farmacs
s ha donat quasi exclusivament amb I’ observacio clinica del potencial beneficios de farmacs

preexistents per a altres patologies.

1.3.1 Terapia dels trastorns bipolars

En ladarreraguiadela CANMAT (Canadian Network for Mood and Anxiety Treatments) i la
ISBD (International Society for Bipolar Disorders), es detallen els farmacs recomanats per al
tractament dels trastorns bipolars (Y atham et al., 2009) (Figural-2).

Tractament de la mania aguda: 12 linea: liti, valproat, olanzapina, risperidona, quetiapina,
aripiprazol, ziprasidona, o la combinaci6é de liti o valproat amb un dels darrers. 22 linea:
Carbamazepina, terapia electroconvulsiva (ECT), liti + valproat, asenapina, liti o valproat +
asenapina. 32 linea: Haloperidol, clorpromazina, liti o valproat + carbamazepina, clozapina,
oxcarbazepina, tamoxife. No es recomana: gabapentina, topiramat, lamotrigina, verapamil,
tiagabina, risperidona + carbamazepina, olanzapina + carbamazepina.

Tractament de la depressio aguda: 12 linea: liti, lamotrigina, quetiapina, liti o valproat +
SSRI (selective serotonin reuptake inhibitor), olanzapina + SSRI, liti + valproat, liti o valproat
+ bupropion. 22 linea: Quetiapina + SSRI, valproat o liti + lamotrigina, adjuncié de
modafinil. 32 linea: Carbamazepina, olanzapina, liti + carbamazepina, liti + pramipexoal, liti o
valproat + venlafaxinag, liti + MAOI (monoamine oxidase inhibitors), ECT, liti o valproat o
AAP + TCA (tricyclic antridepressant), liti o valproat o carbamazepina+ SSRI + lamotrigina,
adjuncié de d'acid eicosapentaenoic, adjuncié de riluzol, adjuncié de topiramat. No es
recomana: Gabapentina, aripiprazol. L’ Us d’ antidepressius dependra del balang entre el desig
de remetre |’ episodi depressiu i el d’ evitar un episodi de mania

Manteniment dels pacients bipolars: 12 linea: liti, lamotrigina (prevencié depressio),
valproat, olanzapina, quetiapina, liti o valproat + quetiapina, risperidona LAl (long acting
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injection), adjuncié de riperidona LAI, aripiprazol (prevenci6 mania), adjuncié de
Ziprasidona. 22 linea: Carbamazepina, liti + valproat, liti + carbamazepina, liti o valproat +
olanzapina, liti + risperidona, liti + lamotrigina, olanzapina + fluoxetina. 32 linea: Adjuncié de
fenitoina, adjuncid de clozapina, adjuncié d'ECT, adjuncié de topiramat, adjuncié d’ acids
grassos omega-3, adjuncié d oxcarbazepina, adjuncié de gabapentina. No es recomana:
Gabapentina, topiramat, antidepressius, adjucio de flupentixol.

R

2
Acid Valproic Carbamazepina Lamotrigina

Figural-2. Principalsfarmacs empratsen el tractament delstrastornsbipolars.

1.3.2 El descobriment del primer psicofarmac: el liti

Lahistoria del liti com afarmac és un clar cas de serendipia, on la sort, I’ingeni i certadosi de
temeritat, es combinen per donar lloc a un gran descobriment (Schou, 2001). Ja a finals del
segle XIX, Karl Lange emprava € liti pel tractament profilactic de la depressio, i
posteriorment va ser emprat per la depressié aguda. Durant aquest periode € liti era
ampliament administrat en forma d'aiglies minerals, amb la creenca que curava diverses
malalties. Tot i aix0, a 1898 es van descriure les seves propietats toxiques, i va ser oblidat
fins as estudis de John Cade. A mitjans del segle XX, €l psiquiatre australia John Cade, va
realitzar una serie d estudis partint de la hipotesi que les malalties mentals eren causades per
algun compost toxic que podria trobar en I’orina dels pacients. Per demostra-ho, injectava
extractes d’orina de pacients a conills porquins per veure si els alterava el comportament.
Com a control, també va estudiar I'efecte que provocava la injeccio dels principals
components de |’orina. L’acid uric €l va aplicar en forma de la seva principal sa soluble,
I"ureat de liti. Els animals tractats amb aquest compost es mostraren docils i calmats, un
efecte que va resultar ser degut al liti. Veient aquests resultats, John Cade es va decidir a
tractar alguns dels seus pacients amb carbonat de liti, i mentre que en pacients esquizofrenics
0 depressius no va observar-hi canvis significatius, els pacients amb mania van experimentar
una reduccié o desaparicio dels seus simptomes. Era la primera vegada que es tenia éxit en el
tractament farmacologic d una malaltia mental, i amb la publicacié del seu famos article
Lithium Salts in the treatment of psychotic excitement (Cade, 1949) es pot dir que Sinicia

I’ era de la psicofarmacol ogia.
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1.3.3 Les sals de liti

El liti és e farmac de referéncia per as trastorns bipolars mostrant efectes positius en la
majoria de pacients, als que estabilitza |’ estat d’anim i redueix les recaigudes i els intents de
suicidi (Kleindienst et al., 2003; Grunze, 2003; Tondo et a., 2001). Resulta eficag tant per les
fases de depressi6 com de mania, tant pel que fa al seu tractament agut com per la seva

profilaxi, fet que el converteix en un farmac extremadament valuds i extremadament complex.

Desgraciadament el liti no és efectiu per tots els pacients, té una finestra terapeutica
anormalment estreta (0.6-1.5 mM en plasma), amb dosis letals del mateix ordre que les
terapéutiques (revisat a Timmer i Sands., 1999), i pot produir nombrosos efectes secundaris
indesitjables, des de tremolors i molésties gastrointestinals fins a hipotiroidisme i diabetis
(revisat a Pilcher, 2003). De fet, & mateix Cade va reportar el cas d' un pacient mort per la
toxicitat del liti 22 mesos després d'iniciar € tractament. Tot aix0, sumat a fet que € liti no
genera grans beneficis comercials, fa que les empreses farmacéutiques sesforcin a
desenvolupar nous farmacs per a tractament d aquesta malatia. Entre aguests altres agents,
destaquen tres anticonvulsius que van resultar beneficiosos en pacients bipolars: € valproat,

la carbamazepinai lalamotrigina.

1.3.4 El valproat

L’ acid vaproic (acid 2-propilpentanoic) és un acid carboxilic de cadena ramificada, que
S empra com a antiepiléptic d’ampli espectre, amb eficacia contrastada tant pels atacs parcials
com generalitzats. Les seves propietats anticonvulsives es van descobrir accidentalment al
1962 en ser utilitzat com a solvent per altres agents testats en animals (Bowden, 1995).

El valproat es prescriu en pacients bipolars, tant pel tractament agut de la mania com per la
seva profilaxi, i s bé s’ha emprat com a part del tractament de les fases depressives de la
malaltia, &l's seus efectes beneficiosos no son tant clars en aquest aspecte (revisat a Bowden,
2003).

1.3.5 Lacarbamazepina

Un adltre anticonvulsiu que sempra en pacients bipolars és la carbamazepina (5H-
dibenzo[ b,f]azepina-5-carboxamida). S ha mostrat eficag en el tractament de la mania aguda,
pero tot i les evidencies que ho suporten, es requereixen més estudis per demostrar la seva
eficacia com a tractament profilactic i per a tractament de la depressio aguda (revisat a

Nasrallah et al., 2006). L’ eficacia de la carbamazepina en € tractament de la mania aguda és
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similar a la del valproat, perd aquest presenta una menor incidencia d efectes secundaris

immediats, mentre que la carbamazepina es tolera millor en tractaments llargs.

1.3.6 Lalamotrigina

La lamotrigina (6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina-3,5-diamina) és wuna feniltriazina
sintetitzada a principis dels anys 80 pels Wellcome Laboratories amb la intencié de trobar
nous antiepiléptics (revisat a Weider et al., 2008). Posteriorment va ser emprat amb exit per
tractar dos pacients bipolars resistents a la medicacio, fet que va portar a la redlitzacio
d assaigs clinics que van mostrar que e farmac era efectiu per a tractament dels trastorns
bipolars, especialment pel que fa a les fases depressives de la malaltia (Bowden et al., 1999;
Calabrese et a., 2003), i pels trastorns bipolars de cicle rapid (Calabrese et al., 2005).

24



2 Mecanisme d’accié dels farmacs estabilitzadors de
I'estat d’anim

Cap dels farmacs emprats actualment per a tractament dels trastorns bipolars s ha
desenvolupat a partir d hipotesis precliniques especifiques per aguesta malaltia (revisat a
Gould et al., 2004). La manca de bons models experimentals per testar nous farmacs, fa que
una de les prioritats en € camp dels trastorns bipolars sigui esbrinar e mecanisme d accié
dels compostos que s hi han mostrat efectius. En les darreres décades s han descrit un gran
nombre d efectes neuroquimics provocats per aguests agents, pero e seu mecanisme
terapeutic continua essent un misteri. Per a la comprensié d’ aguesta guiestio és necessari
seguir investigant per tal de trobar noves dianes moleculars i per analitzar les implicacions
que €ls seus efectes bioquimicsi cel-lulars tenen sobre els circuits neuronals responsables de
I’ estat d’anim (revisat a Zarate i Manji, 2008). Tot i que no és un factor necessari, sera de gran
interés aprofundir en aquells efectes produits de manera similar per diversos dels farmacs

antibipolars (revisat a Harwood i Agam, 2003).

Una de les principals peculiaritats dels farmacs estabilitzadors de I'estat d’anim és que els
seus efectes beneficiosos no apareixen fins passats varis dies 0 setmanes de I'inici del
tractament. De la mateixa manera, en interrompre el tractament les recaigudes no apareixen
fins passats uns mesos. Aix0 fa pensar que €els seus efectes terapeutics impligquen el
desencadenament de processos de neuroplasticitat que van apareixent com a conseguéencia de
I”acci6 sobre |es seves dianes moleculars, que inclouen certs elements clau de la senyalitzacié
cel-lular (revisat a Schloesser et al., 2008).

2.1 Dianes moleculars del liti

Actuament s ha demostrat que € liti actua directament sobre dues families de proteines
(revisat aHarwood i Agam, 2003):
a) Una superfamilia de fosfomonoesterases que inclou la inositol-1 monofosfatasa

(IMPasa), la inositol polifosfat 1-fosfatasa (IPPasa), la fructosa 1,6-bisfosfatasa, i
lafosfoadenosina 5’ -fosfat fosfatasa (PAPPasa).

b) La familia de les glicogen sintasa quinasa 3 (GSK-3), unes serina/treonina
quinases altament conservadesi identificades en tots els eucariotes examinats.

Donat que aquests enzims son de gran importancia en diverses vies de senyalitzacio cel-lular,

el liti acaba afectant de maneraindirecta a un gran nombre de proteines i processos cel -lulars.
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2.2 Senyalitzacio per fosfoinositids

Probablement |a hipotesi que ha estat més extensament estudiada per tal d’ explicar els efectes
terapeutics del liti és I'alteracié de la senyalitzacio per fosfoinositids causada per la deplecid
d'inositol (revisat a Harwood, 2005).

2.2.1 Inhibici6 de la IMPasa i depleci6 d’inositol

A principis dels anys 70, es va demostrar que €l tractament amb liti provocava una reduccio
del 30% en la concentracid d'inositol en cortex de rata (Allison i Stewart, 1971),
acompanyada d’un augment en I'inositol-1-fosfat (InsP;) (Allison et a., 1976). Aixo ha fet
que bona part de I’atencié dels investigadors que estudien e mecanisme d’accio del liti es

centri en les vies de senyalitzaci6 que involucren derivats de I’ inositol .

El liti inhibeix I’enzim que catalitza la desfosforilacio de I'InsP;, la inositol monofosfatasa
(IMPasa), amb una ICsy de 0.8 mM (Hallcher et a., 1980), efecte que queda dins e rang de
concentracions terapeutiques del liti. El liti és un inhibidor acompetitiu de la IMPasa: la seva
activitat inhibitoria augmenta en incrementar la concentracio de substrat, ja que € liti S'uneix
al complex enzim-substrat, desplacant un Mg?* del centre actiu (Atack et a., 1995). Aquest
inusual mecanisme d'inhibicié implica que només es produira una inhibicio important de
I’enzim quan es donen elevades concentracions de substrat, tal com passaria s |’ estat

patol gic dels pacients provoqués una sobreactivacio de la senyalitzacio per Pl-4,5-P,/IP3 .

En resposta a determinats estimuls, € PI-4,5-P, és hidrolitzat per la fosfolipasa C (PLC),
donant lloc a inositol trisfosfat (Ins(1,4,5)P3 0 1P3) i diacilglicerol (DAG). L’IP3 promou
I'alliberacié de Ca** de compartiments intracel-lulars, que juntament amb el DAG format
activa la proteina quinasa C (PKC). L’IP3 acaba sent desfosforilat per accio de les inositol
fosfatases donant lloc a inositol, que s empra per sintetitzar Pl tancant el cicle. El liti, en
inhibir la IMPasa i altres enzims implicats en la desfosforilacié de I'lP3, com ara la IPPasa
(Lopez-Coronado et a., 1999), o la PAP fosfatasa (Spiegelberg et a., 1999), bloguejara
aquest cicle. Per atra banda, sabent que la sintesi de novo d’inositol es déna a partir de la
isomeritzacio de la glucosa 6-fosfat a InsP;, que ha de ser desfosforilat per la IMPasa, € liti
acaba inhibint les dues principas rutes intracel-lulars per a la produccié d'inositol: el
reciclatge de I'lP; i la sintes de novo, fet que es tradueix en una disminucio dels nivells

cel-lulars d’'inositol.

A partir d’ aguestes evidéencies, es va proposar la hipotesi de la deplecié d'inositol per a
explicar els efectes terapéutics del liti (Berridge et a., 1989). Segons aquesta, en pacients
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bipolars es produirien en certes neurones episodis d' activacio persistent de la PLC amb la
consequent alliberacio d'IP3. El liti inhibiria la desfosforilacié de I'lP3 provocant a una
disminucié dels nivells intracel-lulars d'inositol, la qual cosa, en condicions on I’'inositol
limités la sintesi de PI, portaria a una disminuci6 dels nivells de PI-4,5-P,, afeblint les vies de
senyalitzacio que en depenen (Figura I-3). D’ aquesta manera el liti estabilitzaria aquestes vies

de senyalitzacié quan sofrissin una sobreestimulacio.
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Figura I-3. Cicle dels fosfoinositids i hipotesi de la deplecié d’inositol. Inhibint la IMPasa, € liti bloqueja el
reciclatge delsinositol fosfats, produint unareduccio dels nivells d'inositol que resultara en una menor sintesi de
Pl i per tant un afebliment de les vies de senyalitzacié dependents d aquest fosfolipid. Abreviatures:
diacilglicerol (DAG); acid fosfatidic (PA); fosfatidilinositol (PI); fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat (PIP2); inositol-
1,4,5-trisfosfat; Inosital (Ins); proteina quinasa C (PKC); diacilglicerol quinasa (DAGK); fosfolipasa C (PLC);
inositol monofosfatasa (IMPasa).

El time course terapeutic del liti és suficient perqué es produeixin canvis en |’ expressio géenica.
Tant la PKC com la CamKIl (Ca?*/Calmodulin Kinase I1) regulen I’expressié génica i
depenen de la senyalitzacié per DAG i/o Ca?*, de manera que ladeplecié d’ inositol pot acabar
afectant a un gran nombre de proteines. En aquest sentit, en un estudi massiu sobre |’ efecte
del liti en dlices de cortex de rata (Brandish et al., 2005), es detecten una seixantena de gens
directament afectats per la deplecié d’inositol.

El tractament cronic amb valproat tambeé incrementa els nivells de InsP; en cervell de rata, fet
gue donaria suport a la implicacié d ateracions en la senyalitzacio per derivats de I’ inositol
en el mecanisme terapeutic d’ aguests farmacs (O'Donnell et al., 2000).

2.2.2 Efectes sobre larecaptacio d’inositol

Tot i que agunes poblacions neuronals contenen poc inositol, a cervell els seus nivells

intracel -lulars solen ser molt elevats, superant els 10 mM. En canvi, la concentracio d’ inositol
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en el fluid cerebrospina és de 400-600 uM, de manera que es fa necessaria la sevaimportacié
activa, un procés que es dona tant en neurones com en glia (revisat a Van Calker i Belmaker,
2000). Al cervell shi ha descrit dos transportadors d'inositol. Un és el transportador
Na'/inositol d elevada afinitat (Km = 25-50 uM), dependent de Na' i inhibit apH acid (SMIT)
(Lubrich et al., 2000). L’altre transportador, de menor afinitat (Km = 100 uM) i detectat
només en astrocits, s activa a pH baixos i és conegut com a transportador H'/ inositol (HMIT)
(Uldry et al., 2001).

Tot i que ni la carbamazepinani e valproat inhibeixen laIMPasa (Vadna and Parthasarathy,
1995), s ha detectat que el valproat redueix els nivells d'inositol en cervell (O’ Donnell et al.,
2000). Aquest fet pot ser degut a un mecanisme similar al que s observa en llevats, on el
valproat inhibeix la sintesi de novo d'inositol (Shaltiel et a., 2004), perd també es podria
deure a fet que @ tractament cronic (2 setmanes), perd no agut, amb liti, valproat o
carbamazepina atera la incorporacié d'inositol extracel-lular en cél-lules d astrocitoma
(revisat aHertz et a., 2004). En aquestes cdl-lules, el tractament cronic amb estabilitzadors de
I’'estat d’anim produeix una inhibicio en la captacié d'inositol quan sOn sotmesos a
concentracions elevades d'inositol extracel -lular (50 uM) i un increment quan se'ls apliquen
concentracions reduides d’inositol (25 uM), possiblement a un efecte invers sobre els SMIT i
HMIT (Wolsfon et al., 2000). Aquest efecte podria ser degut a lleu increment de pH
intracel-lular que s ha observat en astrocits tractats amb liti, produit per I'increment en
I’ activitat de |’ intercanviador Na'/H" (Song et ., 2008)

Es interessant que un altre efecte comu dels tres farmacs, €l col-lapse dels cons de creixement
de neurones ganglionars de rates nounades, pot ser revertit amb I’ addicié d’inositol (Williams
et al., 2002).

2.2.3 Evidéncies de la deplecio d’inositol en pacients bipolars

Els estudis de 'H-MRS i *'P-MRS en pacients bipolars mostren anormalitats en e
metabolisme de I'inositol durant les seves fases depressives i de mania, que no s observen
durant els periodes d’ eutimia, possiblement gracies als efectes beneficiosos de la medicacio
(revisat a Silverstone et al., 2005). Tot i aix0 les ateracions observades no sdn sempre les que
S esperarien segons la hipotesi de la deplecié d’inositol, i si bé en pacients joves no tractats i
en fase de mania s’ hi podria produir un Ileuger increment en els nivells d’inositol, que es
podria veure reduit amb el tractament amb liti (Davanzo et al., 2001; 2003). Tant en pacients
medicats com no medicats s observa unareduccio en els nivells d'inositol en el cortex frontal,
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perd no a cingulat, similar a que s observa en depressio unipolar. En lamajoria d’ estudis en
pacients tractats amb liti S observa una disminucio dels nivells d'inositol i un augment en €l
pic dels fosfomonoésters que és consistent amb un increment en els nivells de InsP (Moore et
al., 2000; Kato et al., 1995), tot i que en alguns casos S han obtingut resultats diferents (Frey
et a., 1998). En canvi, € liti no sembla alterar els nivells d'inositol o fosfomonoesters en
pacients eutimics o voluntaris sans, indicant que els seus efectes només es produirien en
situacions aterades (revisat a Silverstone et al., 2005).

Tot i aix0, en limfocits (Belmaker et a., 2002) i plaguetes (Soares et a., 2000) de pacients
bipolars tractats amb liti s'hi observa una menor concentracié tant d’inositol com de PI. A
meés, un recent estudi metabonomic sobre mostres postmortem de cervell mostra uns nivells
d'inositol incrementats en cortex prefrontal de pacients bipolarsi reduit en hipocamp i estriat
de rates tractades amb valproat o liti (Lan et al., 2009).

2.2.4 Critiques ala hipotesi de la deplecié d’inositol

La hipotesi de ladeplecié d'inositol explica de manera elegant com els efectes del liti sobre la
IMPasa es poden traduir en e funcionament del cervell, perd ha topat amb mdultiples
problemes que fan que no sigui plenament satisfactoria. Si bé s accepta que € liti inhibeix la
IMPasa en cervell i provoca I’ acumulacio de 1P, quan es mesuren els nivells d'|P; S observa
un comportament complex, amb molta variabilitat segons |’ espécie, i en alguns casos finsi tot
es déna un increment en els nivells d'I1P3 intracel-lulars en resposta a liti (Lee et a., 1992,
Dixon et a., 1994). De manera similar, en cél-lules C6 € valproat estimulala produccio d' | P3
en resposta a serotonina degut a una major expressio del receptor 5-HT,a (Sullivan et a.,
2004).

Tampoc queda clar que la modesta reduccio en els nivells d’inositol provocada pel liti, sigui
suficient per reduir la sintesi de Pl i PI-4,5-P,. Ladeleccié del gen que codifica per SMIT en
ratolins els provoca la mort a naixement (Berry et al., 2003), pero tot i aixo, en els fetus s hi
pot observar unareduccio del 90 % del’inositol en cervell sense que es detectin ateracions en
els nivells de Pl (Berry et al., 2004). Tot i que no és segur que aquests resultats siguin
extrapolables al cervell adult huma, semblen indicar que la deplecié d'inositol induida per liti
no afecta la senyalitzacio per fosfoinositids. Per altra banda, en ratolins adults amb la deleccid
d una copia del gen de I’ SMIT, que presenten una reduccio del 33-37% de I’'inositol cerebral,
no s hi ha detectat alteracions del comportament similars a les produides pel liti (Shaldubina
et al., 2006; 2007).
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Ara bé, és possible que € liti estigui alterant funcions de I'inositol o els inositol fosfats
independents dels fosfoinositids (Berry et a., 1999; Lee et a., 2007; Odom et al., 2000;
Shaldubina et a., 2007), o bé gue la depleciod d'inositol es produeixi de manera molt més
critica en determinades regions cerebrals o cel-lulars, essent suficient per inhibir la
senyalitzacio per fosfoinositids. Per altra banda, en neurones corticals de rata s ha detectat
I’expressi6 d HMIT, pero no dSMIT (Di Daniel et a., 2006), i sha observat que la
localitzacié subcel -lular ' HMIT és regulada per I’ activitat neuronal, indicant que podria estar
implicat en |’ aportacio d'inositol per a cicle dels fosfoinositids (Uldry et a., 2004). Tenint en
compte que estudis en astrocits indiquen que I'inositol emprat per alasintesi de fosfoinositids
es troba compartimentalitzat independentment del que participa en funcions d’ osmoregulacio
(Wolfson et a., 2000), es podria explicar com la reduccio dels nivells d’'inositol cerebral per

ladeleccio d SMIT no afectala sintesi de fosfoinositids.

Tot i aixo, laimportancia dels fosfoinositids en € funcionament del sistema nervios (revisat a
Hammond i Schiavo, 2006) fa que la hipotesi de la deplecidé d'inositol continui sent un

mecanisme atractiu per explicar els efectes ddl liti.

2.2.5 Efectes sobre la senyalitzacié per PKC

Les PKC (Protein Kinase C) sdn una nombrosa familia de serina/treonina quinases
involucrades en la transduccié de senyals de proliferacié cel-lular, diferenciacio, apoptos,
senescéencia 0 angiogenesi. Es classifiquen en tres grups. PKCs convencionals (cPKC), que
requereixen Ca®* i DAG; les noves PKC (nPKC), que només necessiten DAG; i les atipiques
(aPK C), independents de Ca?* i DAG (revisat aMellor i Parker., 1998). Tant e DAG i com el
Ca”™ necessaris per activar algunes de les PKC apareixen en el transcurs de la via de
senyalitzacio de Pl-4,5-P,/PLC.

Diversos estudis impliguen laPKC amb lafisiopatologiai el tractament dels trastorns bipolars
(revisat a Catapano i Manji, 2008). El liti redueix en rates la trandocacié a membrana de les
PKC (Wang et a., 2001), mentre que en cervells postmortem de pacients bipolars s observa
un increment en |’ associacié a membranes de laPKC (Wang i Friedman, 2001). El tractament
cronic de rates amb liti redueix I’ activitat PKC, en un efecte reversible per I’ addicié d'inositol
(Manji i Lenox, 1999; Watson i Lenox, 1996). El valproat, perd no la carbamazepina, també
redueix |’ activitat PKC, pero en aquest cas |’ efecte no es pot revertir amb inositol (Manji i
Lenox, 1999). Tant €l liti com el valproat redueixen I’expressié de PKCa i PKCe, fet que fa

pensar que |’ alteracio de |’ activitat PKC pot ser independent de la deplecio d’inositol.
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La inhibicié farmacologica de la PKC atenua la hiperlocomocié induida per amfetamines
(Einat et a., 2007), mentre que una excessiva activacié de la PKC deteriora les funcions
cognitives del cortex prefrontal, I'exposicié a estrés activa la PKC i la seva inhibicid
protegeix la funcié cognitiva (Birnbaum et a 2004). Tot aix0 suggereix que una
sobreactivacio de la PKC pot tenir un paper important en certes manifestacions de la mania,
regulant la senyalitzacio pre- i postsingptica, possiblement actuant a nivell dels receptors
AMPA i NMDA (Szabo et a., 2009).

Dos estudis d’associacid génica independents mostren que una isoforma de la diacilglicerol
quinasa (la DAGKH) és un gen de risc pels trastorns bipolars (Baum et al., 2008; Wellcome
Trust Case Control Consortium, 2007). Amb la seva capacitat d’ eliminar el DAG, les DAGK
son un dels principals agents reguladors de les PKC (veure apartat 3.1.4), fet que déna molt

pes alahipotesi que relaciona una sobreactivacié de les PKC amb el s trastorns bipolars.

Aquestes evidencies fan que la inhibicid de I’ activitat PKC sigui una de les principals dianes
per a desenvolupament de nous farmacs per al tractament de la mania (revisat aArnsten et al.,
2009), i estudis clinics amb tamoxifé, un inhibidor de la PKC, han mostrat una reduccio
significativa en els simptomes de mania de pacients bipolars (Bebchuk et a., 2000; Zarate et
al., 2007). Tot i que & tamoxife també posseeix propietats antiestrogéeniques, estudis en rates
suggereixen que el seu efecte antimanic es deu principalment alainhibicié de I activitat PKC
(Sabioni et a., 2008).

2.3 Inhibici6 de la GSK-3

L’ altra gran diana molecular del liti éslainhibicio de la glicogen sintasa quinasa-3 (GSK-3),
una quinasa implicada en les vies de senyalitzacio de Wnt, de lainsulina i de neurotrofines,
gue participa en processos de proliferacio, supervivencia, diferenciacio, axonogenesi,
sinaptogenesi i en la regulacié del metabolisme (figura 1-4). Els seus efectes inclouen la
regulacio d’enzims metabolics, de la dinamica del citoesquelet i de diversos factors de

transcripcié (revisat a Jope i Johnson, 2004).

El liti és un inhibidor competitiu de la GSK-3, que desplaca un i6 Mg** del seu lloc d’'uni6 a
I’enzim (Klein i Melton, 1996). Tot i aixo, lainhibicié de la GSK-3 per liti presenta una |C50
invitro de 1-2 mM, de manera que es produeix a partir de les concentracions mes elevades de
la seva finestra terapeutica, fet que ha fet dubtar de la rellevancia d’ aquesta inhibicio pel que
fa a mecanisme terapeutic del liti. En aguest sentit, Sha proposat un mecanisme
complementari pel que € liti inhibeix la GSK-3: afavorint-ne la inactivacio per fosforilacio
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(Ser 9 en la GSK-3B i Ser21 en la GSK-3a)(De Sarno et al., 2002), actuant a nivell de la
quinasa Akt (Chalecka-Franaszek i Chuang, 1999) o bé inhibint-ne la desfosforilacié (Zhang
et a, 2003). A favor d’ aquesta possibilitat hi ha el fet que s ha detectat un increment en la
fosforilacié de GSK-3 en cel-lules sanguinies de pacients tractats amb liti (Li et al., 2007). La
GSK-3 també és inhibida pel vaproat (Chen et al., 1999) i per ECT (Electroconvulsive
seizure Treatment), un tractament no farmacologic pels trastorns de |’ estat d’anim (Roh et al.,
2003). En conjunt, aquest tipus d’ evidencies fan que la GSK-3 sigui una de les dianes més
estudiades en el camp dels trastorns bipolarsi el seu tractament (revisat a Gould et al., 2006).

2.3.1 Efectes delainhibicio de la GSK-3

La GSK-3 té gran rellevancia en e sistema nervids, on la ruta de Wnt és especia ment
important, tant en e desenvolupament com en cervell adult. El liti mimetitza els efectes de
Whnt, alterant la morfologia dels cons de creixement axonal probablement actuant sobre la
dinamica dels microttbuls (Williams et a 2004). Donada I’ existéncia de neurogenesi en €l
cervell adult, I efecte sobre el creixement axonal també es podria donar durant el tractament
dels pacients. La B-catenina, un dels principals substrats de la GSK-3, esta implicada tant en
I’ estructura del citoesquelet com en la regulacié de I’ expressid genica, essent un component
de les unions adherents i també un regulador de la familia de factors de transcripcié LEF-
VTCF-3. L’accio de la GSK-3 sobre la 3-catenina depen de la formacio del complex GSK-3-
Axina- 3-catenina, que esta regulada negativament pel lligand extracel -lular Wnt que, en unir-

se a seu receptor, blogueja de fosforilacio de la B-catenina per la GSK-3.

Es creu que el receptor AMPA pot estar relacionat amb el tractament dels trastorns de I’ estat
d anim, i en aquest sentit, s'ha detectat un increment en la localitzacié sinaptica d’ aguest
receptor en resposta a tractament amb antidepressius i una disminucié en resposta a farmacs
emprats en el tractament de la mania (Du et a., 2003). La inhibici6 de la GSK-3 bloqueja la
LTD (long-term depression) en slices d’ hipocamp (Peineau et a., 2007), de manera que la
regulacio del transport intermembranal del receptor AMPA pot jugar un paper determinant en

I”accié de la GSK-3 en el tractament del s trastorns bipolars.

La inhibicio farmacologica de la GSK-3 produeix efectes antidepressius (Kaidanovich-Beilin
et a., 2004), mentre gque ratolins amb la deleccié d’una copia de la GSK-33, mostren un
comportament en el test de natacio forcada similar al produit amb antidepressius (O’ Brien et
al., 2004), i unareduccio en I’ activitat locomotora induida per amfetamines (Beaulieu, et a.,

2004). Aquest és possiblement la Unica manipulacio, a part del tractament amb liti, que
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produeix tant efectes antidepressius com antimanics, fet que, juntament amb altres evidéencies
que relacionen I'acci6 terapeéutica del liti amb la inhibicid de la GSK-3, ha incentivat la
recerca d’inhibidors de la GSK-3 que puguin ser emprats en € tractament dels trastorns
bipolars (revisat a Gould i Manji, 2005).

La GSK-3 també esta implicada en la regulacio dels ritmes circadians (Kaladchibachi et al,
2007), I’ dteracio del quals esta relacionada amb els trastorns bipolars (revisat a Jackson et al.,
2003) i amb €l tractament amb liti (Jolma et al., 2006).

2.3.2 Efectes neuroprotectors dels estabilitzadors de I'estat d’anim

Hi ha nombrosos estudis que mostren les propietats neurotrofiques i neuroprotectives del liti i,
en menor mesura, del valproat (revisat a Chuang, 2005). S ha detectat que els pacients que
responen positivament al liti, perd no els que no ho fan, mostren un increment en la matéria
gris especificament en certes regions (Bearden et al., 2007). L’ activacio de la GSK-3 promou
I" apoptosi per la qual cosa es creu que les propietats neuroprotectores dels estabilitzadors de

I’ estat d’anim es deuen alainhibicio d’ aquesta quinasa (revisat a Jope i Bijur, 2002).

S han descrit nombrosos efectes dels estabilitzadors de I'estat d’anim que podrien estar
implicades en les seves propietats neuroprotectores (figura I1-4), com ara alteracions en els
nivells de bcl-2 mitocondrials (Chen et d., 1999), en I'aliberacio de BDNF i activacio de la
via d ERK1/2 (Fukumoto et al., 2001; Hao et a., 2004), en € receptor AMPA (Du et al.,
2003), en la glutatié-S-transferasa (Cui et a., 2007), la senyalitzacié per Notch (Higashi et al.,
2007) o € receptor de glucocorticoides i la seva cochaperona BAG-1 (Basta-Kaim et al.,
2004; Zhou et a., 2005).

Algunes alteracions cerebral s associades als trastorns bipolars, com arala magjor incidencia de
WMHSs (white matter hyperintensities) subcorticals podrien ser un indicador de vulnerabilitat
de neurones o glia (revisat a Manji i Duman., 2001). Aquesta vulnerabilitat pot ser causada
per ateracions en canals de calci, disfuncions mitocondrials o estrés reticular. Aixo ha portat
a alguns autors a defensar que els efectes neurotrofics dels estabilitzadors de I’ estat d’anim
son els responsables de la seva accio terapeutica (revisat a Machado-Vieira et a., 2009) i que
els trastorns bipolars estarien produits per la pérdua o disfuncid de neurones que participen en
I’ estabilitzacié de I estat d’anim (revisat a Kato, 2008).
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Figura |-4. Principals vies de senyalitzacio6 afectades pels farmacs antidepressiusi estabilitzadorsde I’ estat
d’anim. De Coyle and Duman (2008). Neuron.

2.4 Altres dianes dels estabilitzadors de I'estat d’anim

El liti també inhibeix altres fosfomonoesterases, com la PAP fosfatasa, de manera que
provoca un increment en els nivells de PAP, un potent inhibidor d enzims que utilitzen 3'-
fosfoadenosina-5-fosfosulfat (PAPS), com les sulfotransferases, perd no es sap com aguesta

propietat pot estar relacionada amb els efectes terapeutics del liti.

Les propietats antiepiléptiques de la carbamazepina s atribueixen a la seva capacitat
d’ afavorir la conformacié inactiva dels canals de Na™ dependents de voltatge (Courtney et al.,
1983), perd es desconeix si aquest efecte esta relacionat amb els seus efectes en pacients
bipolars. S ha proposat que € vaproat també pot produir un efecte inhibitori directe sobre
aquests canas, perd0 es considera que les seves propietats anticonvulsives es deuen
principalment a la seva capacitat d’ incrementar els nivells cerebrals de I’ acid y-aminobutiric
(GABA), possiblement inhibint I'acid succinic semialdehid deshidrogenasa, fet que
incrementa els nivells d’ acid succinic semialdehid, que inhibeix la degradacio del GABA per
la GABA transaminasa (revisat a Rosberg, 2007). D’altra banda, e valproat inhibeix
directament la histona desacetilasa (HDAC) (Phiel et al., 2001), fet que pot estar relacionat
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amb els seus importants efectes sobre |’ expressio genica (Tang et a., 2004: Bosetti et al.,
2005).

També s ha descrit que e valproat inhibeix la prolil oligopeptidasa (PO) (Cheng et al., 2005),
implicada en la regulacié dels fosfoinositids, i que en pacients bipolars eutimics tractats amb
liti mostra una activitat en plasmainferior as controls (Breen et al., 2004). L’ activitat PO és
necessaria per les funcions cerebrals, i canvis en I’ activitat PO s han associat a transtorns de
I’estat d’anim i altres malalties mentals (Maes et al., 1995). Es considera que alteracions en la
PO podrien portar a defectes en les concentracions cel-lulars d’inositol, que serien corregits
pel tractament amb farmacs estabilitzadors de |’ estat d’ anim.
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3  Els fosfolipids

Una de les principals peculiaritats del cervell, en relacio amb atres organs, és la seva
composicio lipidica, on hi destaguen €l's seus elevadissims nivells de colesterol i acids grassos
poliinsaturats (PUFAS) (revisat a Dietschy i Turley, 2004). Paral -lelament ales seves funcions
estructurals, €ls lipids son protagonistes de diversos aspectes clau de la fisiologia cerebral,
com ara la mielinitzacio (revisat a Garbay et al., 2000), e creixement de neurites (revisat a
Vance et a., 2005), la sinaptogenes (revisat a Slezak i Pfrieger 2003), i la senyalitzacio
cel-lular (revisst a Bazan, 2003). En nombrosos desordres neurodegeneratius i
neuropsiquiatrics, s observen alteracions en € metabolisme dels lipids, fet que indica que la
seva dteracio pot estar relacionada amb nombrosos estats patologics (revisat a Adibhatla i

Hatcher, 2008). = e o o ”

Els components essencials de les i, i, o
membranes biol giques son €ls fosfolipids, /L--F-‘toﬂ' ) (
unes molécules amfipatiques que contenen .;l. 0 ) 0 HO
un cap polar ionitzat i una cua hidrofobica,

que en € cas des glicerofosfolipids

S uneixen per un esquelet de glicerol. Les o=( ©
membranes cel-lulars dels mamifers

contenen més de 1000 tipus de glicero-

fosfolipids, una heterogeneitat que resulta

de la presencia de diferents acids grassos

en posicié sn-1 i sn-2 del glicerol, i de \ Oleate
diferents caps polars en sn-3 (figura 1-5).

La naturalesa d’aguest cap polar defineix Se——
les diferents classes de glicerofosfolipids.
Lafosfatidilcolina (PC) és el més abundant  Figura I-5. Estructura molecular dels principals
I representa un 40-50% dels fosfolipids de glicer ofosfolipids.

les membranes cel -lulars, mentre que el segon lloc I’ ocupa la fosfatidiletanolamina (PE) amb
un 20-50%, en funcié del teixit. Altres glicerofosfolipids, més minoritaris, son la
fosfatidilserina (PS), € fosfatidilinositol (Pl) i la cardiolipina (CL). La composicio de cada
membrana dependra de les transformacions metaboliques i processos de transport de
fosfolipids que hi tinguin lloc, i sera una caracteristica propia de cada cél-lulai organul, on

cada monocapa de la bicapa lipidica mostrara una composicio propia (revisat a Voelker, 2003;
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Devaux et al., 2008). En funcidé de la seva composicio les membranes tindran unes
determinades caracteristiques fisicoquimiques en quant a la seva fluidesa, permeabilitat,
curvatura, carrega, compactacio molecular o grau d’ hidratacio, que seran determinants per ala
sevafuncio cel-lular i modularan I activitat de les proteines de membrana. Per altra banda, els
fosfolipids formen part de nombroses vies de senyalitzaci6 cel-lular, ja sigui com a precursors
de nombrosos missatgers secundaris 0 actuant sobre determinades proteines. Tot plegat fa que
sigui de gran interes I'estudi d'ateracions en € seu metabolisme associades a estats

patol ogics (revisat aWymann i Schneiter, 2008)

3.1 Biosintesi dels glicerofosfolipids

En cdl-lules eucariotes, la biosintesi de I’ acid fosfatidic (PA) ésI’eix central de les diferents

rutes per alasintesi de novo de larestade glicerolipids (revisat a Kent, 1995) (figural-6).

Figura I-6. Principals rutes del metabolisme dels fosfolipids. Abreviatures: glicerol-3-fosfat (G-3-P); acid
gras acilat a coenzim A (acil-CoA); acid lisofosfatidic (LPA); acid fosfatidic (PA); diacilglicerol (DAG); colina
(Cho); fosfocolina (P-Cho); CDP-colina (CDP-Cho); fosfatidilcolina (PC); fosfatidiletanolamina (PE); CDP-
etanolamina (CDP-Etn); fosfatidilserina (PS); CDP-diacilglicerol (CDP-DAG); inositol (Ins); fosfatidilinositol
(PI); fosfatidilinositol-4-5-bisfosfat (Pl-4,5-P,); inositol-1,4,5-trisfosfat (1P3); inositol fosfat (InsP); fosfolipasa
C (PLC); fosfolipasa D (PLD); inositol monofosfatasa (IMPasa); acid fosfatidic fosfatasa (PAP); diacilglicerol
quinasa (DAGK); colina quinasa (CK); CTP:fosfocolina citidiltransferasa (CCT); CDP-colina:1,2-dialcilglicerol
colinafosfotransferasa (CPT).

3.1.1 Sintesi de novo de I'acid fosfatidic

El PA es sintetitza per esterificacio sequencia del glicerol-3-fosfat (G-3-P) amb dos cadenes
d acid gras subministrades en forma d’ acil-CoA, passant en primer lloc per acid lisofosfatidic
(LPA), que seguidament és acilat a PA. A part del glicerol-3-fosfat, la dihidroxiacetona fosfat
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(DHAP) també es pot acilar i reduir posteriorment amb NADH per formar un petit

percentatge de I’ acid lisofosfatidic produit alacel-lula

La glicerol-3-fosfat aciltransferasa (GPAT) catalitza la primera reaccio de la biosintesi de
fosfolipids (revisat a Gimeno i Cao, 2008). El G-3-P prové de la reduccié del DHAP o de la
fosforilacio del glicerol. L’ acil-CoA, per la seva banda, es produeix per accio de les long-
chain o very-long-chain acyl-CoA synthetases (Acdl) (revisat a Digel et a., 2009; Soupene i
Kuypers, 2008). El darrer pas per ala sintesi de novo de PA correspon al’acilacio de I’ LPA
catalitzada per I’ acil-CoA:1-acilglicerol-sn-3-fosfat acitransferasa (AGPAT) una activitat que
S'ha detectat tant en microsomes com en mitocondris i membrana plasmatica (revisat a
Shindou i Shimizu, 2009).

Un cop format el PA, la ruta biosintética dels fosfolipids es divideix en dues branques, una
gue parteix de la desfosforilacio del PA a DAG i una atra que S'inicia amb la formacié de
CDP-DAG per I'unio de CTP a PA. L’acid fosfatidic fosfohidrolasa (PAP) i la CDP-

diacilglicerol sintetasa s’ encarregaran de portar les molecules de PA cap auna o altra branca.

3.1.2 Viadel DAG: I'acid fosfatidic fosfohidrolasa (PAP)

La PAP catalitzala desfosforilacio del PA dependent de Mg?*, donant lloc aDAG i fosfat (P))
(revisat a Carman i Han, 2009). El DAG format sera emprat per alasintesi de novo de PC, PE,
PS i triacilglicerids (TAGs), i per dtra banda, participara en senyalitzacio cel-lular,
principalment activant diverses isoformes de la PKC. D’ aguesta manera la PAP potencia les
vies de senyalitzacié dependents de DAG i atenua les dependents de PA, gue es creu que
participa en I’ activacio i captacié a membranes, de diverses proteines. Fins a 2006 no es va
identificar €l gen de la PAP en llevats (Han et al., 2006), fet que ha permés descobrir que les
lipines de mamifer son enzims amb activitat PAP (Donkor et al., 2007; revisat a Reue i
Brindley, 2008). A més de I’ activitat PAP corresponent a les lipines, enzims citosolics, la
cél-lula també presenta una altra activitat PAP lligada a membranes, que no sol contribuir
significativament a la biosintesi de fosfolipids i que correspon a les lipid fosfat fosfatases
(LPPs), uns enzims de membrana que entre atres funcions participen en laformacié de DAG
a partir del PA produit per I'’estimulacié de la PLD (revisat a Brindley, 2004). Ambdues
activitats es poden distingir perqué a diferéncia de les LPPs, les lipines requereixen Mg®" i
son inhibides per N-etilmaleimida. A part d aixo, les lipines es mostren especifiques pel PA,

mentre que les L PPs actuen sobre diversos fosfolipids.
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3.1.3 Viadel CDP-DAG

L’ altra branca de les rutes de biosintesi de fosfolipids s'inicia amb la sintesi de CDP-DAG a
partir de PA i CTP per part de la CDP-diacilglicerol sintasa (revisat a Heacock i Agranoff
1997). A diferéncia del PA, i de manera similar a PI, e CDP-DAG conté majoritariament
acid estedric i acid araquidonic en posicio sn-1 i sn-2 respectivament. Es possible que la CDP-
diacilglicerol sintasa actui preferentment sobre les molecules de PA amb aguesta composicio,
perd en estudis d'activitat in vitro no sha observat aquest comportament. Una altra
possibilitat és que la composicio dels acids grassos del Pl es defineixi amb processos de
desacilacio/reacilacid, i que es tradladi a CDP-DAG format a partir del reciclatge de DAG
provinent de la hidrolisi dels fosfoinositids.

Els nivells de CDP-DAG cel-lulars sdn molt reduits fet que podria indicar que la seva
formacio6 és el pas limitant per alasintesi de Pl. Tot i aix0, es desconeixen els mecanismes de
regulacio de la CDP-DAG sintasa. En presencia de liti, que redueix els nivells d’'inositol
inhibint la IMPasa, els agonistes de la PLC produeixen una acumulacié de CDP-DAG que es
reverteix amb I’ addicio d’inositol (Godfrey, 1989). Aquesta acumulacio de CDP-DAG es deu
a una menor sintesi de PI, fet que dona suport a la hipotesi de la deplecid d'inositol per
explicar els efectes ddl liti (Berridge et a., 1989).

L’ activitat CDP-DAG sintasa es troba majoritariament a reticle endoplasmatic (ER), i en
menor mesura als mitocondris, on participara en la sintesi de PG, perd no sembla que |I’enzim
es trobi a la membrana plasmatica (Morris et a 1990). Aquest fet implica que s diferents
passos del cicle dels fosfoinositids tenen Iloc en compartiments cel -lulars diferents, fet que fa

necessari €l transport intermembranal d’intermediaris.

3.1.4 Ladiacilglicerol quinasa (DAGK)

Paral-lelament a les PAP i LPPs, la DAGK, també pot controlar € flux entre PA i DAG
(revisat a Mérida et al., 2008). Les DAGK son especiament abundants en € cervell, i en
mamifers se'n coneixen 10 isoformes, classificades en 5 grups segons la presencia de certs
dominis reguladors, que els confereixen propietats especifiques en quant a seu lloc d actuacio
i mode d’ activacio. Totes elles contenen dominis C1 d'unié a DAG, homolegs als de la PKC,
I es considera que son enzims citosolics que S activen per trandocaci0 a membranes.
Tradicionament, la principal funcié que s ha atribuit ales DAGK és |’ atenuacio de lesvies de

senyalitzacié dependents de DAG, i en aguest sentit, I'activacié de diverses DAGK va
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acoblada a la de vies productores de DAG. La DAGK també és important en el metabolisme
delsfosfolipids, afavorint la sintesi de Pl en detriment dels fosfolipids generats amb DAG, fet

que la converteix en una peca essencial del cicle dels fosfoinositids (figural-3).

3.2 Lafosfatidilcolina

La fosfatidilcolina (PC) és e principal fosfolipid de les lipoproteines i les membranes
cel-lulars de mamifers (revisat aLi i Vance, 2008). A més de les seves funcions estructurals,
és precursora de nombroses molecules senyalitzadores que s alliberen per accid de diverses

fosfolipases.

3.2.1 Sintesi de fosfatidilcolina

Labiosintesi de PC télloc en totes les cel -lules nucleades de mamifers através de larutade la
CDP-colina, o ruta de Kennedy (Kennedy i Weiss, 1956). La colina (Cho) recaptada per la
cél-lula és rapidament fosforilada a fosfocolina (P-Cho), que es combinara amb CTP per
donar CDP-colina (CDP-Cho), que finament s'addicionara al DAG per formar la PC.
Aquestes tres etapes vindran catalitzades per la colina quinasa (CK), la CTP:fosfocolina
citidiltransferasa (CCT), i la CDP-colinal,2-dialcilglicerol colinafosfotransferasa (CPT)
(revisat aKent, 2005) (figural-7).

En el fetge també es dona de manera significativalasintesi de PC a partir de lametilacié dela
PE per la fosfatidiletanolamina N-metiltranferasa (PEMT) (DeLong, C. J,, et Al., 1999). Aix0
implica que la colina, que prové principalment de la dieta, pot ser sintetitzada al fetge per
accio de la PEMT seguida de la hidrolisi de la PC formada. Prop del 95% de la colina total

d'un teixit animal estrobara en formade PC.

Figura |-7. Sintesi de fosfatidilcolina per la ruta de Kennedy. Abreviatures: diacilglicerol (DAG); colina
(Cho); fosfocolina (P-Cho); CDP-colina (CDP-Cho); fosfatidilcolina (PC); adenosina trifosfat (ATP); adenosina
difosfat (ADP); citidinatrifosfat (CTP); citidina monofosfat (CMP); fosfat (Pi;); pirofosfat (PPi); colina quinasa
(CK); CTP:fosfocolina citidiltransferasa (CCT); CDP-colina:1,2-dialcilglicerol colinafosfotransferasa (CPT).



3.2.2 Colina quinasa (CK).

La colina extracel -lular és recaptada per transportadors especifics i rapidament es fosforila al
citosol per la CK. En agunes cel-lules, com els hepatocits, la colina també pot ser oxidada a
betaina. Es coneixen 2 gens per la CK: e Chka i e Chcb, responsables de I’ expressio de les
CKali CKa2 i de la CKp, respectivament (revisat a Aoyama, C., et Al., 2004). A més del
seu paper en la biosintesi de PC, I’increment de P-Cho causat per I’ activacié de la CK és un
element necessari per a la proliferacio de fibroblasts estimulats amb certs factors de
creixement (Cuadrado et al., 1993), i tant els tumors humans com les linies cel-lulars
derivades de tumors humans solen mostrar nivells elevats de P-Cho i d' activitat CK (Bhakoo
et a., 1996; Ramirez de Molina et d., 2002). D’ aquesta manera, la CK esta esdevenint una
diana important per al diagnostic i tractament del cancer (revisat a Ramirez de Molina et a.,
2004).

3.2.3 CTP:fosfocolina citidiltransferasa (CCT).

La CCT catalitzala conversio de la P-Cho a CDP-Cho, consumint CTP i aliberant pirofosfat,
en una reaccio que es considera el pas limitant i de regulacié de la ruta de Kennedy. Es
codificada per dos gens que en humansii ratoli es troben en cromosomes diferents. € Pcytla,
que codifica per la CCTa, i € Pcytlb, que codifica per la CCTB1 (homés en humans), la
CCTB2i laCCTB3 (revisat a Jackowski i Fagone, 2005). La deleccio de la CCTa en ratolins
els provoca la mort en estats primerencs de I’embriogenesi (Wang et al., 2005), mentre que
els que tenen deleccionada la CCT2 sobreviuen, pero mostren alteracions gonadals i baixa
fertilitat. Aixo concorda amb €l fet que mentre que la CCTa es troba en tots els teixits, la

CTB2 s expressa predominantment en testicles, ovarisi cervell (Jackowski, et al., 2004).

Totes les isoformes de la CCT posseeixen centres catalitics similars, una cua C-terminal amb
nombrosos llocs de fosforilacié i un domini helicoidal amfipatic d’ unié membranes que
suneix preferentment a aguelles que presenten una deficiencia en PC (Xie et al., 2004).
Només la CCTa pero, té en I’ extrem N-terminal unaregi6 de localitzacio nuclear. Mentre que
les isoformes 3 es troben associades a ER (Lykidis et al., 1999), la localitzacio subcel -lular
de laCCTa és un tema controvertit. ES sap que es troba al nucli, pero hi ha estudis que també
la situen a citosol o associada a les membranes del Golgi o el ER (Ridsdale et al., 2001;
Houweling et al., 1996; Tian et a., 2008).
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La CDP-Cho (o citicolina), e producte de la CCT, s empra en alguns paisos pel tractament de
I’ Alzheimer, apoplexies 0 coma traumatic i es creu que les seves propietats neuroprotectores
deriven de I’ estimulacié de la sintesi de PC (Fioravanti i Yanagi, 2005; Adibhatlai Hatcher,
2005; Adibhatla et al., 2006). Tot i ax0, la CDP-Cho administrada oralment és rapidament
hidrolitzada a Cho i citidina per I'aparell digestiu, de manera que els seus efectes

probablement es deuen al’ accid d’ aquests compostos (revisat a Weiss, 1995).

3.2.4 CDP-colina:1,2-dialcilglicerol colinafosfotransferasa (CPT).

El darrer pas de la ruta és la formacié de PC a partir de CDP-Cho i DAG (McMaster i Bdll,
1997). Aquesta reaccio és catalitzada per les proteines integrals de membrana CPT, exclusiva
per la CDP-Cho, i CEPT, que empra indistintament CDP-Cho i CDP-Etn (Henneberry i
McMaster, 1999; Henneberry et al., 2000). Sovint s ha considerat que |’ activitat CPT es troba
es excés en la cdl-lula, de manera que la quantitat d’ enzim no afectariala sintesi de PC. Tot i
aixo, en algunes situacions la sintesi de PC s'ha mostrat governada per canvis en |’ activitat
CPT (Araki i Wurtman, 1997) .

Sobreexpressant els gens de la CPT i la CEPT s ha determinat que es troben al Golgi i ER
respectivament (Henneberry et a., 2002). Tot i aixo, I'analisi protedmic dels components de
la via secretoria identifica la CEPT i no la CPT en les cisternes del Golgi (Gilchrist et al.,
2006 ), mentre que la CPT s hatrobat associada a la biogénesi del ER en limfocits B (Fagone
et al., 2007) i fibroblasts (Sriburi et al., 2004).

3.2.5 Regulacio de la sintesi de fosfatidilcolina

Labiosintesi de PC es regula principalment a nivell de la CCT. L’ hélix amfipatica de la CCT
efectua una accio autoinhibitoria sobre el centre actiu de I’enzim (Friesen et a., 1999) que
desapareix amb la seva unié a membranes, d’ aquesta manera |’ activitat CCT esta controlada
principalment per amfitropisme, ja que passa d’ una forma soluble inactiva a una d’ activa per
unié a membranes (revisat a Cornell i Northwood, 2000). Latendéncia de la CCT aunir-se a
membranes depen de la seva composicio lipidica, i possiblement també de I'estat de
fosforilacié de I’enzim, ja que la forma fosforilada és menys activa i es troba unida a
membranes en menor proporcio (Yang i Jackowski, 1995). Entre els lipids que afavoreixen la
trand ocacié a membranes de la CCT hi destaquen els lipids anionics, com els acids grassos, o
els de tipus Il (conics), com la PE insaturada o € DAG, mentre gque elevats nivells de PC la
desfavoreixen. Es creu que la membrana facilita la unié de la CCT quan presenta

discontinuitats en I’ empaquetament regular dels fosfolipids, una baixa pressio lateral o bé per
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estrés de curvatura degut a un exces de lipids amb geometria de tipus || com el DAG o la PE
(Attard et al., 2000). Aquest mecanisme de regulacié per unié a membranes permetria una

rapida activacié dela CCT en resposta a un deficit de PC.

La regulacio també es podria donar a nivell de localitzacio subcel-lular, doncs s ha detectat
que en la fase G1 del cicle cel-lular es dona una sortida de la CCT del nucli acompanyada
d un increment en la seva activitat (Northwood et al., 1999). Es creu que en lafase G1 hi ha
una elevada taxa de sintesi i degradacié de PC, mentre que en la fase S, continua la seva
sintesi perd se' n redueix la degradacio, fet que permet assolir els nivells de PC necessaris per
a la divisio cd-lular (Jackowski, 1996). En les fases G2 i M, per contra, es donaria una
inhibicio general del metabolisme dels fosfolipids.

Tot i que els processos postranscripcionals juguen un paper essencia en la regulacio de
I’ activitat CCT, durant els darrers anys s ha posat de manifest que la CCTa també és regulada
anivell de la seva expressi6 (revisat a Sugimoto et al., 2008). La transcripcio del Pcytla es
veu influenciada per nombrosos factors de transcripcid, com Sp3, Ets, Net, Tef4, E2F, Rb,
HDAC i, especiament, Spl. En canvi d'atres factors de transcripcié implicats en
metabolisme energétic i lipidic, com SREBP1c o €s PPARs, no semblen participar en la
regulacio de labiosintesi de PC. Per atra banda, els nivells de CCTa poden ser controlats per
processos postranscripcionals, ja sigui a nivell de la seva traduccio (Sriburi et a., 2007), com
delaseva protedlisi (Lagace et al., 2002; Mallampari et al., 2000).

3.2.6 Captacio de colina

A excepcid dels hepatocits, les cél-lules de mamifer no sintetitzen colina, de manera que
aquest compost ha de ser importat del medi extracel-lular. Es coneixen tres sistemes de
captacio cd-lular de colina: per difusié facilitada, per transport actiu de baixa afinitat, i pel
d alta afinitat (revisat a Michel et al., 2006). Aquests sistemes de transport son possibles
gracies a tres families de transportadors, els CHT (High-affinity choline transporters), els
OCT (Organic Cation Transporter), de baixa afinitat i els CTL (Choline Transporter-Like),
d afinitat intermitja i independents de Na'. Els CHTs son dependents de Na', i més que
participar en el metabolisme de la PC, la seva principal funcio es recaptar la colina necessaria

per lasintesi d’ acetilcolina en les neurones colinérgiques (revisat a Sarter i Parikh, 2005).
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3.3 Altres glicerofosfolipids

3.3.1 Lafosfatidilserina (PS)

La PS és € fosfolipid anionic més abundant, tot i que només representa €l 2-10% dels
fosfolipids de les membranes cel-lulars (revisat a Vance, 2008). A més del seu paper com a
cofactor de diverses proteines, la PS ha captat |’ atencio dels investigadors perque durant els
primers estadis de |’ apoptosi és translocada a la monocapa externa de |la membrana plasmatica
per tal dafavorir € reconeixement de la cd-lula per part dels fagocits (Fadok et al.,
1992; Balasubramanian, et a., 2007).

En mamifers la PS es sintetitza per |’ intercanvi de L-serina pel cap polar dela PC o la PE, una
reaccio catalitzada per les PS sintasa-1 i -2 respectivament. Aquesta reaccié es produeix
preferentment en unes regions del reticle endoplasmétic intimament relaciones amb els
mitocondris, les MAM (Mitochondria-Associated Membranes), i és seguida per |’ exportacio

de la PS a aquests organuls, on es podra emprar per sintetitzar-hi PE (Stone, i Vance, 2000).

3.3.2 Lafosfatidiletanolamina (PE)

La PE és especialment abundant al cervell, on constitueix a voltant del 45% dels fosfolipids
membranals (revisat a Vance, 2008). A més de les seves funcions estructurals, la PE participa
en processos de fusio i fissi6 membranals, en I'ancoratge de proteines, en la secrecié de
lipoproteines i en la citoquinesi, i és precursora de diverses espécies moleculars, com

I”anandamida, un lligand dels receptors cannabinoids.

En mamifers la biosintesi de la PE es produeix majoritariament per dues vies: la via de la
CDP-etanolamina (CDP-Etn) i la de la descarboxilacié de la PS. La importancia relativa de
cadascuna d aquestes vies dependra del tipus cel-lular. També es pot sintetitzar a partir de PS
per la reaccio inversa de la PS sintasa-2, pero la contribucié d aquesta via es considera
insignificant.

La via de la CDP-Etn és analoga a la de la CDP-Cho per a la sintesi de PC. Parteix de
I’ etanolamina, que en mamifers s obté majoritariament de la dieta, ja que no hi pot ser
sintetitzada a partir de L-serina. L’etanolamina quinasa (EK) forma P-Etn, que és
transformada a CDP-Etn per la CTP:fosfoetanolamina citidliltransferasa (CET), en € pas
limitant de la ruta, que té [loc majoritariament en el reticle endoplasmatic (Henneberry, et al.,
2002). Tot i aixo, en certes condicions s ha observat que €l pas limitant pot ser la fosforilacio

de I’ etanolamina (Lykidis, 2001). La darrera reaccié de la ruta, I'addicié de la CDP-Etn a



DAG, és catditzada per la CDP-etanolaminadiacilglicerol etanolaminafosfotransferasa
(CEPT). Tal com s ha detallat anteriorment, aquest enzim presenta activitat tant pel quefaala
CDP-Etn com per la CDP-Cho (Henneberry i McMaster, 1999), mentre que la CPT només
catalitza la reaccié de la CDP-Cho (Henneberry et al., 2000). Aixo ha fet pensar que tota
I"activitat etanolaminafofotransferasa de la cél-lula és produida per un enzim que tambeé
posseeix activitat colinafosfotransferasa, perod recentment s ha clonat una nova isoforma
humana que sobreexpressada en E. Coli resulta especifica per la CDP-Etn (Horibata i
Hirabayashi, 2007).

La formaci6 de PE per descarboxilacio de PS té lloc als mitocondris, de manera que
existeixen amenys dos punts separats de biosintess d'aguest fosfolipid: e reticle
endoplasmatic i els mitocondris. Lareaccié ve donada per la PS descarboxilasa (PSD), pero el
pas limitant és I’ exportacié de PS formada a les zones MAM dél reticle, cap a la monocapa
externa de la membranainterna dels mitocondris, molt rica en PE.

Tant els ratolins Pcyt2 -/-, que no expressen la CTP:fosfoetanolamina citidliltransferasa
(Fullerton et a., 2007), com els Psd -/-, que no expressen la PSD (Steenbergen, et al., 2005),
moren durant el desenvolupament, fet que indica que ambdues vies son essencials per a la
producci6 de PE almenys durant aquesta etapa i no es poden compensar entre elles.

En certes cél-lules, com ara les neurones, la major part dels fosfolipids de tipus PE contenen
un enllag eter en posicid sn-1. Aquests lipids, que s anomenen plasmal dgens quan contenen
un grup vinil (amb un doble enllag cisen 1'), es formen a partir de la substitucié del grup acil
en posicié sn-1 de I’ acil-dihidroxiacetona fosfat per un grup alquil i el posterior processat per

les vies de sintesi de fosfolipids (revisat aNagan i Zoeller, 2001).

3.3.3 El fosfatidilinositol (PI)

L’estudi del metabolisme del Pl és de gran interés per la seva implicacié en les vies de
senyalitzaci6 cel-lular on participen les seves multiples formes fosforilades, els fosfoinositids
(revisat aHamond i Schiavo, 2006). El Pl es sintetitza a partir de la Pl sintasa, amb I’ addici6
d'inositol sobre el CDP-DAG, aliberant CMP. Els diferents fosfoinositids es formaran per la
fosforilaci6 sequencia del Pl per laPl-4-quinasa, 1a PI-4-P 5-quinasai laPI-3-K. Tot i que els
fosfoinositids son components minoritaris de les membranes eucariotes, el seu metabolisme és
molt actiu, amb elevades taxes de conversio per quinases, fosfatases i fosfolipases, fet que
juntament amb la seva capacitat de ser reconeguts per proteines efectores, els converteix en

uns elements essencials en laregulacio de lafisiologia cel-lular (revisat a Tolker, 2002).
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Nombrosos receptors de membrana desencadenen les seves cascades de senyalitzacio
intracel -lulars mitjancant la hidrolisi del PI-4,5-P; per les PLC, generant IP3 i DAG, o bé amb
la seva fosforilacié per la PI-3-K per formar PI-3,4,5-P3 (revisat a Vanhaesebroeck, 2001)
Reclutant ala membrana proteines amb dominis d’ unié a fosfoinositids, i generant missatgers
secundaris, aguests processos participen en diverses funcions cel-lulars, com ara la regulacio
de la proliferacio, supervivencia, transport vesicular, dinamica del citoesguelet o transmissié
sinaptica (revisat a Di Paolo i De Camilli, 2006; Engelman et al., 2006; Hammond i Schiavo,
2007).

3.3.4 El fosfatidilglicerol i la cardiolipina

En eucariotes, la cardiolipinai e fosfatidilglicerol es troben especificament en la membrana
interna dels mitocondris, i és en agquest organul on es biosintetitzen a partir del CDP-DAG,
gue mitjancant la fosfatidilglicerolfosfat sintasa, reacciona amb glicerol-3-fosfat per formar
fosfatidilglicerolfosfat, que s hidrolitza per la fosfatidilglicerolfosfat fosfatasa donant lloc al
fosfatidilglicerol. Aquest pot reaccionar amb una altra molecula de CDP-DAG a través de la

cardiolipina sintasa per formar la cardiolipina (revisat a Schlame, 2008).

3.4 Compartimentalitzaci6 de les reaccions de la biosintesi de

fosfolipids

A partir d’'un andisi exhaustiu de la literatura cientifica actual, Fagone i Jackowski han
publicat una revisié on s hi inclou un esquema amb la localitzaci6 de les principals activitats
enzimatiques de la biosintes de fosfolipids un aspecte essencial per entendre e seu

metabolisme (revisat a Fagone i Jackowski, 2009; figural-8).

Figura 1-8. Compartimentalitzacié de les reaccions de la biosintesi de fosfolipids. Lipids: AcylGnP, 1-acyl-
glyceronephosphate; AlkylGnP, 1-alkyl-glyceronephosphate; AlkylGP, 1-akyl-glycerophosphate; CDP-DAG, CDP-diacylglycerol; Cer,
ceramide; SM, sphingomyelin; CL, cardiolipin; DAG, diacylglycerol; dhCer, dihydroceramide; GalCer, galactosylceramide; GlcCer,
glucosylceramide; PA, phosphatidic acid; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidylethanolamine; PG, phosphatidylglycerol; PGP,
phosphatidylglycerolphosphate; PI, phosphatidylinositol; PS, phosphatidylserine; kSphn, 3 ketosphinganine; LacCer, lactosylceramide; N-
methyltransferase MGP, monoacylglycerophosphate; PimaH, 1-alkyl,2-acylglyceral;

PimaP,  1-akyl,2-acyl-glycerophosphate; PimaPEtn,  plasmanylethanolamine; PimePCho,  plasmenylcholing; PImePEtn,
plasmenylethanolamine; Sph, sphingosine; Sphn, sphinganine; SphnP, sphinganine-1-phosphate; SphP, sphingosine-1-phosphate; TAG,
triacylglycerol. Enzims: AGPAT, 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate O-acyltransferase; AGNPR, acyl/akylglycerone-phosphate reductase;
AGNPS, alkylglycerone-phosphate synthase; CDS, phosphatidate cytidylyltransferase; CEPT, diacylglycerol
choline/ethanolaminephosphotransferase; CERT, ceramide transfer protein; CGT, N-acylsphingosine gaactosyltransferase; CPT,
diacylglycerol cholinephosphotransferase; CLS, cardiolipin synthase; CRD, ceramidase; DGAT, ciacylglycerol O-acyltransferase; DHCD,
dihydroceramide 68(4)-desaturase; EPT, ethanolaminephosphostransferase; GCS, ceramide glucosyltransferase; GNPAT, glycerone-
phosphate O-acyltransferase; GPAT, glycerol-3-phosphate O-acyltransferase; KDSR, 3-ketosphinganine reductase; LCS, polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase; PAP, phosphatidic acid phosphatase; PED, plasmanylethanolamine desaturase; PEMT,
phosphatidylethanolamine; PGP, phosphatidylglycerophosphatase; PGS, CDP-diacylglycerol-glycerol-3-phosphate 3-
phosphatidyltransferase; PIS, CDP-diacylglycerol-inositol 3-phosphatidyltransferase; PSD, phostatidylserine decarboxylase; PSS1,
phosphatidylserine synthase ; PSS2, phosphatidylserine synthase 2 ; SGMS, ceramide cholinephosphotransferase ; SNAT, sphingosine N-
acyltransferase ; SPK, sphinganine kinase ; SPP, sphingosine-1-phosphate phosphatase; SPT, serine C-palmitoyltransferase.
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Figura 1-8. Compartimentalitzacié de les reaccions de la biosintes de fosfolipids. Adaptat de Fagone and
Jackowski (2009). J Lipid Research.
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El primer pas per a la sintesi de fosfolipids, |I'acilacio del G-3-P per donar lloc a LPA i
posteriorment a PA, que sera emprat per a la sintesi de la resta de glicerolipids, té lloc a
reticle endoplasmatic (ER) i també als mitocondris. La sintesi de PC tindra lloc al Golgi i a
ER, on estroben la CPT i la CEPT, que també participara en lasintesi de PE. L’ activitat EPT,
especifica per a la PE, s'ha associat as peroxisomes, i possiblement esta involucrada en la
sintes de plasmeniletanolamina, €l plasmalogen més abundant (revisat a Nagan i Zoeller,
2001). Per dtra bandala PE també pot ser sintetitzada a partir de la PS per intercanvi de grup
polar per la PSS2 a ER, o per descarboxilacio de la PS per la PS descarboxilasa as
mitocondris (revisat a Vance, 2008). Per la seva banda, la PS sera sintetitzada a ER per
intercanvi de grup polar de la PC o de la PE catalitzat per la PSS1 i la PSS2 respectivament
(revisat a Vance, 2008). La sintesi de Pl através de la CDP-DAG sintasai la Pl sintasatindra
lloc d ER (revisat a Heacock i Agranoff, 1997; Antonsson, 1997;), al mateix compartiment
on es fosforilara a PlI-4-P, mentre que la resta de fosfoinositids es formaran fora del ER
(revisat aDi Paolo i De Camilli, 2006).

El triacilglicerol (TAG) també sera sintetitzat al ER (revisat a Coleman i Lee, 2004), mentre
gue la cardiolipina (CL), especifica dels mitocondris, es sintetitza ala seva membrana interna
(Revisat a Schlame, 2008). La sintesi de plasmalogens, glicerofosfolipids amb un enllag vinil-

éter en sn-1, télloc als peroxisomes (revisat a Nagan i Zoeller, 2001).

La sintes d'esfingolipids S'inicia a ER perd sestén fins al Golgi, on es produeixen les
transformacions entre la ceramida, I’ esfingomieling, la PC i el DAG (revisat a Futerman i
Riezman., 2005). Els esfingolipids formen un grup de fosfolipids bioactius implicats en la
regulacio de multiples processos cel-lulars, com creixement, mort, senescéncia, adhesio,
migracio, inflamaci6, angiogenesi i transport intracel -lular (revisat a Hannun i Obeid., 2008).
Els esfingolipids formen un sistema complex que sens dubte ha de ser tingut en compte a
I"hora d’estudiar les implicacions d’ alteracions en el metabolisme lipidic de la cél-lula, perd

queda fora de I’ objecte d’ aguesta tesi, centrat en els efectes del liti sobre els glicerofosfolipids.

Tot i ser sintetitzats especificament en certs organuls, els fosfolipids son transportats per tota
la cél-lula, i la composicié de les membranes dependra tant de les reaccions metaboliques,
com dels fendmens de transport que hi tinguin Iloc. El transport de lipids entre membranes pot
tenir lloc mitjancant vesicules, o per lipid-transfer proteins, un procés molt actiu i rapid en les

regions de contacte entre membranes (revisat a Holthuisi Levine, 2005).



3.5 Altres lipids

3.5.1 Els acids grassos

El primer pas de la sintesi de novo d’'acids grassos és la carboxilacié de I’ acetil-CoA a
malonil-CoA per |'acetil-CoA carboxilasa (ACC), un procés que es pot revertir per la
malonil-CoA descarboxilasa (MCD) i que es considera el punt de regulacio delavia (revisat a
Saggerson, 2008). A partir del malonil-CoA i acetil-CoA, I’ acid gras sintasa (FAS) sintetitza
els acids grassos insaturats de cadena llarga, com el palmitic, realitzant un complex procés
catalitic que consumeix 7 molécules I ATP i 14 de NADPH per cada molécula de palmitat
(revisat a Ronett et al., 2006). Els acids grassos poden ser translocats als mitocondris on seran
degradats per oxidacié d'acids grassos per generar ATP. La FAS es regula a nivell
transcripcional, mentre que la ACC és regulada a nivell transcripcional i per fosforilacio, i és
inhibida per la preséncia d’ acil-coA’s de cadenallarga.

En situacions de demanda d’ energia, els acids grassos son degradats als mitocondris per f3-
oxidacio, en un procés controlat per la carnitina pamitoiltransferasa, un enzim gue és inhibit

completament pel malonil-CoA (revisat aMcGarry i Brown, 1997).

3.5.2 Els triacilglicerids (TAG)

Al cervell es produeix sintesi de TAG, que seran acumulats en gotetes lipidiques com a
reservori d' energia o per a la formacié de DAG i fosfolipids. Per atra banda, € procés de
sintes de TAG afecta processos de senyalitzacio disminuint els nivells de DAG i de acids
grassos lliures (revisat a Coleman i Lee, 2004). La formacié de TAG a partir de DAG i un
acil-CoA és catalitzada per la diacilglicerol:acil-CoA aciltransferasa (DGAT). Laregulacié de
lasintes de TAGsi delasevahidrdlisi és complexa, i inclou processos transcipcionalsi post-
transcripcionals on hi juguen un paper determinant els factors de transcripcié SREBP-1c,

PPARy i LXRi elsseuslligands.

3.5.3 EIl Colesterol

El colesterol és un component essencia de les membranes cel-lulars, i contribueix en gran
mesura a les seves propietats biofisiques. Tot i que cervell és |’ organ on el colesterol és més
abundant, practicament no recapta lipoproteines de la sang (revisat a Dietschy i Turley, 2004),
per la qual cosa ha de ser sintetitzat en el propi cervell (Turley et a., 1996). El primer pas en
la sintesi de colesterol té lloc al citosol, amb la conversio de 3 molécules d' acetil-CoA a 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que és seguit per la seva reduccié a mevaonat, una
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reaccio catalitzada per la HMG-CoA reductasa, considerat I’enzim limitant de laviai que es
troba altament regulat, principalment a nivell de la seva expressié genica. Posteriorment, una
série de reaccions convertira el mevalonat en colesterol, que podra ser acilat per la acil-CoA
aciltransferasa (ACAT) per donar lloc as ésters de colesterol, que s emmagatzemaran en

gotes lipidiques.

Si bé les neurones poden sintetitzar colesterol, bona part d’ aquest lipid el's és subministrat pels
astrocits en forma de lipoproteines amb ApoE (apolipoprotein E) (Funfschilling et al., 2007).
Un polimorfisme de I’ApoE és € principal factor de risc per a desenvolupament de la
malatia d’ Alzheimer (revisat a Hooijmans i Kiliaan, 2008), fet que dona una idea de la
importancia d’ aquest procés per a funcionament del sistema nervios. El colesterol enviat ales
neurones sera especialment important en la formacio i manteniment de sinapsis (Mauch et al.,
2001), que regueriran aquest lipid tant per als seus lipid raft, de gran importancia tant per ala
formacié de vesicules presinaptiques (Thiele et a., 2000), com pel correcte funcionament dels
receptors postsinaptics (revisat a Allen, 2007). EI control de la sintesi i aliberacio de
colesterol en astrocits esta dirigit pels SREBPs (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins),
una familia de factors de transcripcié que participen en la regulacié del metabolisme del
colesterol i els acids grassos (revisat a Camargo et a., 2009). Els SREBPs es troben inserits
en la membrana del ER, perd0 en disminuir la concentracio de colesterol, I’'SREBP és
proteolitzat i €l seu fragment N-terminal és transportat a nucli, on activa |’ expressié de gens
gue afavoreixen la sintesi de colesterol, d’'acids grassos i la captacié d'LDL’s, entre d’ altres

[processos.

3.6 Senvalitzacio per glicerofosfolipids en el sistema nervios

En & sistema nervios, els glicerofosfolipids presenten una taxa de renovacié molt elevada
gracies al'accio para-lela de les rutes biosintetiques i de les fosfolipases que s encarreguen
d hidrolitzar-los (revisat a Farooqui et al., 2000; Bazan, 2005) (figura 1-9). L’accié de
fosfolipases genera una plétora de missatgers secundaris implicats en tot tipus de processos
cel-lulars, com ara neuritogenesi, regeneracio, apoptosi, inflamacid, neurodegeneracio,
proliferacid, secreci6 o trafic intermembranal. L’ estimulacio d’un Unic receptor de membrana
pot portar a |’activacio de diverses fosfolipases, que iniciaran una complexa cascada de

senyalitzacié on els productes d’ unes participen en les reaccions de les altres.
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3.6.1 Segons missatgers generats per la fosfolipasa A (PLA)

LaPLA; catalitzala hidrolisi de I’ éster unit en posicio sn-1, donant lloc a un lisofosfolipid i
un acid gras lliure, mentre que la PLA, actua d'igual manera sobre la posicié sn-2. Els
lisofosfolipids resultants poden tornar a acilar-se reaccionant amb un acil-CoA através d’ una

aciltransferasa o bé aliberar I’ atre acid gras per accio

R
d' una lisofosfolipasa, deixant la fosfobase lliure. Al G-ﬂ'
e . PLD ———
cervell, els fosfolipids sofreixen un rapid cicle de .
desacilaci6-reacilacié que produeix un intercanvi é «~— PLC

continu d'acids grassos entre diferents tipus de |

fosfolipids. Aquest dinamisme també és € PLA ? O
1 —
responsable de la incorporacié as fosfolipids dels 0=C O:L‘Ij‘_ PLA:

acids grassos poliinsaturats, molt abundants en €
sistema nervios. Hi destaquen els acids araguidonic
(AA), adrenic i docosahexaenoic (DHA), que
acostumen a ocupar la posicié sn-2 dels fosfolipids,
mentre que en la posicio sn-1 shi solen trobar
cadenes saturades com |'acid pamitic o I’ estearic.
L’ accié dela PLA; sobre els fosfolipids alibera acids
grassos com |’acid araquidonic (AA), una molecula
implicada tant en processos fisiol 0gics com patol ogics

que es detallaran en |’ apartat 3.7 (revisat a Farooqui i Figura 1-9. Punts d'hidrolis dels
fosfolipids per les diferentsfosfolipases.
Horrocks, 2006).

3.6.2 Segons missatgers produits per la fosfolipasa C (PLC)

Les PLC formen una familia d’ enzims que hidrolitzen I’ enllag fosfodiéster de la posicio sn-3,
produint DAG i la fosfobase corresponent (revisat a Fukami, 2002). Les multiples isoformes
de la PLC hidrolitzen principalment el PI-4,5-P, donant lloc a inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) i
DAG. L'IP; alliberat estimula |’ aliberacié de Ca®*, principalment del reticle endoplasmatic,
que activara enzims dependents de Ca®* i diverses isoformes de la PKC, juntament amb e
DAG. Laformacié de DAG per la PLC depén en certa mesura de la disponibilitat de Pl-4,5-
P, pero I’activacio de la PKC pot estimular 1a PLD, que hidrolitzara la PC a PA, que per
acci6 de la PAP donara lloc a una segona fase de generacio de DAG (Nakashimaet al., 1991).
Aquesta segona ona de DAG, no es veura limitada per disponibilitat de PC, molt abundant en
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les membranes, i pot produir I’ activacié d aquelles isoformes de la PKC que no requereixen

ca*

3.6.3 Segons missatgers generats per la fosfolipasa D (PLD)

En resposta a determinats estimuls, la PLD hidrolitza els fosfolipids donant lloc a PA i la base
[liure, actuant preferentment sobre la PC (revisat a Jenkins i Frohman, 2005). El PA format
pot activar la PKCC, la monoacilglicerol aciltransferasa, la Pl-4-quinasa, la PLCy, i
incrementar la unié de GTP a Ras. També es €l precursor de I’ acid lisofosfatidic (LPA), que
presenta propietats paracrines i autocrines, essent agonista de receptors acoblats a proteina G;.
A més, tant I’LPA com e PA poden inhibir I’ adenilat ciclasa disminuint els nivells de CAMP.
El cervell ésI'organ amb uns nivells més elevats d'LPA aixi com del seu receptor i altres

proteines que s hi uneixen (revisat aYeet a., 2002).

3.6.4 Alteracions en els fosfolipids en desordres neurologics

Algunes lesions neuronals i malalties neurodegeneratives s han associat a canvis en e
metabolisme dels fosfolipids (revisat a Sun et a., 2003). En processos d'isgquémia neuronal,
hipoxia, hipoglucemia i en lesions de la medul-la espinal, s hi observa I’ activacio d’ enzims
gue degraden fosfolipids, aixi com la inhibicié de I'activitat aciltransferasa. També s ha
descrit un increment en I’ activitat de diverses fosfolipases en la malatia d’ Alzheimer, de
Huntington i en esquizofrenia, fendmens que ja s observen en etapes precliniques de la
malaltia. Aquesta eliminacio de fosfolipids que acostuma a acompanyar els processos
neurodegeneratius podria ser deguda a un increment en la peroxidacié de les seves cadenes
insaturades degut a I’accié de radicals lliures. Les consequencies d'un increment en el
catabolisme dels fosfolipids sobre el teixit neuronal son diverses. Per una banda,
disminueixen els nivells de fosfolipids essencials per les funcions cel-lulars, pero també
resulta en I’acumulacio d’ acids grassos lliures, prostaglandines, lisofosfolipids i peroxids de

lipids.

3.7 Senyalitzacio per metabolits generats per la fosfolipasa A2

3.7.1 Les fosfolipases A2 (PLA>)

Les PLA, formen una gran familia d’ enzims que hidrolitzen I’ acid gras en posicio sn-2 dels
fosfolipids (revisat a Schaloske i Dennis, 2006). En cervell, s expressen principalment tres
tipus de PLA: les cPLA , citosoliques, dependents de calci i selectives per I'AA; les sPLA,,
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també dependents de Ca?* i secretades per la cdl-lula; i les iPLA,, independents de Ca?*
(revisat a Farooqui i Horrocks, 2004). La cPLA , actua principalment sobre I’ AA, mentre que
el DHA <Salibera mgjoritariament per la iPLA, (revisat a Green et a., 2008). Els acids
grassos alliberats per les PLA, podran ser metabolitzats per donar [loc a hombroses molecules

de senyalitzacio.

Un altre producte de les PLA, és |’ 1-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina, e precursor del
PAF (platelet-activating factor), un potent mediador inflamatori, amb multiples funcions al
CNS (revisat a Bazan, 2003).

3.7.2 Derivats dels acids grassos poliinsaturats

La magjor part dels acids grassos alliberats per les PLA, es reincorpora rapidament as
fosfolipids per accié d’algunes de les acil-CoA de cadena llarga sintetases i de les acil
transferases (revisat a Cunnase et a., 2003), pero una petita part es degrada per f-oxidacio o
es transforma en productes oxidats a través de les ciclooxigenases (COX), lipoxigenases
(LOX), € citocrom P450 (CYP) o les epoxigenases (EPOX) (revisat a Buczynski, 2009;
figura I-11). Aquests compostos oxidats son de gran importancia en senyalitzacio cel-lular,
especialment en processos d’inflamacid, de control del flux sanguini, de plasticitat neuronal,

de mort cel-lular i en la sensaci6 de dolor.

L’ accio d’ aquests enzims sobre I’ acid araquidonic (AA) déna lloc as icosanoids, una familia
de molecules senyalitzadores formada per les prostaglandines, els tromboxans, els leucotriens
i I’acid epoxiicosatrienoic. Per la seva banda, I’ acid docosahexaenoic (DHA) és metabolitzat
per les COX i LOX donant Iloc a resolvines, docosatriens i neuroprotectines, conegudes
col-lectivament com a docosanoids, que sovint provoquen efectes oposats as icosanoids
(revisat a Hong et al., 2003). L’activitat d’ aguests enzims també produeix ROS (reactive
oxygen species), que s bé poden participar en senyalitzacio, a altes concentracions esdevenen

citotoxics per estrés oxidatiu.

3.7.3 Les ciclooxigenases (COX)

Les COX son enzims bifuncionals que catalitzen els dos passos através delsqualsI’AA i 'O,

reaccionen per donar PGH,, €l precursor de laresta de prostanoids.

La COX-1 s expressa constitutivament en teixit cerebral i és responsable de la produccié
basal de prostaglandines, implicades en diversos processos homeostatics. La segonaisoforma,
la COX-2, és molt minoritaria en condicions normals i sindueix per accié6 d agents
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inflamatoris (revisat a Wu, 1995; Smith et al., 2000). Diferencies en les sequéncies
d’ ambdues isoformes es tradueixen en una major flexibilitat de la COX-2 respecte als seus
substrats o inhibidors.

Ladistribucio de les COX acervell és heterogénia, amb abundancia de COX-1 en mesencefal,
pons i medul-la (Breder et al., 1995), mentre que la COX-2 es troba enriquida en hipocamp,
hipotalem i amigdala (Andreasson et al., 1993). La COX-2 eslocalitza en laregi6 perinuclear
de neurones, astrocits i microglia, i la seva expressié sincrementa en microglia amb
I’administracié de lipopolisacarid bacteria (LPS), sense que els nivells neuronals es vegin
afectats (Elmquist et al., 1997).

S ha descrit una tercera isoforma, la COX-3, que alguns autors proposen com a principal
diana del paracetamol (Chandrasekharan et al., 2002). Tot i aix0, €ls estudis redlitzats en
aguest sentit son controvertits, i no queda clar que aquesta proteina tingui activitat
ciclooxigenasa en humans (revisat aKam i so, 2009).

3.7.4 Laprostaglandina E2 (PGE,)

Les prostaglandines E son els principals metabolits de I’ AA i estan implicades en nombrosos
processos fisiologics i patologics, com arainflamacio, dolor, tumorogenesi, regulacio vascular,
funcions neuronals, reproduccioé femenina, proteccié de la mucosa gastrica, i funcié renal
(revisat a Kobayashi i Narumiya, 2002).

La PGE, es forma isomeritzacio de la PGH, sintetitzada per les COX mitjancant les PGE
sintases (revisat a Murakami i Kudo, 2006) (figura 1-10). Se'n coneixen tres isoformes, dues
associades a membrana (MPGES-1i 2) i una de citosolica (cPGES), codificades per tres gens,
i amb propietats enzimatiques, modes d’ expressio i localitzacié cel-lular i subcel-lular,
diferents. Les prostaglandines s alliberen predominantment per transport facilitat a través de
transportadors de membrana, i degut a la seva inestabilitat, exerceixen els seus efectes en un
espai i temps reduit, mitjancant I’ activacio dels seus receptors acoblats a proteina G (revisat a
Funk, 2001).
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Figura 1-10. Biosintesi de la prostaglandina E2. Abreviatures: acid araquidonic (AA), ciclooxigenasa (COX),
prostaglandina H2 (PGH,,), PGE sintasa (PGES), prostaglandina E2 (PGE,).
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Figura I-11. Principals rutes de la biosintesi dels icosanoids. Els metabdlits de les principals rutes estan
indicats en color: COX (lila), 5-LOX (taronja), 15-LOX (verd), CY P epoxigenasa (vermell), CY P v-hidroxilasa
(cian), oxidaci6 no enzimética (gris). De Buczynski et al. (2009) J Lipid Research.
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3.7.5 La senyalitzacié per derivats de I'acid araquidonic en la terapia dels
trastorns bipolars

Amb els seus nombrosos treballs, Rapoport i col-laboradors han descrit que €l tractament de
rates amb liti, valproat o carbamazepina disminueix els nivells de PGE; i € recanvi de I’ AA,
perd no el del DHA, en fosfolipids cerebrals (revisat a Rao et al., 2008). L’ efecte especific
sobre I’ AA es pot explicar per la disminucio de I’ expressio de la cPLA, (selectiva per I'AA)
gue S observa en rates tractades amb liti 0 carbamazepina, sense que laiPLA, o lasPLA; es
vegin afectades, mentre que el valproat actuaria inhibint la reacilacio de I’ AA anivell de la
Acsl (long chain acil-CoA syntethase). Per altra banda, observen que el tractament amb liti,
valproat o carbamazepinatambeé disminueix elsnivellsi I’ activitat de COX-2, sense alterar els
nivells de la 5-lipoxigenasa o e citocrom P450. Aparentment aguests efectes sobre
I’ expressié genica es deurien al’accio inhibitoria del liti i la carbamazepina sobre el factor de
transcripcid AP-2, que regula la transcripcié del gen de la cPLA», i del valproat sobre I'NF-
kB, responsable de la induccio de COX-2. Els estudis realitzats amb lamotrigina no mostren
una disminucio en el recanvi de I’AA en fosfolipids cerebrals pero si una disminucié en els
nivells de COX-2. En aquest sentit és interessant destacar €l fet que la lamotrigina es mostra
efectiva pel tractament de les fases depressives de la maldltia, perd a diferencia del liti, e
valproat i la carbamazepina, no sembla Util per a les fases de mania (Bowden et al., 2003;
Calabrese et ., 2003)

3.8 Paper dels lipids en el transport intermembranal

Els lipids membranals participen activament en els processos de transport intermembranal
(revisat a Haucke i Di Paolo, 2007). Hi destaguen els fosfoinositids, €l PA, laPSi DAG, uns
lipids que acostumen a trobar-se a la monocapa citosolica de les membranes de la cél-lula
(revisat Di Paolo i De Camilli, 2006). Aquests lipids, juntament amb altres senyals,
participen en € reclutament de proteines efectores que dirigiran els diferents processos del
transport intermembranal, com lafissio, € transport, I’ancoratge i l1afusio. Per altra banda, les
propietats fisiques dels diferents lipids de membrana, com |a seva geometria (de tipus cilindre,
con o con invertit) afectaran directament la capacitat de les membranes de corbar-se o
fusionar-se (revisat a Van Meer i Sprong, 2004).

El PA juga un paper primordial en fendomens de transport vesicular, secrecid, fissio, i
endocitos (revisat a Stace i Ktistakis, 2006). EI PA implicat en agquests processos es genera
basicament per acci6 de les PLD, que hidrolitzen fosfolipids com la PC per produir PA, i son
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elements clau per a transit intermembranal, especidment en la induccié de fusid de
membranes (Revisat a Roth, 2008). A part de |’ accié del PA sobre proteines efectores, a nivell
biofisic la conversié de PC a PA transforma un lipid cilindric, no fusiogéenic, en un de conic
que afavorira la curvatura negativa de la membrana necessaria per la fusio, un procés que en
segona instancia pot ser afavorit per la hidrolis del PA a lisoPA, de geometria conica
invertida (revisat a Jenkins i Frohman, 2005). Es creu que € PA generat per les DAGK
(revisat a Mérida et al., 2008) també pot estar implicat en aquests processos, pero encara no

s hapogut demostrar.

Gracies a reclutament de diferents quinases i fosfatases que actuen sobre els fosfoinositids,
aquests presenten una distribucio diferencial pels diferents organuls, i amb la seva capacitat
de recaptar proteines efectores, participen en nombrosos processos especifics de cada
compartiment cel-lular, com el transport vesicular (revisat a Vicinanza et a., 2008). Aixi, €
Pl-4,5-P, es troba enriquit en la membrana plasmética, € PI-3-Pi el PI-3,5-P, en endosomes
primerencs i tardans respectivament, i e Pl-4-P a |’ aparell de Golgi. Els fosfoinositids es
localitzen en la monocapa citosolica de les membranes, fent-los accessibles a quinases,
fosfatases i fosfolipases, i permetent la seva interaccié amb nombroses proteines citosoliques
que posseeixen dominis d’ uni6 especifica a determinats fosfoinositids (revisat a Downes et al.,
2005), o regular al-lostericament proteines integrals de membrana, com enzims, canals ionics
i reguladors del transit intermembranal (revisat a De Matteis i Godi, 2004). ElI PI-4,5-P2
participa en el control de la secrecié regulada, principament a nivell de la fusié vesicular,
mentre que el PI-4-P ho faria en la secreci6 congtitutiva. La Pl4Klla i PI4KIIIB eslocalitzen
a Golgi (Weixe et al., 2005), on sintetitzen el Pl-4-P, que té un paper predominant en aguest
organul, on actuen nombroses proteines d’unio a PI-4-P. La silenciaci6 de les PI4K del Golgi
resulta en la deslocalitzacié d aquestes proteines i la inhibicié del transport de vesicules del
TGN alamembrana plasmatica (revisat aDe Matteisi D’ Angelo, 2007).

El DAG és necessari per I'exportacio de vesicules del Golgi a la membrana plasmatica
(Litvak et al., 2005) i a ER (Fernandez-Ulibarri et al., 2007). El DAG promou la translocacio
ales membranes del Golgi de proteines que participen el en transport vesicular, com la PKD
(Baron i Malhotra, 2002). La sintesi de PC, una molecula sovint considerada més com un
element estructural que com un fosfolipid actiu en la senyalitzacio i dinamica dels processos
cel-lulars, també és necessaria per a |I’exportacié de vesicules del Golgi a la membrana
plasmatica (Tian et al., 2008)
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Aixi doncs, per als fenomens de transit vesicular és essencial la coordinacio temporal i espaial

dels diferents processos del metabolisme dels lipids membranals, que experimenten un

continu cicle de transformacions gracies al’ accié dels nombrosos enzims del seu metabolisme

gue actuen en els diferents compartiments involucrats en transport intermembranal .
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4 Importancia dels astrocits en el sistema nervios

La manca d’'una teoria satisfactoria per explicar les propietats terapeutiques dels farmacs
estabilitzadors de I’ estat d’anim fa que sigui necessari plantegjar-nos noves possibilitats, i una
d elles és que la diana cel-lular d’'aquests farmacs no siguin Unicament les neurones. Uns
candidats interessants son els astrocits, unes cél-lules que darrerament estant prenent un gran
protagonisme en la fisiologia del sistema nervids i que no es poden deixar de banda al’ hora
d estudiar les dianes terapeutiques d’ un psicofarmac (revisat a Volterra i Meldolesi, 2005;
Wang i Bordey, 2008).

4.1 Els astrocits

A diferéncia d’'altres cél-lules glias, com els oligodendrocits o la microglia, a les que
tradicionalment s han assignat funcions altament especialitzades, € rol dels astrocits sempre
ha resultat més enigmatic. Durant décades se'ls reserva un paper de suport estructural i
metabolic per a les neurones, pero avui dia es reconeix que estan implicats en funcions
fonamentals del CNS com ara € metabolisme energetic (revisat a Pellerin, 2005), la
neurotransmissio  (revisat a Araque, 2008; Fellin, 2009), e manteniment de la barrera
hematoencefalica (revisat a Abbott et al., 2006), I'homeostasi ionica extracel-lular (revisat a
Simard i Nedergaard, 2004), la regulacié de la cerebrovasculatura (revisat a Gordon et al.,
2007; Koehler et a., 2009), els processos neuroinflamatoris (revisat a Darlington, 2005), la
neurogenesi en adults (revisat a Chojnacki et al., 2009) i en processos neuroregeneratius
(revisat a Sofroniew, 2005).

Aixi doncs, es considera que €els astrocits son unes cdl-lules atament polivaents que estan
implicades en practicament tots el's processos que tenen lloc a CNS, motiu pel qual resulta de
gran interes estudiar els efectes que hi puguin produir els farmacs emprats en el tractament

dels trastorns bipolars.

4.1.1 Classificaci6 dels astrocits

Els astrocits son € tipus glial majoritari, tant pel que fa a nombre com a volum o area
superficial, perd no es pot dir que formin un grup homogeni. Alguns tipus d’ astrocits es poden
distingir per diferéncies morfologiques, com la glia de Mueller de la retina o la glia de
Bergmann al cerebel, perd fins i tot astrocits adjacents, amb una aparenca morfologica i
immunocitoquimica aparentment idéntica, poden presentar receptors de membrana molt

diferents, fet que els confereix propietats especifiques que ca tenir present de la mateixa
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manera gue es té amb les neurones. Estudis amb microarrays de mRNA demostren que hi ha
poCcs gens que S expressin especificament en tots els astrocits, i en realitat es produeix un

patré d' expressio dependent de lalocalitzacio delacél-lula (Bachoo et al., 2004).

En ratolins que expressen GFP (Green Fluorescent Protein) sota e promotor de la GFAP
(Glial Fibrillary Acidic Protein), una proteina que forma filaments intermedis del seu
citoesquelet i que S empra com a marcador dels astrocits (Nolte et al., 2001), es pot observar
basicament dues poblacions de cél-lules marcades (Matthias et al., 2003; Wallraff et a.,
2004):

a) Un grup de cél-lules que expressen nivells elevats de GFAP, presenten un cos cel-lular
irregular i ramificat, baixa input resistance, un potencial de membrana molt negatiu, corrents
de K" independents de voltatge i temps, alta recaptacié de glutamat acoblament intercel -lular
per gap junctions, identificats com a astrocits protoplasmics.

b) Una poblacio de cél-lules que presenten menys GFAP, una maor input resistance, un
potencial de membrana menys electronegatiu, corrents de K™ i Na" dependents de voltatge,

presencia de receptors d AMPA i una menor recaptacio de glutamat.

4.1.2 Morfologia dels astrocits

Microinjectant astrocits protoplasmics de la regi6 CAL1l de I’hipocamp amb sondes
fluorescents, aquests es mostren amb una estructura d’ arbust, amb un soma d’uns 7-9 um des
d'on sirradien nombrosos processos cel-lulars fins a ocupar un volum d’'uns 66000 um?®
(Bushong et al., 2002). Es destacable el fet que cadascun d ells ocupa el seu domini, amb molt
poc solapament amb atres astrocits, amb els que per atra banda, estan lligats per gap
junctions formant una mena de sinciti (Konietzko i Muller 1994). D’ aguesta manera cada
astrocit cobreix un territori especific, des d' on pot interactuar amb practicament tots els tipus
cel-lulars del sistema nervios (figura 1-12). En aquest sentit, més del 99% de la superficie de
la cerebrovasculatura es troba envoltada per processos astrocitaris (Kacem et al., 1998), i pel
que fa a la seva interaccio amb les neurones, en cortex o hipocamp de rosegador dins el
domini de cada astrocit s hi troben unes 10° sinapsis (Bushong et al., 2002; Halassa et al.,
2007), un valor que en humans resulta molt superior, fins a punt que s ha proposat gque una
de les peculiaritats del cervell huma en relacio a dels atres mamifers és la seva complexitat
astrocitaria (Oberheim et a., 2006; 2009).

Es considera que els astrocits actuen com a unitats d'integracio local en la comunicacio

sindptica i no sinaptica de la microregié que cobreix cadascun d ells. L’ estructura estrellada
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de I’ astrocit consta de microdominis com el's peus terminals, que es troben en lainterfase glia-
vasculatura, o elsfil-lopodisi lamel-lipodis, unes fines extensions cel -lulars que interaccionen
amb les sinapsis adjacents. Els senyals intracel-lulars poden propagar-se per aguests
microdominis sense afectar la totalitat de la cél-lula, permetent € control de fraccions del

territori dominat per |’ astrocit de manera independent.

Figura I-12. Morfologia dels astrocits. A) Dos astrocits de I'area CA1 de I’ hipocamp tenyits amb sondes
fluorescents, on s observa la seva complexa estructura i la seva distribucio en dominis independents (C), des
d’on interaccionen amb les neurones (B). Adaptat de Agulhon (2008). Neuron; Fellin (2009). J Neurochem.

4.2 Fisiologia dels astrocits

L’ estudi comparatiu de les propietats electrofisiol0giques de neurones i astrocits, va portar a
la conclusié que aguests darrers eren agents passius en la transmissio nerviosa. Aquesta visio
comenca a canviar amb els treballs en astrocits en cultiu, que van permetre identificar-hi
I’expressio de receptors acoblats a proteina G (GPCRS), i les conseqlents cascades de
senyalitzaci6 intracel-lular (McCarthy i Véllis, 1978; Van Calker et a., 1978). Aquest fet els
confereix la capacitat de respondre a senyals extracel -lulars que fins llavors es creien dirigits
especificament a les neurones. La principal resposta intracel-lular a I’ estimulacié d’ aquests

receptors en astrocits és la senyal de Ca®".

4.2.1 Senyalitzaci6 per Ca?*

Que dls astrocits no generin potencials d' accié no significa que no siguin excitables, és a dir,
capacos de ser activats per senyals externs o interns i en conseqiiéncia aliberar missatges per
a les cdl-lules veines. La seva excitacio és de tipus quimic, i es basa en increments en la
concentraci6 de Ca®* citosdlic en una area determinada de la cél-lula (revisat a Agulhon et al.,
2008).
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El mecanisme molecular més acceptat per explicar aguests increments en els nivells de Ca®*
citosolics és lavia de la PLC/IP3. L’ activacio de receptors acoblats a proteina Gg provoca la
hidrolisi del PI-4,5-P, per laPLC, generant DAG i |P3 que pot actuar sobre €l seus receptors
IPsR afavorint I’alliberacié de Ca?* del reticle endoplasmétic (revisat a Fiacco i McCarthy,
2006; Scemes i Giaume, 2006). En aquest sentit, sembla que I'lP;R2 seria el principal
responsable d'aquest fenomen en astrocits, mentre que els IPsR1 i 3 serien més propis de
neurones (Petravicz et al., 2008; Hertle and Y eckel, 2007; Holtzclaw et a., 2002; Sharp et al.,
1999).

L’ amplitud, freqiiéncia, durada i propagaci6 de les oscil-lacions de Ca®* en I'astrocit,
resultaran determinants per al seu efecte sobre les cél-lules veines, i dependran tant dels
estimuls extracel-lulars com del propi estat de I'astrocit. Determinats estimuls només
produiran I’excitacié d’un microdomini de |’ astrocit (Sheppard et al., 1997; Yagodin et a.,
1995; Fiacco et al., 2007), mentre que en altres casos €l senyal de calci es propagara per tota
lacel-lula ofinsi tot es transmetra cap als astrocits veins (Shuai i Jung, 2003; Sheppard et al.,
1997; Roth et al., 1995; Weerth et al., 2007). Es important ressaltar que els astrocits tenen la
capacitat de discriminar senyals procedents de diferents origens, i d’integrar estimuls
concomitants ( Pereai Arague, 2005).

Les oscil-lacions de Ca®* citosdlic poden ser generades en resposta a senyals neuronals, perd
també apareixen de forma espontania. L’ excitacié espontania dels astrocits s ha observat tant
en talls de cervell (Parri et al., 2001) com in vivo (Hirase et al., 2004) i si bé és més abundant
durant el desenvolupament, no desapareix en individus adults. S ha proposat que hi podrien
estar involucrats els canals de Ca?* dependents de voltatge (Aguado et al., 2002; Parri et al.,
2001; Parri and Crunelli, 2003).

4.2.2 Ones de calci intercel-lulars

Els senyals de Ca®* també es poden generar artificialment per estimulaci6 eléctrica, quimicao
mecanica dels astrocits. En estudis in vitro s han indiit ones de Ca®* que es propaguen entre
diferents astrocits, i que tant poden afectar un petit microcircuit de varies cel-lules (Sul et al.,
2004), com propagar-se a llargues distancies (Newman et al., 2001). Aquest fenomen ha
portat alaidead un sistema de comunicaci6 allarga distancia entre astrocits, pero no esta clar
S aguests processos representen una funcio fisiologica, patologica o un artefacte experimental.

Estudis in vivo semblen indicar que els estimuls fisiologics no indueixen ones de calci que es
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propaguin per extenses xarxes d’ astrocits, sind que cadascun d’ ells mostra un comportament
relativament independent dels altres (Wang et a., 2006; Schummers et al., 2008).

Una altra qiiestio és e mecanisme pel que els senyals de Ca?* viatgen d' una cél-lula a una
atra. L’estimul per desencadenar €l senya de calci s haura de transmetre intracel -lularment o
extracel -lularment. A favor del primer cas, s ha observat que I'lP; pot difondre’s cap a
astrocits adjacents a través de gap junctions (Newman et al., 2001). Pel que fa a la segona
opcio, es basaria en I'aliberacio de factors com I’ ATP que excitarien els astrocits veins. En
cultius d' astrocits s han descrit ones de Ca?* acompanyades d increments en I’alliberaci6 de
glutamat i en els nivells de Na" citosolic, i la captacié de glucosa, fet que podria estar
relacionat amb I’ acoblament neurometabolic (Bernardinelli et al., 2004; Innocenti et a., 2000).

4.3 Comunicacid® neurona-astrocit

El fet que els astrocits siguin excitables ha expandit la idea que es té de la comunicacio
cerebral, mostrant-la com una complexa xarxa integrada de rutes sinaptiques i no sinaptiques

on tant els astrocits com les neurones hi juguen un paper actiul.

4.3.1 Interaccions neurona-astrocit

Els GPCRs dels astrocits poden ser activats pels neurotransmissors aliberats a les terminals
sinaptiques (Aragque et al., 2002; Navarrete i Arague, 2008; Pasti et al., 1997; Pereai Arague,
2005; Porter i McCarthy,1996), fet que demostra I’ existéncia d’ un sistema de comunicacio
neurona-astrocit, que permet lligar I’ activitat neuronal amb les senyals de calci astrocitaries.
L’ efecte reciproc s ha comprovat amb |’ observacio que els astrocits poden aliberar molécules
neuroactives, els gliotransmissors, quan se'ls indueixen senyals de Ca?* amb agonistes dels
seus GPCRs (Parpura et a., 1994; Pasti et a., 1997). Per tant, els astrocits responen a
I"activitat neuronal, i poden alliberar gliotransmissors que actuaran sobre les neurones, de
manera que s estableix un sistema de comunicacio bidireccional entre neuronesi astrocits que
ha portat a establir el model de sinapsi tripartida (revisat a Halassa et al., 2007), on hi apareix

I” astrocit com atercer component (figura I-13).
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Figura |-13. La sinapsi tripartida. A) Els neurotransmissors alliberats per les terminals presinaptiques poden
actuar sobre receptors GPCR en astrocits i induir-los un senyal de Ca?* que promogui I’aliberacié de
gliotransmissors que efectuaran un efecte modulador sobre ambdues neurones. B) Micrografia de microscopia
electronica mostrant la intima relacio entre les terminals sinaptiques i €ls processos astrocitaris. Adaptat de
Agulhon (2008). Neuron; Halassa (2007). Trends Mol Medicine.

4.3.2 Gliotransmissors

Una de les principals consequéncies de I'excitacié dels astrocits és I'aliberacio dels
anomenats gliotransmissors, unes molécules neuroactives gque actuen sobre les sinapsis
adjacents (revisat a Halassa et al., 2007). Des dels primers estudis (Kimelberg et a., 1990), el
nombre de substancies que s han proposat com a gliotransmissors ha anat augmentant, i s hi
inclouen molécules com e glutamat, I'ATP, I'adenosing, la D-serina, els icosanoids
(prostaglandines, acid 20-hidroxiicosatetraenoic), citoquines (TNF-a), i altres proteines i
peptids.

Els astrocits en cultiu aliberen gliotransmissors per diversos mecanismes independents de
Ca’™, com I'activacié de canals anionics regulats per volum (Kimelberg et al., 2006),
hemicanals de connexina (Ye et a., 2003), receptors purinergics P2X7 formadors de porus
(Duan et al., 2003), o reversi6 dels transportadors de glutamat (revisat a Anderson i Swanson,
2000), uns processos que es donen basicament en condicions no fisiologiques. En canvi,
alguns treballs mostren que elevacions de Ca?* en petites fraccions d astrocits, resulten en
I”alliberacio de gliotransmissors com el glutamat, I’ ATP i la D-serina, que actuen in situ sobre
neurones pre- i postsinaptiques modulant-ne I’ activitat (Bezzi et al., 1998; Fiacco i McCarthy,
2004; Kang et al., 1998; Lee et a., 2007; Mothet et a., 2005; Navarrete i Aragque, 2008;
Pascual et al., 2005; Pasti et al., 1997; Serrano et al., 2006; Yang et a., 2003).

Els mecanismes que porten al’ aliberacio de gliotransmissors dependent de calci no estan ben
establerts (revisat a Parpura et al., 2004), pero una possibilitat especialment atractiva, per la

seva dependéncia de Ca®* i la seva naturalesa fisiologica, és I'alliberacié exocitotica de



vesicules. En astrocits s ha descrit un tipus de microvesicules similars a les sinaptiques
(SLMV), que capten, emmagatzemen i aliberen glutamat en resposta a Ca** (Bezzi et al.,
2004). Aquestes vesicules poden contenir, juntament amb e glutamat, D-serina, una
combinaci6 altament efectiva per activar receptors NMDA (Mothet et a., 2005). A diferéncia
del que succeeix en neurones, |’ exocitosi dependent de Ca®* de les SLMV no tindria lloc per
' entrada de Ca?* per |’ obertura de canals dependents de voltatge, siné per increments de Ca®*
produits per |’ aliberacio d’'IPs, i gran velocitat d’ aguest procés indicaria que les cisternes del
ER on actual’ I P; es trobarien molt proximes as llocs d’ aliberacio de vesicules (Holtzclaw et
al., 2002). Per altra banda, a més de les SLMVs, €s astrocits també presenten uns organuls
majors i heterogenis similars als DCGs (Dense-core granules) neuronals, que podrien

participar en la secrecio de nucleotidsi peptids (Maienschein et a., 1999; Krzan et a., 2003).

La gliotransmissié exocitotica no dependria només d’increments en la [Ca?'];, siné que hi
intervindrien altres factors. En aquest sentit, s ha descrit que I’ aliberacié de glutamat induida
per GPCRs, es pot suprimir bloquejant la sintesi de prostaglandines o TNF-a. (Bezzi et a.,
1998; 2001).

4.4 Modulacié de I'activitat neuronal

La transmissio sinaptica es pot veure modulada per canvis en I’ activitat dels astrocits en les
seves terminacions perisinaptiques. Aquestes presenten una elevada plasticitat (Hirrlinger et
al., 2004), i expressen molecules que poden alterar la transmissio sindptica, com ara €ls
transportadors de glutamat (revisat a Danbolt, 2001). Els astrocits també poden afectar les
neurones adjacents per contacte directe. En neurones piramidals de laregiéo CA1 d’ hipocamp,
la unié d'efrina A3, que es troba a la superficie dels processos astrocitaris al seu receptor
EphA4, present en les espines dendritiques, inicia una cascada de senyals que regula el

nombre, midai morfologia d’ aquestes espines (Murai et al., 2003).

Per altra banda, es coneix que €ls gliotransmissors alliberats pels astrocits poden actuar sobre
la transmissié sinaptica (revisat a Haydon, 2001). En general les purines i € glutamat
aliberats pels astrocits exerceixen efectes oposats sobre un mateix territori sinaptic,
estimulador en el cas del glutamat (Fiacco et al., 2004) i inhibitori en el de les purines (Zhang
et a., 2003). D’ aguesta manera, amb |’ alliberament de gliotransmissors els astrocits poden
exercir una modulacié bimodal de les sinapsis.

A meés de les neurones, els astrocits també actuen sobre altres cél-lules del CNS, participant

en |’ acoblament neurovascular, inflamaci6, desenvolupament, i regeneracio.
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45 Acoblament neurovascular

Una de les funcions dels astrocits gue darrerament ha pres més protagonisme és el seu paper
en laregulacio del flux sanguini a cervell (revisat a Haydon i Carmignoto, 2006; Grant et al.,
2007; Koehler et al., 2009). Ja Camilo Golgi havia apuntat que €ls astrocits connectaven els
vasos sanguinis amb les neurones (Golgi C, Contribuzione alla fine anatomia degli organi
centrali del sistema nervoso. Rivista Clinica di Bologna, Bologna (1871)), i avui dia es parla
d'una relacié causal entre la gliotransmissié dependent de Ca?* en astrocits i variacions en e
to arteriolar de la regio cerebral (revisat a ladecola i Nedergaard, 2007) (Figura |-14). El
control del flux sanguini cerebral (CBF) és fonamental per mantenir-lo acoblat a les
demandes metaboliques de les neurones, de manera que un increment en |’ activitat neuronal a

nivell local portaaunincrement del flux sanguini.

PEY Enoiiwia
s,

Figura |-14. Paper dels astrocits en el control de la microvasculatura cerebral. Els astrocits interaccionen
amb les sinapsisi €ls vasos sanguinis, envoltats pels peus astrocitaris. Els astrocits poden respondre a |’ activitat
neuronal alliberant molécules vasoactives, principalment NO i derivats de I'AA, en un procés que podria ser
essencial per a la regulacié de I'acoblament neurovascular. Extreta de ladecola i Nedergaard (2007). Nature
Neuroscience.

La sang de les arteries cerebrals es distribueix per la superficie cortical através de les arteries
pials, que donen lloc a les arterioles penetrants. Els vasos intraparenquimals que sorgeixen
d aquestes arterioles, estan en contacte directe amb els peus astrocitaris (revisat a Bechmann
et a., 2007). En capil-lars i vénules sense muscul llis vascular (VSM), les integrines
mantenen |I'adhesié dels peus astrocitaris amb la lamina basal de I’endoteli i pericits. La
senyalitzaci6 entre I’ endoteli i els astrocits és determinant per al’ angiogenesi, € manteniment

de les tight junctions endotelials i e transport a través de la barrera hematoencefdica. La
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senyalitzacio entre els astrocits i €l VSM regulaladilatacio o constriccio de les artéries pialsi
les arterioles intraparenquimals, essencia per a la regulacié del CBF. Amb [|'activacio
neuronal, la dilatacié dels vasos intraparenquimal es coordina amb la dilatacio de les artéeries
pials per mantenir una pressio constant i evitar la pérdua de CBF en altres regions cerebrals,

en un proces controlat per la senyalitzacio através dels astrocits (Xu et al., 2008).

Les oscil-lacions de Ca®* en astrocits poden produir vasodilatacié a través de I’ aliberacié
d’icosanoids com la PGE, (Mulligan et a., 2004), pero també s ha descrit que poden produir
I’efecte  contrari  per [I'dliberaci6 d'un atre tipus dicosanoid, I'acid 20-
hidroxieixosatetraenoic (20-HETE), que afavoreix la vasoconstriccié (Zonta et al., 2003a).
Aquests resultats indiguen que I’ activacio dels astrocits pot induir diferents tipus de respostes
en funcié de I'estat funciona dels vasos, ja que la vasodilatacio es sol observar en vasos

constrets, mentre que la vasocontriccié apareix en vasos normals.

4.6 Respostainflamatoria dels astrocits

La inflamacio és un procés defensiu en €l que hi participen tots els tipus cdl-lulars del CNS
amb I’objectiu d'aillar el teixit lesionat, destruir les cél-lules danyades i reparar la matriu
extracel-lular. La resposta inflamatoria requereix € reclutament de leucocits
polimorfonuclears (PMN) del corrent sanguini, un procés altament regulat que inclou
quimiotaxis, adhesié dels PMN als endotelis i diapedesi (penetracid i migracio a través de la
monocapa endotelial). Aquests PMN eliminen els antigens invasius per fagocitosi i aliberacio
de radicals lliures i enzims litics als fagolisosomes. Aquest procés va seguit per la fase de

resolucio, orientada a posar fi alaresposta per tal de limitar el dany al teixit.

El CNS s ha considerat tradicionalment un [loc amb privilegi immune (revisat a Galea et al.,
2007), pero també ha desenvolupat € seu propi sistemaimmunitari innat, basat en I’ activacié
de les cdl-lules glials (revisat a Nguyen et al., 2002). Les cél -lules de la microglia, de llinatge
mieloide, son considerades com els macrofags del cervell i el seu paper en larespostaimmune
és indiscutible (revisat a Aloisi, 2001), pero també els astrocits, d’ origen neuroectodermic, hi

juguen un paper determinant (revisat a Farinaet a., 2007).

4.6.1 Reconeixement de patogens i cel-lules danyades

Per tal de reconeixer i eliminar patogensi cél-lules danyades, les cdl-lules glials expressen els
PRRs (pattern-recognition receptors), un nombre limitat de receptors que s activen per

determinades molécules d' agents patogens i també per senyals endogenes de dany cel-lular,
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permetent I’activacié del sistema immune tant en resposta a infeccions, com en lesions
cerebrals, isqguemia o desordres autoimmunes o neurodegeneratius (revisat a Gordon, 2002).
El balang entre els efectes neurotoxics i neuroprotectors de la resposta immune innata a
cervell, és un punt de gran interes farmacol ogic.

Els TLRs (Toll-Like Receptors) reconeixen molécules d'origen bacteria, com ara
lipoproteines (TLR1, 2 i 6), acids nucleics (TLR3, 7, 8 i 9), la flagelina, € principal
component del flagels (TLR5) o € lipopolisacarid bacteria i atres lligands (TLR4). La uni6
d aquests lligands a TLR porta a I’ activacioé del factor de transcripcié NF-kB, que promou
I’ expressi6é de citoquines proinflamatories. En diversos models experimentals s’ ha comprovat
que els astrocits expressen alguns TLRs, entre els que destaca el TLR3 (Farina et al., 2005;
Bsibsi et al., 2006; Carpentier et a., 2005), mentre que € TLR4 només s ha observat en
cultius (Bowman et al., 2003; Carpentier et al., 2005). La microglia en canvi, expressa un
ventall molt més ampli de TLRs (Olson i Miller, 2004).

A mésdels TLR, els astrocits també expressen altres proteines de reconeixement, com els SRs
(Scavenger Receptors) (Alarcon et al., 2005), € receptor de manosa (Liu et a., 2004) aixi
com elements del complement (Gasgue et al., 2000), tots ells presents en microglia, que
també expressa el receptor de fosfatidilserina (Fadok et a., 2000).

4.6.2 Larespostaimmunitaria

En ser estimulats amb citoquines proinflamatories, els astrocits produeixen una série de
citoquines, quimioquines i factors neurotrofics per promoure la resposta inflamatoria, amb la
permeabilitzacié de la barrera hematoencefalica i reclutament de leucocits, i per preservar €l
teixit neural. En aquestes condicions els astrocits s activen i es produeix |’anomenada
astroglios reactiva (Wilhelmsson et al., 2006).

Amb I’ Us de ratolins transgénics s ha demostrat que €l factor de transcripcié NF-kB juga un
paper determinant en la resposta immune dels astrocits (Brambilla et al., 2005). En astrocits i
altres tipus cel-lulars, I'NF-xB és un factor de transcripcié implicat en la induccié de
proteines en resposta a infeccions virals i bacterianes o en lesions isquemiques. Consta d’un
complex heterotriméric composat per p50, p65 (RelA) i IkBa (revisat a Baeuerle i Baltimore,
1996). La fosforilacié de 1kBa per la 1kB quinasa (IKK) i la subseqiient poliubiquitinacio i
degradacié proteosomal d’ aquesta subunitat, provoquen |’ aliberacié del dimer p50-p65, que
estrandocaal nucli i sSuneix alsllocs kB del DNA per activar la transcripcio dels gens diana
(revisat a Nomura, 2001).
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4.6.3 Alliberaci6 de citoquines

L’activacio de les cd-lules del sistema immune provoca I'alliberacié de citoquines
proinflamatories, quimioquines, reactius de fase aguda, i molécules d adhesié cel-lular
(revisat a Raison et a., 2006). Les citoquines sdn proteines de senyalitzacid que un cop
secretades actuen autocrinament o paracrina sobre processos de supervivencia, proliferacio,
diferenciacié i funcions efectores en les cé-lules diana. Les principals citoquines
proinflamatories, essencials pel sistemaimmune innat, son lalL-1, lalL-61 e TNF-a, mentre
quelalL-10 olalL-1RA (IL-1 receptor antagonist) provoquen efectes oposats a les anteriors
i participen en la resolucio de la reaccié immune. En e CNS, les cél-lules glias son les
principals productores de citoquines (revisat a Vezzani et al., 2008).

El TNF-a és sintetitzat i secretat per macrofags, limfocits, neutrofils, fibroblasts, cél-lules del
muscul llis, astrocits i microglia, en resposta a estimuls inflamatoris (revisat a Tracey et a.,
2008). L’ aliberacié del TNF-a. com a citoquina soluble es produeix després de la protedlis
del seu precursor transmembranal per la proteasa TACE, tot i aix0, ambdues formes son
actives i poden exercir €ls seus efectes per unio als seus receptors (TNF-R1 i TNF-R2). El
TNF-R1 s'expressa en la mgjoria de tipus cel-lulars i promou apoptosi, produccié de
citoquinesi activacio de I’ NF-kB, tot i que la seva cascada de senyalitzacié és complexai pot
induir apoptosi, proliferaci6, diferenciacié o supervivencia en funcio del tipus i estat de la
cel-lula. EI TNF-R2, induible i expressat principaiment en cél-lules hematopoiétiques,
antagonitza els efectes del TNF-R1.

Elsicosanoids alliberats per les cél-lules glials també participen en laregulaci6 de laresposta
inflamatoria, tant en la seva iniciacio com en la seva resolucié, mitjancant |’accio d’'una
primera fase d’icosanoids proinflamatoris i una segona d’icosanoids pro-ressolucio (Gilroy et
a., 2004; revisat a Serhan i Savill 2005).

4.6.4 Cicatriu glial

En el CNS, leslesions traumatiques indueixen una rapida resposta inflamatoria en els astrocits
gue porten alaformacié de I’ anomenada cicatriu glial (revisat aMcgraw et a., 2001). Es creu
gue I’ objectiu d' aquest procés és limitar I'area d actuacio de la resposta immune i dillar la
regio danyada per tal de restaurar I’homeostasi del CNS (revisat a Fitch et al., 1997). Tot i els
efectes neurotoxics que es poden derivar de la resposta inflamatoria, s'ha comprovat que els
astrocits activats, a més de citoquines proinflamatories, també alliberen factors neurotrofics

per tal d’ afavorir la supervivencia neuronal en aguestes situacions.
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Un cop superada la lesid, aquesta cicatriu glial pot resultar un obstacle per la regeneracio de
les connexions neuronas, fet que déna gran interes a I’estudi d’aguest fenomen i a les
possibles estrategies per minimitzar-lo. En aguest sentit, al nostre grup es va determinar que €l
liti atura la proliferacio d'astrocits en cultiu en resposta a FBS, inhibint la via d ERK1/2,
mentre que en cultius neuronals afavoreix la viabilitat cel-lular activant aquesta mateixa ruta

(Pardo et ., 2003), obrint una porta a possible Us del liti en € tractament de lesions cerebrals.

4.7 Alteracions dels astrocits associades a patologies del sistema

nervios

Es coneix la importancia dels astrocits reactius en processos de dany neuronal, pero
alteracions en altres aspectes de la fisiologia dels astrocits també s'han implicat en nombroses
malalties del sistema nerviés (revisat a De Keyser et a., 2008).

S han descrit alteracions en practicament totes les etapes de |'excitacid astrocitaria i la
gliotransmissié associades a diferents estats patologics. Les oscil-lacions de la [Ca®']
citosOlica, determinants per a la sincronitzacié neuronal (Parri et al., 2001), desapareixen en
I’ area peritraumatica de lesions mecaniques (Aguado et al., 2002), mentre que S incrementen
en activitat neuronal epileptiforme (Hirase et a., 2004). Alguns autors defensen que
I” hiperexcitabilitat neuronal caracteristica de I’ epilépsia es pot deure en part a alteracions en
I"homeodstasi del K* i el Ca&* en astrocits (Binder i Steinhauser, 2006;), i farmacs
antiepiléeptics com la fenitoina, € valproat i la gabapenting, redueixen la senyalitzacié per
Ca”* en astrocits (Tian et al., 2005)

La gliotransmissio en |” hipocamp es produeix majoritariament per I’ activacio en astrocits de
receptors mMGIuRs i/0 AMPARSs. En pacients epiléptics amb Ammon’s Horn Sclerosis, una
ateracié en I'splicing de la subunitat GIUR1 pot incrementar les respostes dependents de
AMPAR provocant una hiperexcitabilitat dels astrocits (Seifert et a., 2004). En situacions
d inflamaci, que s han relacionat amb I’ epilepsia (revisat a Choi i Koh, 2008), es produeixen
interaccions anomales entre astrocits i microglia, es produeix una I’aliberacio massiva de
TNF-a que amplifica |’ aliberacio de glutamat per part dels astrocits, produint excitotoxicitat
neuronal (Bezzi et a., 2001).

El transportador de glutamat EAAT?2 es troba incrementat en astrocits del cortex prefrontal de
pacients esquizofrenics, fet que pot portar a una reduccié en la neurotransmissio
glutamatergica que s ha relacionat amb la inducci6 de psicosis (Matute et al., 2005; Nanitsos

et al., 2005), i es creu que alguns antipsicotics, com la clozapina, podrien millorar la
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neurotransmissio cortical reduint la recaptacio de glutamat en astrocits (Vallgo-lllarramendi
et a., 2005). Tant I’esguizofrénia, com la depressid unipolar i €ls trastorns bipolars s han
relacionat amb una pérdua de cél-lules glials, inclosos els astrocits (revisat a Cotter et al.,
2001).

El paper dels astrocits en la malatia d’ Alzheimer es fa palés pel fet que poden unir,
internalitzar i degradar € B-amiloide (AB) (Wyss-Coray et al, 2003). En aguest mecanisme
sembla que hi és determinant la proteina ApoE (Koistinaho et al., 2004), intimament Iligada
amb €l risc genétic de la malaltia, que en el cervell és produida exclusivament pels astrocits
(Bachoo et al., 2004). L’ esclerosi amiotrofica lateral s ha relacionat amb mutacions al’enzim
antioxidant superoxid dismutasa (SOD), i s'"ha comprovat que per tal d’induir la patologia en
animals, cal que I’enzim es trobi mutat tant en neurones com en astrocits (Clement et a.,
2003). Un dels mecanismes d expansio dels gliomes és I'alliberament massiu de glutamat,

provocant la mort neuronal (Takano et al., 2001).

Aixi doncs, I estudi dels astrocits és un camp emergent que ha de contribuir a la comprensio
del funcionament del sistema nervios i de les seves patologies. La naturalesa de |’accio
terapeutica dels farmacs estabilitzadors de I'estat d’anim com €l liti, que prevenen tant
I” aparicié de mania com de depressi6, indica que podrien actuar sobre un procés regulador de
I activitat sindptica. La capacitat dels astrocits de respondre al’ activitat neuronal i modular-1a,

els converteix en uns seriosos candidats a ser ladiana cel-lular d’ aguest tipus de farmacs.
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“La principal ocupacié de la
meva vida consisteix en passar-

la el millor possible.”

Michel de Montaigne
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IR Objectius [T

Els objectius d’' aguesta tesi han estat:

» Caracteritzar els efectes del liti sobre la sintesi de fosfatidilcolina i altres lipids en

cultius d astrocits.

e Comprovar s I'alliberacié de senyals quimics per part dels astrocits es veu afectada
pel tractament amb liti i altres estabilitzadors de I’ estat d’ anim.

» Relacionar els resultats obtinguts amb les propietats terapeutiques del liti.
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“El treball és el refugi dels que

no tenenres a fer”

Oscar Wilde
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1 Cultius cel-lulars

Els experiments de la primera part d' aquest treball van ser realitzats majoritariament en
cultius secundaris d’ astrocits de rata, mentre que els de la segona part s efectuaren en cultius

primaris enriquits en astrocits.

1.1 Tampons i medis de cultiu:

e Dulbecco’s modified Eagle’ s Medium (DMEM) - high glucose (Sigma). Complementat amb
50 Ul/ml de penicil-linai 50 pg/ml d’ estreptomicinai un 10, 0.5 0 0% de serum fetal bovi
(FBS, Gibco).

e Tampod Krebs sense fosfat: NaCl 116.0 mM, KCI 4.7 mM, MgSO,4 1.2 mM, NaHCO; 25.0
mM, CaCl, 1.3 mM, i glucosa11.0 mM. Equilibrat apH 7.4 amb O,/CO, (95:5, v/v).

e Tampd Krebs sense calci: NaCl 116.0 mM, KCI 4.7 mM, MgSO, 1.2 mM, NaHCO3 25.0
mM, KH,PO, 1.2 mM, i glucosa 11.0 mM. Equilibrat apH 7.4 amb O,/CO, (95:5, v/v).

e PBS (phosphate buffer saline): NaCl 136.8 mM, KCl 2.5 mM, NaH,PO, 0.8 mM, K,HPO,
1.47mM, pH 7.4.

1.2 Cultius primaris enriquits en astrocits

Els cultius mixtes de glia es van preparar a partir de rates de la soca OFA nounades seguint el
procediment habitual a nostre grup (Pardo et al., 2003). Es van decapitar els animals, se'n va
aillar € cortex i hipocamp i s éliminaren les meninges i els principals vasos sanguinis per
evitar la proliferacié de fibroblasts i cel-lules endotelials. Seguidament es va disgregar €l
teixit de forma mecanicai es vaincubar en tampd Krebs-Ringer sense calci i amb un 0.025%
de tripsina durant 15 minuts a 37 °C. Passat aquest temps es van dissociar les cél-lules en
preséncia de I'inhibidor de tripsina de soja (0.52 mg/ml) mitjancant successives pipetejades
amb una pipeta Pasteur. La suspensio cel-lular resultant es va filtrar amb una malla de 40 um
de porus, i seguidament es va centrifugar a 500 x g. Un cop eliminat el sobrenedant, es van
ressuspendre en DMEM, complementat amb un 10% de FBS i els antibictics penicil-lina i
estreptomicina. Es va realitzar un comptatge del nombre de cel-lules viables pel métode
d’ exclusio del Tripan Blue en una cambra de Neubauer i es van sembrar a una densitat de 0.5
x 10° c&l-lules/ml, en e medi de cultiu abans esmentat. Passades dues hores, se'n va canviar
el medi per eliminar-ne les cél-lules no adherents. Els cultius es van incubar a 37 °C en una
atmosfera humida amb un 5% de CO,. Passades dues setmanes, les cél-lules es trobaven
proximes a la confluencia, i se'n va aturar € cicle cdl-lular incubant-les amb DMEM al 0.5%
FBS, condicions en qué les cél -lules deixen de dividir-se pero es mantenen viables.
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1.3 Cultius secundaris d’astrocits

Els cultius enriquits en astrocits es van obtenir a partir de cultius mixtes de glia sembrats en
flascons de 175 cm?. Per eliminar-ne lamajor part de la microglia, que s adhereix amb menys
forca que els astrocits, es van sotmetre a una agitacio orbital de 2 hores a 500 rpm prévia a
cada renovacio del medi entre la segona i quarta setmana del cultiu. En arribar a la
confluéncia, els astrocits primaris es van ressembrar en plagues de 150 mm fins a tres vegades
per obtenir els cultius secundaris. Aquests es van ressembrar en plaques de 6 0 24 pouets a
una densitat de 5 x 10° c&-lulesyml (10°i 2.5 x 10° c&l-lules per pouet, respectivament), per a
larealitzacié dels diferents experiments. Les plagues es van deixar durant 3 diesen DMEM a
10% d'FBS i passat aquest temps s€'ls va canviar € medi a DMEM a 0.5% d FBS per
arrestar € cicle cel-lular dels astrocits abans d aplicar-los els tractaments indicats en cada
experiment.

1.4 Determinacio de la viabilitat cel-lular

La viabilitat cel-lular dels cultius es mesura per |'assaig d MTT, basat en la capacitat de les
cél-lules vives de metabolitzar amb les deshidrogenases mitocondrials el bromur de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5,difeniltetrazoli (MTT), soluble en aigua, per donar un compost lila

insoluble en aigua, € formazan (Mossman, 1983).

Per redlitzar I’ assaig, es van tractar les cél-lules amb MTT fins assolir una concentraci6 al
medi de 150 pug/ml. Es deixaren a I’'incubador durant 15 minuts, se n'aspira el medi i es va
dissoldre els cristalls de formazan en DM SO. Es prengueren 150 ul de la solucio de formazan
i se'n llegi I’absorbancia a 570 nm en un espectrofotometre (Bio-tek Power wave XS).
Considerant que €l nombre de cdl-lules vives és proporcional a la quantitat de formazan
format, en cada experiment es va calcular el percentatge de supervivencia respecte les

cél -lules contral.
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2 Disseny dels experiments

Aquest treball s'ha fonamentat principalment en |’ estudi del metabolisme lipidic en astrocits
secundaris o de la resposta inflamatoria en cultius mixtes de glia. La major part dels

experiments realitzats en ambdds model s es poden adaptar a |’ esquema de la figura M-1.
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Figura M-1. Disseny basic dels experiments. A) Els astrocits secundaris sembrats en plaques de 6 0 24 pouets
es van deixar proliferant durant 3 dies. Seguidament se'ls va arrestar € cicle cel-lular canviant-los el medi a
DMEM a 0.5 % d'FBS, i es deixaren durant 7 dies en el mateix medi, durant els quals se'ls van aplicar els
diferents tractaments. Un cop redlitzat el marcatge metabdlic, S extragueren els lipids per a redlitzar-hi els
assaigs pertinents. B) Els cultius primaris enriquits en astrocits es va sembrar en plagques de 35 mm i es van
deixar proliferant fins ala confluéncia (uns 15 dies). Seguidament se'ls va canviar el medi aDMEM al 0.5 % de
FBS, i es deixaren durant 7 dies en el mateix medi, durant els quals se'ls van aplicar els diferents tractaments.
Passat aquest temps, es van tractar amb LPS a 0.1 ug/ml i es van prendre mostres de medi a diferents temps. A
les 18 hores, es van recollir les darreres mostresi esvan llisar les cél-lules pel seu andlisi per Western Blot.

2.1 Tractaments farmacoloqgics

Per alareadlitzacié dels experiments, els astrocits van ser tractats amb el's seglients compostos:

e Farmacs emprats en el tractament dels trastorns bipolars: LiCl (Fluka), valproat sodic,
carbamazepina, lamotriginai topiramat (Sigma).

e Inhibidors enzimatics (enzim): L-690,488 (IMPasa) i SB216763 (GSK-3) (Tocris),
Propranolol (PAP) (Sigma).

e Altrestractaments: dimetilsulfoxid, NaCl, colina, CDP-colina, dioctanoilglicerol, myo-
inositol, endothelina-1, lipopolisacarid bacteria, ionomicina, cicloheximida, acid tannic, BSA
(Sigma).
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3 Analisi de lipids

Per a I’estudi del metabolisme lipidic en cultius secundaris d astrocits es va seguir, en la
majoria dels casos, un esquema com |’indicat en la figura M-1A. Les cél-lules s'incubaren
durant un temps determinat amb un precursor marcat radioactivament i seguidament es passa
a I'extracci6 i separacié de lipids per a la determinacié de la quantitat de radioactivitat

incorporada en cadalipid.

3.1 Reactius i dissolvents:

¢ Dissolvents: Cloroform, metanol, hexa, acetona, éter etil-lic (Baker).

¢ Reactius quimics: Amoniac, acid acétic, acid clorhidric, iode, molibdat amonic, verd de
malaquita, tween 20 (Merck i Sigma).

e Estandards delipids (Sigma).

3.2 Extracci6 de lipids

Per als multiples experiments que requerien d una extraccid dels lipids cd-lulars, es va
procedir segons € metode de Bligh i Dyer (Bligh i Dyer, 1959). Es va extreure €l medi de
cultiu de les plaques de 6 0 24 pouets i després d aplicar-hi un rentat amb PBS, es van tractar
amb 0.6 ml de cloroform:metanol (1:2, v/v). Passats 15 minuts a -20 °C, es va recollir aguest
volum en tubs de polipropilé i es repeti e procediment amb 0.6 ml més de la mescla de
dissolvents. A continuacio es va afegir 0.5 ml de cloroformi 0.5 ml d’aigua a cadatub, es van
tapar, agitar vigorosament i centrifugar per a obtenir una bona separacié de les fases aquosa i
organica. Es va descartar lafase aquosai es vafer un rentat de lafase organicaamb 1.0 ml de
metanol:aigua (1:1, v/v), repetint I’ agitacio i centrifugacio dels tubs. S eimina la fase aquosa
i esvarecollir lafase organica, que s evaporaal buit fins a sequedat per a obtenir € precipitat
delslipids cel-lulars.

3.3 Marcatges metabolics

Els reactius radioactius emprats van ser subministrats per Amersham:

e [*H]-Cho: Clorur de [*H-metil]-colina (1 mCi/ml; 83 Ci/mmol) en etanol.

o [*C]-Acetat: [1-14C]-Acetat sodic (200 pCi/ml; 56 mCi/mmol) en solucid aquosa.

e [*P]-P;: Acid [**P]-Ortofosforic (10 mCi/ml) diluit en acid clorhidric (<0.1 M).

e [*H]-AA: Acid[5,6,8,9,11,12,14,15-*H]-Araquidonic (1 mCi/ml; 211 Ci/mmol) en etanol.
e [*H]-Palmitic: Acid [9,10(n)-*H]-Palmitic (1 mCi/ml; 49 Ci/mmol) en tolué.

e [*P]-ATP: [y-**P]-ATP (10 mCi/ml; 3000 Ci/mmol) en soluci6 aquosa.

e [*H]-Citidina: [5-*H]-Citidina (1 mCi/ml; 20 Ci/mmol) en aigua.
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3.3.1 Marcatge amb colina

Per a la determinacio de la velocitat de sintes de fosfatidilcolina (PC) s efectua un pols de
dues hores amb 0.25 nCi/pouet de ®H-Cho en plagues de 24 pouets. Passat aguest temps, es
prossegui amb una extraccio de lipids tal com s ha descrit, evaporant a 80 °C €ls 0.5 ml de
fase organica recollits en vias de centelleig. Es mesura la radioactivitat total de la fase
organica evaporada, assumint que la practica totalitat es tractava de PC, que en €ls temps de
marcatge realitzats aguest constitueix més del 95% dels lipids marcats amb 3H-Cho (Ramos
et al., 2002).

3.3.2 Marcatge amb fosfat

Per a la determinacio de la velocitat de sintesi dels diferents fosfolipids, es van adoptar dues
estratégies. Per a millorar el percentatge de fosfat radioactiu incorporat a la cel-lula, en els
primers experiments es va substituir el medi de cultiu dels astrocits en plaques de 24 pouets
per tamp6 Krebs sense fosfat a que s havia afegit 1 pCi/ml de [*?P]-P;, (Sarri et al., 1996).
Els problemes experimentals que es derivaren d’ aquest protocol ens van fer optar per realitzar
el pols addicionant 10 pCi/pouet de [*P]-P; directament sobre e medi de cultiu, prescindint
del canvi per Krebs sense fosfat. Per compensar la pérdua de sensibilitat es va emprar una
major quantitat de [*?P]-P; i es van unir els extractes lipidics de dos pouets per cada punt. En
ambdos casos, passades les 4 hores del pols, es prossegui amb |’extraccio de lipids i la
posterior separacié dels fosfolipids per TLC (Thin Layer Chromatography). Per a les TLC
bidimensionals, es van unir els extractes lipidics de sis pouets per cada mostra.

3.3.3 Marcatge amb acetat

Per a's experiments d’ incorporaci6 de [**C]-acetat, es varedlitzar un pols de quatre hores amb
2 nCi/pouet de [**C]-acetat en plagues de 6 pouets. A continuacid es va realitzar |’ extraccié
delipidsi esvan evaporar a buit. Un cop separats per TLC amb la fase mobil adequada, esva

mesurar la radioactivitat associada a cada lipid.

3.3.4 Marcatge amb acid palmitic

L’estudi de la incorporacio d acids grassos a fosfolipids es va redlitzar marcant €ls astrocits
sembrats en plaques de 24 pouets amb 1 uCi/pouet d' &cid [*H]-palmitic. Passats els diferents
temps de marcatge, es van extreure els lipids cel-lulars, que van ser separats per TLC per tal

de mesurar laradioactivitat associada a cada fosfolipid.
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3.3.5 Marcatge amb citidina

Per mesurar variacions en els nivells de CDP-DAG, es varealitzar un marcatge de 3 dies amb
2 uCi/pouet de [*H]-citidina. Passats aquest temps es van extreure els lipids cel-lularsi es va
mesurar laradioactivitat de |a fase organica, corresponent al [°H]-CDP-DAG.

3.3.6 Marcatges mixtes

En alguns experiments es va aprofitar la capacitat del comptador de centelleig de distingir la
senyal associada a diferents isotops radioactius per realitzar marcatges amb dos precursors al
mateix temps. La discriminacio de senyals es basa en la diferencia d’ energia de les particules
B aliberades per cada isotop, que per cada cas presenta una distribucié de particules  amb
una energia maxima i una cua que disminueix fins a 0. Donat que e comptador només
analitzara les particules amb una finestra de poténcies que vagi des de la maxima d’ un isotop
fins ala maxima de I'isotop de poténcia inferior, és més probable que I’isotop més energétic
interfereixi sobre la senyal del més feble que a I'inrevés. Per minimitzar aquestes
interferéncies, es van gustar les condicions de marcatge per tal que les desintegracions

associades al’isotop de menor energia fossin molt superiors ales del de major energia.

3.4 Separacio dels lipids per TLC

Per a les separacions cromatografiques d’ extractes lipidics, es va ressuspendre el precipitat
obtingut de I’ extraccio de lipids en 20 ul de cloroform:metanol (3:1) i es va aplicar a les
plagues de TLC (Silica gel 60, Merck; o bé Silica Gel G 1000 um 20x20cm prep-scored with
Preadsorbent Zone, Analtech) (Higgins, 1987).

3.4.1 Separacio6 de lipids neutres

Per a separar per TLC els lipids neutres marcats amb **C-acetat (fosfolipids, colesterol, acids
grassos, triacilglicerids i ésters de colesterol) es va emprar una fase mobil de hexa:éter
etil-lic:acid acétic (70:30:1).

3.4.2 Separacio6 de fosfolipids |

La separaci6 dels fosfolipids marcats amb [*P]-P; es varealitzar per TLC amb una fase mobil
formada per Cloroform:Metanol:Acid acétic:Aigua (60:50:1:4). Aquest métode permet una
bona separacié de la PC, € Pl i la PS, perd no discrimina e PA de la PE, que s'han de
comptabilitzar conjuntament (Figura M-2A).
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3.4.3 Separacio de fosfolipids Il

Per obtenir una millor resolucio en la separacio, donat que les bandes d alguns fosfolipids,
com el PA i la PE es solapaven en aplicar-los a una TLC convenciona per a separacié de
fosfolipids, es va optar per alareditzacié de TLC's bidimensionals (Figura M-2C), aplicant
una sola mostra a cada placa i separant-la primer amb una fase mobil basica
(Cloroform:Metanol:Amoniac ~ (65:35:5)), i  posteriorment amb una dacida

(Cloroform:Metanol: Acetona:Acid acétic:Aigua (50:10:20:10:5)) (Fig. 4).

3.4.4 Separacio de fosfolipids Il

Per les complicacions practiques de la redlitzacio de TLCs bidimensionals com a métode de
rutina, es va cercar una fase mobil gque permetés una bona resoluci6 dels fosfolipids d’ interés
per TLC monodimensional. Amb la fase mobil acida emprada en les TLCs bidimensionals,
obteniem una molt bona separacié delaPC i e Pl, i acceptable per laPE i € PA (Figura M-
2B). La PS quedava dins de la zona de la PC, perd podiem prescindir d’ aquest fosfolipid, que
pel seu reduit marcatge radioactiu no alteravala senyal dela PC.
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Figura M-2. Separacié dels glicerofosfolipids per TLC. Per a la separacid dels glicerofosfolipids es van
emprar 2 tipus de TLCs monodimensionalsi un de bidimensional, realitzades amb les fases mobilsindicades ala
figura. Els fosfolipids marcats amb *P van ser identificats mitjancant una autoradiografia i la seva tincié amb

iode, i posteriorment es va recollir la silica corresponent a cada compost per mesurar-ne la radioactivitat en un
comptador de centelleig.

3.4.5 Separaci6 dels metabolits de colina

A part de les separacions de lipids, també vam emprar la TLC per separar €ls metabolits
hidrofil-lics de la ruta de Kennedy: la Cho, la P-Cho i la CDP-Cho. Es va prendre la fase
aquosa obtinguda de la separaci6 liquid-liquid pel métode de Bligh i Dyer en els experiments
de marcatge amb [*H]-Cho, i es va evaporar a sequedat amb un speed-vac. Es va redissoldre
el precipitat en aiguai esva aplicar a plaques de TLC (Silica Gel G 1000 um 20x20cm prep-
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scored with Preadsorbent Zone, Analtech), que es van ressoldre amb una fase mobil aguosa de
(Etanol 95%):(Amoniac 2%) (1:1).

3.4.6 Quantificacio dels lipids marcats radioactivament

En finalitzar la separaci6é per TLC, es van deixar assecar les plagues i posteriorment van ser
sotmeses a vapors de iode per tal de tenyir els diferents lipids, i identificar-los a partir
d estandards freds. Els metabolits de colina també es tenyeixen amb iode i es van identificar
pel mateix métode. En el cas dels experiments amb *P, la identificacié dels diferents
fosfolipids es va redlitzar sobreposant les plagues de TLC amb autoradiografies preses de
cadascuna d’ elles. Un cop seleccionats els diferents compostos, es van rascar amb una fulla
d afaitar les regions corresponents a cadascun d’ells, recollint la silica que els contenia en

vials de centelleig per ala seva quantificacio.

3.5 Assaig d’alliberaci6 d’acid araguidonic

Per mesurar I’ aliberacié d'acid araquidonic (AA), els astrocits primaris sembrats en plaques
de 24 pouets van ser incubats durant 20 hores amb 0.25 uCi/pouet de [*H]-AA dissolts en
DMEM + 0.5 mg/ml de BSA. Passat aquest temps, amb I’AA incorporat als fosfolipids
cel-lulars, s elimina I’excés de [*H]-AA del medi mitjancant 5 rentats amb DMEM a 0.5%
FBS + 0.5 mg/ml de BSA, i Sincubaren en aquest mateix medi a 37 °C, aplicant-hi els
tractaments adients, i prenent aliquotes del medi a diferents temps per tal de mesurar la
quantitat d’' AA radioactiu alliberat per la cel-lula per accio de les PLA,. La radioactivitat de
I” Gltim rentat també va ser mesurada per tal de prendre-la com a linea de base. Finalment les
cél-lules es van llisar amb PBS a 0.2% de Trit6 X-100 per tal de mesurar la quantitat d’ AA
marcat present alacél-lulaal final de |’ experiment.

3.6 Determinaci6 de DAG

Es va evaporar a sequedat |’ extracte dels lipids cel-lulars i amb I'gut d’un sonicador es va
dissoldre en 20 ul de soluci6é solubilitzadora (B-octilglucosid 7.5%, cardiolipina 5 mM,
DETAPAC 1mM, apH 7.0). Passats 15 minuts es va vortgjar lamesclai s hi va afegir 50 pl
de tamp0 de reaccié (imidazol/HCl 100 mM, NaCl 100 mM, Mg.Cl, 25 mM, EGTA 2 mM, a
pH 6,6), 10 ul de DTT, i 10 ul de DAGK (1 mg DAGK en imidazol/HCI 20 mM, DETAPAC
2 mM, apH 6.6). Lareacci6 sinicia en afegir 10 pl d ATP marcat (250 uCi de [y-**P]-ATP
en 4 ml de solucié d ATP 10 mM, imidazol/HCI 50 mM, DETAPAC, 0.5 mM apH 6.6), es
va vortgjar i incubar 60 minuts a 25 °C. Passat aquest temps, es va aturar la reaccié amb
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cloroform:metanol (1:2), i es varedlitzar I’ extraccio de la fase organica, que es va separar per
TLC en cloroform:metanol:acid acétic:aigua (100:60:16:8). Finalment es va quantificar la
radioactivitat del [*P]-PA format a partir del DAG cel-lular, calculant la [DAG] a partir
d estandards processats en paral-1el (0-2000 pmols).

3.7 Determinacio de fosfolipids totals

La determinaci6 de fosfolipids totals es va redlitzar per |’ assaig colorimeétric de fosfat (Rouser
et a., 1970). Als extractes lipidics evaporats en tubs de vidre se'ls va afegir 1 ml d'acid
percloric al 70% i es van deixar a 180 °C durant 1-2 hores fins que desaparexia €l color groc,
moment en qué els fosfolipids s havien digerit i aliberat € fosfat. Mentre es refredava la
mescla, es va preparar la solucié de treball: verd de Malaguita 0.3%, molibdat amonic 1.05%,
en HCl 1.25 M. Es vafiltrar per obtenir una solucié groc fosc, que es conserva 2-3 setmanes
en la foscor. A la quantitat necessaria per I'assaig s hi va afegir Tween 20 fins arribar al
0.045%. Es van prendre aliquotes de 200 ul de les mostres en HCIO, i se'ls va afegir 200 pl
d aigua, i 2 ml de la solucio de treball. Es van agitar vigorosament i passats 20 minuts se' n va
determinar I’ absorbancia a 660 nm. Per determinar-ne la concentracio es varealitzar unarecta

patré amb fosfat. Aproximadament 1 g de fosfat equival a8 g de fosfolipids.

4 Analisi del medi de cultiu

Per estudiar I’aliberacié de molecules senyalitzadores en resposta a LPS, es van prendre
aliquotes del medi dels cultius mixtes seguint I’ esquema de la figura M-1B. Les mostres es

van conservar a-80 °C fins al diadel seu processament.

4.1 Determinacio de nitrits pel metode de Griess

L’ alliberaci6 d’ oxid nitric (NO) a medi de cultiu es va mesurar pel métode de Griess per al’andlisi de
nitrits, el producte de degradacio del NO (Green et al., 1982). A 100 ul de medi de cultiu s hi afegi e
mateix volum del reactiu de Griess (Sigma), i passats 25 minuts d’incubacié en una placa de 96 pous,
se'n vallegir I’ absorbancia a 540 nm. La concentracio de nitrits es va calcular a partir de solucions de

NaNO, diluides en medi de cultiu a concentracions conegudes (0 — 200 uM).

4.2 Determinacio del TNF-a per ELISA

El TNF-a secretat al medi de cultiu es va mesurar amb e kit dELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) de eBioscience (Rat TNF-alpha ELISA Ready-SET-Go!) seguint les

instruccions del fabricant.
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4.3 _Determinacio de PGE, per EIA

La PGE, adiberada a medi de cultiu es va mesurar amb € kit d'EIA (enzyme immunoassay) de
Cayman (PGE; EIA Kit — Monoclonal) seguint lesinstruccions del fabricant.

5 Estudi del transit intermembranal

Els experiments de transport de vesicules de |’ aparell de Golgi a la membrana plasmética es
van redlitzar durant una estada com a investigador invitat al laboratori de la Dra. Corda, a
Consorzio Mario Negri Sud (Italia).

5.1 Analisi del transport Aparell de Golgi=2>Membrana Plasmatica per
I'assaig VSVG

L’ assaig emprat per estudiar el transport intermembranal es basa en la capacitat del virus de
I’ estomatitis vesicular (VSV) d'induir, en la cél-lula infectada, la sintesi de la proteina
integral de membrana VSV G, que és transportada en vesicules des del reticle endoplasmatic a
I"aparell de Golgi i d’ aguest fins ala membrana plasmatica (Hirschberg et al., 1998).

El protocol seguit es mostra esquematitzat en lafigura M-3. Es canvia el medi de les cél-lules
a DMEM sense FBS ni antibictics, i s'infectaren amb e virus VSV durant 1 hora a 32 °C.
Posteriorment es va substituir e medi per DMEM preescalfat a 40 °C i S'incubaren a aquesta
temperatura durant 2 hores. La soca termosensible ts045 del VSV emprada porta al’ expressio
d'una variant de la VSVG (Galione i Rose, 1985) que a 40 °C és retinguda a reticle
endoplasmatic, de manera que s acumulara en aquest compartiment durant la incubaci6 a 40
9C. Seguidament es va tornar a canviar el medi per DMEM amb 100 ug/ml de cicloheximida
per tal d’ aturar lasintesi de més VSVG, i esvaincubar la placaa 20 °C durant 2 hores, per tal
que la VSV G abandonés € reticle i s acumulés a Golgi, que a aguesta temperatura no pot
exportar vesicules pero s rebre’ n del reticle (Matlin i Simons, 1983). Passat aquest temps tota
la VSVG es trobava al Golgi, i Sactiva e transport de vesicules cap a la membrana
plasmatica incubant les cél-lules a 32 °C durant els temps indicats en cada experiment. Per
monitoritzar la formacié de transportadors de VSVG i la seva arribada a la membrana

plasmatica es van seguir dues estrategies:

a) Abans de la incubacio final a 32 °C, es van tractar els pouets amb acid tannic 0.5 %, que
impedeix la fusié de les vesicules formades amb |la membrana plasmatica (Newman et al.,

1996), i per tant facilita la seva posterior comptabilitzacio. Passada la incubacio a 32 °C les
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cél-lules es van fixar i permeabilitzar per a realitzar un anadlis immunocitoquimic amb
anticossos contra la VSVG per ta de comptar el nombre de vesicules transportadores de
VSV G formades durant €l temps d’incubaci6 a 32 °C.

b) Es va deixar que les vesicules amb VSV G es fusionessin amb la membrana plasmaticai es
va reditzar la immunocitoquimica de la VSVG sense permeabilitzar les cél-lules, cosa que

permetia tenyir anicament laV SV G que havia arribat ala membrana.
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Figura M-3. Assaig VSVG de transport Golgi > membrana plasmatica. Les cel-lules, infectades amb €l
virus VSV es van sotmetre a incubacions a diferents temperatures per tal de concentrar la proteina VSVG a
I’ aparell de Golgi. Amb laincubaci6 final a 32 °C es monitoritzalaformacio de vesicules de secrecid i I’ arribada
delaVSVG ala membrana plasmatica. Realitzant I’ experiment en presencia d’ acid tannic, es blogueja la fusié
de les vesicules amb la membrana plasmética, facilitant el recompte dels transportadors formats.

En aguns experiment en cél-lules COS-7 es va emprar una variant de I’assaig VSVG on
enlloc d'infectar les cél-lules amb € virus, es transfecten amb un vector per al’ expressio de la
V SV G termosensible conjugada a una proteina fluorescent roja, lamCherry (Shu et a., 2006).
La transfeccio es va redlitzar amb el reactiu FuGene (Roche) seguint les instruccions del
fabricant, 24 hores abans de realitzar I'assaig i a 40 °C, per tal que laVSVG s acumulés a
reticle. Seguidament es va continuar amb el mateix protocol que amb el VSV, incubant les
cél-lulesa 20 °C.

Un cop reditzat I'assaig i les preparacions immunocitoquimiques, es van anditzar les

cél-lules per microscopia confocal (Zeiss LSM510 META confoca microscope system).
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6 Analisi de proteines

La determinacio dels nivellsi grau de fosforilacié de les proteines d'interés, es vareditzar per
Western blot delsllisats cel-lulars.

6.1 Solucions

e Reactius: Bradford, BCA,

e Tampd dellisi A (no desnaturalitzant): Tris-base 50 mM, pH 7.5, 0.1% trit6 X-100 (v/v), 2
mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM NaF, 10 mM B-glicerofosfat, 5 mM pirofosfat sodic, 1 mM
ortovanadat sodic, 0.1% (v/v) B-mercaptoetanol, 250 uM PMSF, 10 ug/ml aprotinina, 10
pg/ml leupeptina.

e Tampo dellisi B (desnaturalitzant): Tris-base 62.5 mM, pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol (50
mm ditiotreitol, blau bromofenol)

e TBS: 25 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 2mM KCl apH 7.4

o TBStween: TBS amb un 1% (v/v) de Tween 20 (Sigma).

o Tampo d electrofores SDS-PAGE: Tris-base 25 mM, glicina 200 mM, SDS 0.1%, pH 8.3

e Tampd detransferéncia: Tris-base 25 mM, glicina200 mM, pH 8.3

e Solucié de bloqueig: TBS amb un 5 % de llet desnatada en pols (p/v).

e Tampd de carrega: Tris-base 62.5 mM apH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, 3-mercaptoetanol
5%, blau de bromofenol 0.01%.

e Tampd d Stripping: Tris-base 62.5 mM, SDS 2% i B-mercaptoetanol 0.7% a pH 6.8.

e Anticossos. GFAP, COX-2 (Santa Cruz), P-ERK1/2 (Ser202/Tyr204), P-MEK1 (Ser217),
CPLA,, P-cPLA; (Cdl Signalling), a-tubulina, GAPDH, OX42, VSVG (Sigma).

6.2 Obtencio dels llisats cel-lulars

Per a la llis de les cél:lules es van emprar dues estratégies, elegides en funcio de les

exigencies del protocol experimental:

a) Llisi en condicions no desnaturalitzants

Es van rentar les cel-lules amb PBS fred i es van llisar amb I’ gjut d’ un scrapper en tampoé de
llis A fred i amb les plaques sobre gel. Seguidament els llisats es van tractar amb ultrasons
durant 15 segons i es van centrifugar a 14000 g durant 15 minuts per prendre’'n la solucié
sobrenadant, de la que es va determinar la concentracio de proteina pel metode de Bradford i

es va emmagatzemar a-80 °C.

b) Llisi en condicions desnaturalitzants

Es va aspirar € medi de les cél-lules i es van llisar amb tampd de llisi B a temperatura
ambient i posteriorment es van sonicar, s€'n va analitzar la concentracié de proteina pel
metode del BCA, i esvan congelar a-80 °C.
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6.3 Determinacio de proteina

Per a la determinacié de proteina es van emprar dos assaigs, escollits en funcid de la

naturalesa de la mostra.

6.3.1 Assaig de Bradford

La quantitat de proteina total dels llisats en €l tampd no desnaturalitzant es va determinar pel
metode de Bradford (Bradford, 1976), basat en el desplacament del maxim d’ absorcié des de
465 a 595 nm que experimenta una solucié acida de Coomasie Brilliant Blue G-250 en unir-se

aproteines.

En plagues de 96 pouets, s hi van aplicar aliquotes de 10 ul del Ilisat diluit 5 vegades en aigua,
aixi com de solucions de concentracié coneguda de BSA per a la recta de calibrat. Es va
afegir a cada pou 200 ul de la solucié Bradford (BIO-RAD; diluida 5 vegades en aigua) i se'n
vallegir I’ absorbancia a 595 nm en €l lector de plaques. A partir de la recta de calibrat, esva

determinar la concentracio de proteina dels llisats.

En aguells experiments on simplement ens interessava mesurar la quantitat de proteina total
present en cada pouet per emprar-la com a referencia, es van tractar les cél-lules amb una
solucié de NaOH 1M afi de dissoldre’'n e contingut proteic, i posteriorment es van analitzar
pel metode de Bradford tal com s ha descrit.

6.3.2 Assaig del BCA

Degut al seu at contingut en SDS, que interfereix en |’ assaig de Bradford, la concentracio de
proteina dels llisats en tampo B es va redlitzar pel metode del BCA, basat en la reduccio del
Cu®* a Cu' per part de proteines en medi alcali (reaccié de Biruet), i en la detecci6
colorimétricadel Cu™ amb acid bicinconinic. Les mostres es van diluir 5 vegades en aigua, i a
10 ul s'hi va afegir 200 pl del reactiu de BCA (Pierce). Es van incubar en una placa de 96

pouets durant 30-60 minutsa 37 °C, i se'n vallegir I’ absorbanciaa 560 nm.
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6.4 Western Blot

L’analisi per western-blot de les proteines d'interes es va readitzar amb e sistema Mini-
Protean Il (Bio-Rad)

6.4.1 Preparaci6 de les mostres

Abans d’ aplicar-los al gel d electroforesi, es va afegir 0.25 volums de tampo de carrega 4x als
[lisats en tampd A, mentre que elsllisats en tampod B se’'ls va addicionar una solucio de DTT a
una concentracio final de 50 uM, en preséncia de blau de bromofenol. Seguidament es van
desnaturalitzar les proteines sotmetent els llisats a 95 °C durant 5 minuts. Es van carregar d

gel entre 10 i 50 pg de proteina per mostra en funcio de cada cas.

6.4.2 Electroforesi i electrotransferéncia

La separacié de proteines es va redlitzar per electroforesi monodimensional en gels de
poliacrilamida en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE). Es van separar dos gels per cada
cambra, aplicant-hi un amperatge constant de 40 mA durant 1-2 hores depenent del
percentatge d acrilamida. Com a marcadors de pes molecular es va emprar la mescla
Kaleidoscope (Bio-Rad).

Un cop separades les proteines, es van transferir a membranes de PVDF (Millipore)
préeviament activades amb metanol. L’electrotransferencia es va redlitzar en fred i a un

voltatge constant de 120 V durant 90 minuts.

6.4.3 Immunodeteccio

La deteccio de les proteines d interés es va dur a terme mitjancant la incubacio seqiencia de
les membranes amb un anticos primari especific per la proteina i amb un de secundari anti

IgG conjugat ala peroxidasa de rave (HRP).

En primer lloc es va bloquejar els llocs d unio lliures de la membrana incubant-les durant 1 h
en solucié de bloqueig a temperatura ambient i en agitacio. Després de rentar les membranes
amb TBS-Tween, es van incubar durant la nit, a 4 °C, i en agitacio, amb |I’anticos primari
diluit en TBS-Tween amb un 5% de BSA (p/v). Després de tres rentats de 5 minuts amb TBS-
Tween, les membranes es van incubar durant 1 hora a temperatura ambient i en agitacio, amb
I” anticos secundari diluit en TBS-Tween al 5% de Ilet desnatada en pols (p/v). La membrana
es va rentar 5 vegades amb TBS-Tween per tal d’ eliminar I’excés d’anticds secundari. La

deteccio de la proteina d’interés es va dur a terme a través de la reaccié quimioluminiscent de
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la peroxidasa de rave conjugada a I’ anticos secundari, aplicant-hi e kit Western Lighting
plus-ECL (PerkinElmer), i es va analitzar exposant-hi films fotografics (Fuji Medical X-Ray
film), que es van revelar en un equip Fujifilm FPM-100A.

En alguns casos, una vegada revelada, es va sotmetre la membrana al procés d' stripping per
tal d’eliminar els anticossos que s hi havien unit i poder analitzar-hi altres proteines de pes
molecular similar. Es va dur aterme incubant les membranes durant 30 minuts a 55 °C amb €l
tampo d' stripping en agitacio. A continuacié es van rentar exhaustivament les membranes per

eliminar restes del tampd d' stripping i es van tractar amb tampd de bloqueig.

6.5 Immunocitoquimica

Els experiments que requerien I’ analisi microscopic de proteines cel-lulars es van dur aterme

per tincions immunocitoquimiques.

6.5.1 Solucions

e Paraformaldehid 4%: paraformaldehid 16% (Sigma) diluit en PBS.
e Solucid de bloqueig: BSA 0.5%, NH,4Cl 50 mM en PBS amb o sense un 0.1% (p/v) de saponina.

6.5.2 Tinci6 immunocitoquimica

Les cél-lules, sembrades sobre cobreobjectes de vidre (tractats amb poli-L-lisina o
fibronectina per afavorir I'adhesié cel-lular), es van rentar amb PBS i fixar amb
paraformaldehid al 4% en PBS, a temperatura ambient i en absencia de llum, durant 10
minuts. Es van rentar les cél -lules tres vegades amb PBS i per tal de bloquejar els llocs d’ unié
inespecifica (i permeabilitzar les cél-lules), es van incubar durant 20 minuts, en la foscor i a
temperatura ambient, amb soluciéo de blogueig amb o0 sense saponina en funcié de s
interessava permeabilitzar les cél-lules 0 no. Posteriorment els cobreobjectes es van incubar
tota la nit i a 4 °C en una cambra humida amb els anticossos primaris diluits en soluci6 de
blogqueig amb 0 sense saponina. Després de tres rentats amb PBS, es van incubar es
cobreobjectes durant 45 minuts a temperatura ambient i en cambra humida amb el's anticossos
secundaris diluits en solucié de bloqueig amb o0 sense saponina. Finalment els cobreobjectes
amb les cél-lules marcades es van rentar tres vegades amb PBS i dues amb aigua, i es van
muntar sobre portaobjectes amb medi de muntatge (Mowiol o Vectashield with DAPI).
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7 Tractament estadistic

El tractament de les dades numeriques i larealitzacié de les grafiques d aquest treball, s han
realitzat amb €l programa Prism de Graph Pad Software. Per a seu andlis estadistic, de les
dades recollides es van sotmetre a un test de normalitat (D’agostino, Pearson), i un cop
comprovada la distribucié gaussiana de les diferents determinacions, s€'ls va aplicar € test
parametric de Dunnett, que permet comparar varis tractaments amb un control. Com a llindar

de significaci6 es va utilitzar un valor de p de 0.05.
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1 Caracteritzacio dels efectes del liti sobre el metabolisme

dels fosfolipids en cultius d’astrocits

Unade les principals linies d’investigacio del nostre grup giraa voltant de larelacio existent
entre la inhibicio de la sintesi de fosfatidilcolina (PC) i lainduccio de mort cel-lular (Ramos
et al., 2000; 2002a; 2003). EI mecanisme que porta de la inhibici6é de la sintesi de PC a la
mort cel-lular encara és desconegut, pero es treballa amb diverses hipotesis que relacionarien
la deteccio d’ una deficiencia en I’ abastiment de PC amb el desencadenament de processos de
mort (revisat a Cui et al., 2002). Sabent que diversos agents citotoxics provogquen una
inhibicio en la sintesi de PC, ens va semblar factible que e tractament amb certs agents

citoprotectors produis I’ efecte contrari.

El liti protegeix els cultius de neurones granulars de cerebel de la mort induida per C,-
ceramida (Centeno et al., 1998), un agent citotoxic que inhibeix lasintes de PC (Ramoset al.,
2000; 2002a; 2003). Per atrabanda, en el moment d’iniciar €l projecte d’ aquestates €l nostre
grup disposava de dades preliminars molt prometedores a voltant de I’ estudi dels efectes de
la C,-ceramida en cultius d astrocits, amb I’observacié d alteracions en la localitzacio
subcel -lular de la CCTa, I’enzim regulador de la sintesi de PC, que es relacionaven amb €l
grau d’inhibicié de la sintes de PC. En tractar els astrocits amb liti, s observava |’ efecte
invers a de la C,-ceramida respecte la localitzacio de la CCTa i la sintesi de PC (Ramos,
2002b).

Aquests precedents ens van decidir a prendre I’ estudi dels efectes del liti sobre la sintesi de
PC en cultius d astrocits i de neurones granulars de cerebel, com a punt de partida per a la
realitzacio d’ aquesta tesi.

1.1 Elliti incrementa la velocitat de sintesi de fosfatidilcolina

Els efectes beneficiosos del liti sobre els pacients bipolars no apareixen fins que han passat
uns dies/setmanes des de I'inici del tractament (revisat a Schloesser et al., 2008). Per aguest
motiu, a més d' estudiar els efectes del tractament agut amb aquest farmac, vam decidir
ampliar I’estudi a temps de tractament més llargs. A la figura R-1 podem observar com el
tractament amb liti produeix un increment en la velocitat de sintesi de PC tant en cultius
d astrocits (A) com de neurones granulars de cerebel (B). En ambdos tipus cel -lulars sembla

que € tractament agut ja hi produeix un lleu increment en la velocitat de sintesi de PC, pero
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€S a mesura que incrementem el temps de pretractament que I'increment esdevé més
important. Els resultats amb astrocits es mostraven més clars i reproduibles que en les

neurones, fet que ens vadecidir areditzar laresta d experiments en aquest model cel-lular.

Astrocits pa— Neurones
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Figura R-1. El tractament amb liti incrementa la velocitat de sintesi de fosfatidilcolina. Els astrocits i les
neurones van ser tractats amb LiCl (5 mM) durant el's temps indicats. Passat aquest periode se'ls va addicionar
0.25 uCi de [*H]-Cho per pouet, i després de 2 hores d’incubaci6, es va redlitzar I’ extracci6 dels lipids cel-lulars
per quantificar-hi la radioactivitat incorporada, corresponent ala PC. A) Els astrocits secundaris de rata van ser
sembrats a 200000 cels/ml en plaques de 24 pouets. Passats 3 dies proliferant en DMEM + 10 % d'FBS, se'lsva
arrestar € cicle cel-lular incubant-los durant 7 dies en DMEM + 0.5 % d'FBS en presencia de LiCl durant els
tempsindicats. B) Les neurones granulars de cerebel es van obtenir de rates de 7-8 dies pel procediment habitual
al nostre laboratori (Masgrau et a., 2000), i van ser tractades amb LiCl tal com s haviafet amb els astrocits. Els
resultats representen la mitjanai s.e.m. de 7 (A) i 3 (B) experiments independents, on cada punt va ser analitzat
per triplicat (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 respecte & control).

En els experiments successius vam determinar que |’ efecte del liti sobre la velocitat de sintes
de PC creix en augmentar la concentracié de liti (Figura R-2A), i ja es mostra significatiu a
concentracions terapeuticament rellevants (a 1 mM). Per altra banda, en allargar el marcatge
amb [®H]-Cho fins ales 72-120 hores, moment en que s haura arribat a un estat estacionari on
laincorporacio del metabolit marcat a PC per les vies biosintétiques es veu compensada per la
seva alliberacié per les vies de degradacié de la PC, observem que desapareixen les
diferéncies entre €ls astrocits control i €ls tractats amb liti (Figura R-2B). Tot i que a temps
tant llargs de marcatge altres fosfolipids amb colina poden influir en la senya de la fase
organica, aquest experiment sembla indicar que I'increment en la biosintesi de PC provocat
pel liti es veu compensat per un increment en les seves vies de degradacié, de manera que €l
liti no produiria un augment en els nivells cel-lulars de PC siné que estaria accelerant el
recanvi d'aquest fosfolipid. Aquest fenomen també es dona a nivell fisiologic amb I’ entrada
en fase G1 del cicle cel-lular (revisat a Jackowski, 1996), i és similar a |’ efecte observat en
sobreexpressar la CCTa (Walkey et a., 1994), de manera que és consistent amb un hipotétic

increment de I’ activitat CCT en resposta aliti.
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Figura R-2. Caracteritzacié de I'efecte de liti sobre la biosintesi de PC. A) Els astrocits van ser tractats
durant 3 dies amb LiCl ales concentracions indicades, i posteriorment van ser marcats durant 2 hores amb 0.25
uCi/pouet de [*H]-Cho per mesurar-li lavelocitat de sintesi de PC. B) Els astrocits van ser tractats durant 3 dies
amb LiCl 5mM, i passat aquest temps es van tractar anb 0.25 pCi/pouet de [*H]-Cho i ales 4, 72 i 120 hores de
marcatge es va redlitzar |'extraccid dels lipids cel-lulars per quantificar-hi la radioactivitat incorporada. Els
resultats representen lamitjana i s.e.m. de 3 experiments independents, on cada punt va ser analitzat per triplicat
(***p<0.001 respecte el control).

1.2 L'increment en la sintesi de fosfatidilcolina no és un artefacte

ocasionat per les propietats citoprotectores del liti

Sabent que el liti posseeix propietats citoprotectores, vam voler descartar que |’ efecte que
observavem fos degut a una major resistencia dels astrocits tractats amb liti davant d’una
possible mort per privacié de serum, que es traduiria en un major nombre de cel-lules vives en
els pouets tractats amb liti i per tant una major quantitat de PC sintetitzada. Amb assaigs de
supervivencia i per determinacio de proteina total, vam comprovar que € tractament amb liti
no afectava a nombre de cel-lules vives per pouet (Figura R-3A i 3B). També vam
determinar la quantitat de fosfolipids totals i tal com era d esperar a partir dels resultats de la
figura R-2B, € liti, tot i incrementar prolongadament la velocitat de sintesi de PC, no

augmentava els nivells absol uts de fosfolipids cel -lulars (Figura R-3C).

¥ respecte ol coniral

T Db Nl ROL Fosiod Des 100

Figura R-3. El liti no afecta la viabilitat cel-lular ni la quantitat total de proteina o fosfolipids. Els astrocits
secundaris de rata van ser sembrats a 200000 cels/ml en plaques de 24 pouets. Passats 3 dies proliferant en
DMEM + 10 % d'FBS, s€'ls va arrestar €l cicle cel-lular incubant-los durant 7 dies en DMEM + 0.5 % d'FBS,
en presencia o no de LiCl (5mM) els 5 darrers dies. Passat aquest temps es va analitzar la viabilitat cel-lular pel
metode de I'MTT, la quantitat de proteina per pouet pel métode de Bradford, i la quantitat de fosfolipids
cel-lulars per I' assaig colorimetric de fosfats. Els resultats es mostren com a percentatge respecte a control, amb
lamitjanai s.e.m. delsresultats de 3 experiments independents realitzats per triplicat.
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1.3 El liti potencia la ruta de Kennedy

La PC és sintetitzada per la ruta de Kennedy (Kennedy i Weiss, 1956), que S'inicia quan la
colina (Cho) captada per lacél-lula o reciclada de la hidrolisi de fosfolipids, és fosforilada per
formar P-Cho, que seguidament es transforma en CDP-Cho que reacciona amb DAG per
donar lloc a la PC (Figura I-7). En condicions normals, € pas limitant d’aguesta via és la
conversio de la P-Cho a CDP-Cho, catalitzada per la CCT, que es considera |’ enzim regulador
de la sintesi de PC (revisat a Kent, 2005). Per tant era d’ esperar que €l liti afectés |’ activitat
d'aquest enzim, i per comprovar-ho vam realitzar experiments de marcatge amb [*H]-Cho
mesurant com es formaven els diferents metabolits de laruta al Ilarg del temps. En cas que €l
liti provoqués un increment en I’ activitat de la CCT es produiria un major consum de P-Cho
gue es manifestaria en una menor quantitat d’ aguest metabolit, mentre que la CDP-Cho i la

PC es veurien augmentades.

En aguest tipus d experiments (Figura R-4A) els nivells de [*H]-P-Cho creixen molt
rapidament, mentre que la [°H]-PC triga més a formar-se perd es va acumulant a mesura que
passa el temps. Per contra, la [°H]-Cho Iliure i la [*H]-CDP-Cho es mantenen a uns nivells
molt baixos. Aquest resultats indiquen que la [*H]-Cho que entra a la c&l-lula és rapidament
fosforilada per la CK, produint una acumulacié de [°H]-P-Cho que s anird consumint
lentament per formar [H]-CDP-Cho, una molécula que es troba en proporcions molt reduides
perqué un cop sintetitzada es metabolitza rapidament per donar lloc a [*H]-PC. Tal com esta
descrit, I’ acumulaci de [*H]-P-Cho i |a rapida desaparici6 de la[*H]-CDP-Cho que observem
en els astrocits indiquen que e pas limitant de la ruta és e catalitzat per la CCT (revisat a
Kent, 2005).

Ara bé, andlitzant |’ efecte que produeix €l liti sobre aquesta via metabolica, observem en
primer lloc que a's diferents temps mesurats els astrocits pretractats durant 5 diesamb LiCl 5
mM presenten un increment en tots els metabolits marcats amb [*H]-Cho (Figura R-4B). Si €
liti actua accelerant |’ activitat de la CCT, I’enzim limitant de la ruta de Kennedy, hauriem
esperat que es produfs un increment en la [*H]-CDP-Cho i la [*H]-PC, perd els nivells de
[*H]-P-Cho haurien de disminuir. En canvi es produeix un clar increment en la P-Cho, fet que
ens va fer pensar que e liti podria estar actuant a nivell de la colina quinasa (CK). En
condicions normals, la conversio de P-Cho a CDP-Cho és el pas limitant de la ruta de
Kennedy, i per tant unamajor activitat CK hauria de resultar simplement en un increment dels
nivells de P-Cho, un metabolit que ja es troba en proporcions el evades en condicions normals
i que dificilment provocaria un augment notori en la produccié de PC. Tot i aix0, en aguns
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models s ha comprovat que €l control de la ruta de Kennedy també es pot exercir anivell de
la CK (Yu et a., 2002), motiu pel qual no es pot descartar que € liti actui potenciant

I"activitat d’ aquest enzim.
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Figura R-4. El liti potencia la ruta de Kennedy. Els astrocits, pretractats (o) o no (m) durant 5 dies amb LiCl
(5 mM), van ser marcats amb 1 pCi/pouet de [*H]-Cho, i passats els temps indicats es va anditzar la
radioactivitat associada a cada metabolit de colina. A) representacio de la ruta de Kennedy i de les quantitats
relatives del's seus metabolits. En el grafic de ladreta s hi observa com els diferents metabolits es van marcant a
llarg del temps. B) Efecte del pretractament amb liti sobre el marcatge amb [*H]-Cho en els diferents metabolits
de la ruta de Kennedy. Es mostra un experiment representatiu de quatre experiments independents, amb la
mitjanai s.e.m. de cada punt mesurat per triplicat (**p<0.01, ***p<0.001, liti vs control).
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Analitzant aquests experiments pero, ens vam adonar que no eren adequats per a detectar quin
dels enzims de la ruta experimentava un increment en la seva activitat, jaque en e moment de
fer I’ experiment aquest canvi en |’ activitat ja s hauria produit, i larestad enzims ja s haurien
adaptat al nou estat. El protocol seguit permet estudiar I’ estimulacié o inhibicié aguda de la
via metabolica per part d'un agent que modifiqui I’ activitat d’algun dels enzims durant €l
transcurs del marcatge. En el nostre cas, haviem realitzat pretractaments amb liti 5 dies abans
de redlitzar el marcatge metabolic, de manera que en e moment de realitzar I’ experiment ja
S hauria arribat a un nou estat estacionari on tots els passos de la ruta estarien incrementats,
fet que ens impedeix detectar sobre quin enzim actua el liti en primera instancia (Figura R-5).
Per tant aquest experiment ens permet constatar que la via de Kennedy esta accelerada en els

astrocits tractats amb liti, perd no hi podem deduir sobre quin enzim ha actuat €l liti.
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Figura R-5. Representacio de I'activitat dels enzims de la ruta de Kennedy. A) Esquema de la ruta de
Kennedy, on es representa |’ acumulacié de metabolits de colina en forma de P-Cho, i sobretot de PC, € producte
fina de lavia. B) El pas limitant de la ruta de Kennedy és el catalitzat per la CCT, que marcara la velocitat
global de laruta, ala que s adaptaran laCK i la CPT (C). D) Si es produeix un increment puntual en |’ activitat
de la CCT, €l pas més lent, els atres enzims incrementaran la seva activitat (E). En realitzar experiments de
marcatge amb [*H]-Cho, podem detectar canvis instantanis en I activitat d’ algun dels enzims de la ruta, que es
traduiran en I’ dteracié dels nivells dels diferents metabolits. Un cop s'ha arribat al nou estat estacionari (E) no
ens sera possible determinar quin dels enzims ha estat alterat, tal com succeeix amb el tractament cronic amb liti.

1.4 El tractament agut amb liti incrementa |'activitat CCT

Tot i que I’ efecte del liti sobre la sintesi de PC es mostra especialment important a temps de
pretractament de varis dies, a les poques hores de tractament amb liti ja s'hi observa un lleu
increment (Figura R-1). Per aquest motiu vam decidir repetir els experiments aplicant €l liti

en e mateix moment que la [*H]-Cho, per tal de comprovar si hi podiem detectar algun canvi
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en |’ activitat d’algun dels enzims de la ruta. Respecte |’ experiment anterior, a més d allargar
el marcatge fins a les 3 hores per donar temps a liti a actuar, vam realitzar una simplificacio
del protocol per tal d'estalviar-nos la separacio dels metabolits per TLC. Sabent que en
I’ extraccio de lipids la radioactivitat associada a la fase aquosa de la separacio liquid-liquid
correspon practicament en la seva totalitat ala [*H]-P-Cho, i en menor mesura ala [*H]-Cho,
ambdos metabdlits anteriors alareaccio de la CCT, vam decidir comparar la seva senyal amb
la radioactivitat de la fase organica, corresponent a la [°H]-PC. D’ agquesta manera podriem
comprovar si I'activitat CCT és incrementada pel liti. A la figura R-6 es mostra com €l
tractament agut amb LiCl 5 mM produeix un lleu increment en la radioactivitat associada a la
fase organica, mentre que s observa una disminucié en els metabolits de colina hidrofil -lics.
Aquests resultats indiquen que el liti provoca un increment en I'activitat CCT que fa

augmentar la produccié de PC i e consum de P-Cho.

Aixi doncs, podem concloure que I'increment en la velocitat de sintesi de PC provocat pel
tractament agut amb liti es deu a una major activitat CCT. Queda per confirmar si I’increment

en |’ efecte que S observa a temps de tractament amb liti més llargs també es deu a un augment

en |’ activitat CCT.

—— Control reaaees L
250004 250001 S
Fase aquosa Fase organica s
L]
200001 20000 el
g 5 E
T 150004 L. T 15000
=] L]
= - =
9 10000 ' S 100004
— =—
I I
L. o
50004 50001
o T T T T T T 0+ T T T T T
0 30 &0 &0 t2h 150 1840 a 3 (=] 80 120 130 100
temps de marcatge (min) temps de marcaltge (min)

Figura R-6. El tractament agut amb liti activa la CCT. Evolucié del marcatge dels metabdlits de colina
addicionant 0.25 pCi/pouet de [*H]-Cho a mateix temps que € LiCl (5mM). Passats els temps indicats, es
realitza |’ extraccio liquid-liquid dels components cel-lulars i es va mesurar laradioactivitat de les fases organica
i aquosa. Es considera que la radioactivitat associada a la fase organica corresponia a la [°H]-PC, mentre que la
de la fase aquosa corresponia a la [*H]-P-Cho, amb una petita contribuci6 de la [®H]-Cho lliure. El liti provoca
un augment en la formacié de [°H]-PC i una disminucié en la [®H]-P-Cho, fet que indica que esta accelerant
I"activitat CCT. Es mostra un experiment representatiu de tres experiments independents, amb la mitjanai s.em.
de cada punt mesurat per quadruplicat (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, liti vscontrol).
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15 Rol de la GSK-3 i la IMPasa en I|'efecte del liti sobre la

fosfatidilcolina

Les dues principals dianes directes del liti son lainhibicié delalMPasai dela GSK-3 (revisat
a Harwood i Agam, 2003). Per comprovar s I’accié dd liti sobre la sintesi de PC podia ser
deguda a seu efecte inhibitori sobre un d aquests enzims, vam tractar els astrocits amb
inhibidors de la GSK-3 (I’SB216763; Coghlan et al., 2000) i de la IMPasa (I'L-690,488, un
precursor permeable a membranes de I’ L-690,433; Atack et al., 1994). Ni I’SB216763, ni I'L-
690,488, aconsegueixen estimular la sintesi de PC en les condicions testades (Figura R-7A).
Es més, I'inhibidor de la IMPasa produeix una forta reduccié en la sintes de PC,
probablement degut a la seva toxicitat, que es fa manifesta en |’ assaig de viabilitat (Figura R-
7B). La inhibici6 d'una quinasa promotora de mort cel-lular com la GSK-3 confereix
propietats citoprotectores al’ SB216763 (Takadera i Ohyashiki, 2004), que en el nostre model
es manifesten amb la proteccid parcia dels astrocits davant la mort induida per I’ L-690,488
(Figura R-7B). Es podria pensar que € liti compensa els possibles efectes citotoxics de la
inhibicio de la IMPasa pel fet d’'inhibir també la GSK-3, pero tot i aixo la combinacio
d ambdos farmacs tampoc produeix un increment en la velocitat de sintesi de PC (Figura R-
TA).

Un punt atenir en compte és que € liti inhibeix la IMPasa mitjancant un mecanisme de tipus
acompetitiu (Hallcher et al., 1980), és a dir, actua sobre € complex enzim-substrat, de manera
que la seva capacitat d inhibicié augmenta en incrementar la concentracié de substrat. Per tant
el liti inhibira amb més potencia la IMPasa quan la cél-lula produeixi una gran quantitat
d'inositol fosfats, per exemple en situacions d’ activacié persistent de la PLC. En canvi I'L-
690,433 competeix amb e substrat pel centre actiu de I’enzim, inhibint la IMPasa
independentment del grau d'activacié de les vies que produeixen inositol fosfats, fet que
podria explicar la sevatoxicitat i que el seus efectes sobre la sintesi de PC siguin diferents als
del liti. Ara bé, tot i que actua per un mecanisme diferent que €l liti i resulta citotoxic, cal
esperar que en presencia de L-690,488 la IMPasa dels astrocits es trobara inhibida, i en
aquestes condicions € liti no podra actuar sobre un enzim que ja estainhibit, de maneraque s
I’ efecte del liti sobre la sintes de PC és degut a la inhibicié acompetitiva de la IMPasa, es
veura molt reduit si realitzem € tractament amb liti en presencia de L-690,488. Realitzant
aguest experiment vam observar que si bé amb € tractament amb L-690,488 €ls astrocits
veien reduida la seva velocitat de sintesi de PC, I’ efecte relatiu provocat pel liti era el mateix
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que en els astrocits sense L-690,488, fet que indicaria que € liti actua per una via independent
delainhibicio delalMPasa (FiguraR-7A i B).
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Figura R-7. L' efecte ddl liti sobrela sintes de PtdCho no ésdegut alainhibicié delaMPasao dela GSK -
3. Els astrocits secundaris es van mantenir durant 7 dies en DMEM + 0.5 % d'FBS. Durant aquest periode
d’incubacio els astrocits van ser tractats durant els temps indicats amb SB216763 (3 uM), L-690,488 (1 uM) o
LiCl (5mM). A) Efecte delsinhibidors de la GSK-3 (SB216763) i de la|MPasa (L-690,488), i de la combinacio
d’ambdés, sobre la incorporacié de [*H]-Cho a lipids. B) Assaig MTT de supervivéncia cel-lular en astrocits
tractats durant els temps indicats amb L-690,488 en presencia o abséncia d’ SB216763. C) Efecte ddl tractament
amb LiCl durant 1 dia en preséncia o abséncia d’ L-690,488 sobre laincorporacié de [*H]-Cho alipids. Al panell
de ladreta es mostra |’ efecte relatiu del LiCl respecte al control en ambdues situacions. D) Incorporaci6 de [*H]-
Cho a lipids en astrocits pretractats amb LiCl durant de 3 dies, i amb I'addicié a medi d'inositol (10 mM) al
mateix temps que e LiCl (3d) o en e moment de reditzar el marcatge amb [*H]-Cho (Oh). Els valors
respresenten la mitjana i s.eem. de 3 (A, B i C) i 5 (C) experiments, on cada punt es reproduia per quadrupicat
(**p<0.01, ***p<0.001 respecte a control).

Aquests experiments semblaven indicar que la inhibicié de la IMPasa no estava implicada en
I’ efecte del liti sobre la sintes de PC, perd per les seves caracteristiques citotoxiques I'L-
690,488 no sembla un farmac optim per al’ estudi de lainhibicié delalMPasa, i defet, tot i €l
gran interés que desperta aquest procés, son pocs els treballs on s empra aquest compost. Per
aquest motiu, abans de descartar la IMPasa com a diana del liti per a seu efecte sobre la
sintes de PC, vam decidir emprar una altra estrategia experimental. Un dels métodes més
emprats per discriminar quins efectes del liti son deguts a la deplecié d'inositol és |’ aportacio
d'inositol exogen per compensar la deplecié d aquest compost (revisat a Harwood, 2005).
Aixi, si I'efecte del liti sobre la sintesi de PC és degut a la disminuci6 dels nivells d’inositol

intracel -lular provocada per la inhibicio de la IMPasa, aquest s hauria de veure revertit en
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addicionar una quantitat important d’inositol a medi. A la figura R-7C, podem veure com
amb |’addicio d’inositol, jasigui en e moment d’iniciar el tractament amb liti 0 en e moment
de redlitzar el marcatge metabolic, no s elimina I’ efecte del liti sobre la sintesi de PC. Tot i
aixo, I'inositol produeix una lleu disminucié de la incorporacié de colina a lipids en els
astrocits tractats amb liti, sense que els astrocits control es vegin afectats. Aixo fa pensar que
tot i els resultats obtinguts amb I’ L-690,488, la deplecio d'inositol contribueix, com a minim

parcialment, en |’ efecte del liti sobre la sintesi de PC.

Aixi doncs, I'acci6 del liti sobre la sintesi de PC no es donaria per la inhibicio de la de la
GSK-3, pero hi podria haver una contribucié significativa de la deplecié d’inositol provocada

pel liti eninhibir lalMPasa.

1.6 Efecte del liti sobre la incorporaci6 de [**P]-P; a fosfolipids

Per a comprovar si €l liti actua especificament sobre la sintesi de PC o també afecta d’ altres
glicerofosfolipids, vam realitzar experiments de marcatge amb [*P]-P.. A la figura R-8B
observem com després de 4 hores de marcatge, la major part del [*P]-P; incorporat a
fosfolipids es troba en la PC. Sorprén perd que el tractament amb liti només provoqui un
lleuger increment en la quantitat de [**P]-P, incorporat alaPC. Laviad'incorporacié de [*P]-
P, a PC passa per la seva unié a ADP per formar [y->*P]-ATP, que és incorporat a la ruta de
Kennedy en ser emprat per la colina quinasa (CK) per formar [**P]-P-Cho, amb un fosfat que
es mantindra unit ala Cho fins aincorporar-se ala PC (revisat a Kent, 2005). Per tant a no ser
que s hagi alterat lasintesi d’ ATP, és dificil d’ acceptar que es pugui observar un increment en

el marcatge de la PC amb [*H]-Cho sense que es doni un efecte similar amb e [*?P]-P.,.

Arabé, en realitzar un experiment de pols de [®H]-Cho en les mateixes condicions (Figura R-
8C), vam observar que per algun motiu tampoc es produia I’ efecte que haviem observat en els
anteriors experiments d incorporacié de [?H]-Cho a lipids. A part de la PC, I’ esfingomielina
també és un lipid que conté colina, per laqual cosa ens vam preguntar si podria ser que enlloc
d afavorir la sintes de PC, e liti estigués incrementant la incorporacié de colina a
esfingomielina. Ara bg, la taxa d'incorporaci6 de [*H]-Cho a esfingomielina és molt menor a
la que es déna en la PC per la qual cosa es pot assumir que la quantitat de [*H]-Cho
incorporada a lipids és practicament equivalent a la quantitat incorporada a PC. Per a qué els
canvis observats en la incorporacié de [*H]-Cho a lipids fossin deguts a un increment de la
velocitat de sintes d’ esfingomielina, caldria que els astrocits tractats amb liti experimentessin

un augment descomunal en la sintesi d’ aguest fosfolipid. Aquesta idea no era molt probable
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per la qual cosa abans d’ embarcar-nos en I’ estudi de la sintesi d’ esfingomielina, vam voler
anadlitzar altres variables del disseny experimental que permetessin explicar |’ aparent

contradiccié entre els experiments de marcatge amb [*H]-Cho i amb [*2P]-P.
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Figura R-8. Efecte del liti sobre la incorporacié de [*P]-P; a fosfolipids. A) Esquema del procediment
experimental per a I’estudi de la incorporacié de [*P]-P, a fosfolipids. Després del marcatge de 4h, es va
extreure els lipids cel-lulars i es van separar per TLC, amb la fase mobil formada per cloroform:metanol:acid
acetic:aigua (60:50:1:4), que proporciona una bona resolucié ddl PI, laPC i la PS, pero no separala PE i el PA.
B i C) Marcatge dels fosfolipids canviant-los el medi per tampé Krebs sense fosfat i amb 1 pCi/ml [*P]-P, i 0.5
uCi/ml [®H]-Cho, tal com s'indica en I’esquema (A). D i E) Reproducci6 de I’ experiment anterior eliminant el
pas del canvi de medi per tamp6 Krebs, i addicionant 10 uCi/pouet de [*P]-P; i 0.25 nCi/pouet de [*H]-Cho
directament sobre € medi de cultiu. F) Detall dels resultats de (D). G) Replicacié de I’ experiment (D) emprant
una fase mobil que permet separar €l PA de la PE. Els valors respresenten la mitjana i s.em. de 4 experiments,
on cada punt es va reproduir per triplicat (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 , liti vs control)..
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Una de les diferencies que podien ser més rellevants entre el's dos protocols emprats rau en €l
fet que tal com es mostra en |'esquema de la figura R-8A, en el's experiments de pols de *P-P,
es substituia el medi de cultiu per tampd Krebs sense fosfat. Aquest pas es realitza Unicament
per augmentar la sensibilitat de métode incrementant la proporcio de fosfat marcat respecte al
fosfat fred, perd podria ser que afectés d’ alguna manera |’ efecte del pretractament amb liti.
Per comprovar-ho, vam redlitzar un experiment de marcatge amb [*H]-Cho en astrocits
pretractats amb liti durant diferents temps, amb la diferéncia que en alguns dels pouets hi
realitzarem un canvi del medi de cultiu per medi nou, restituint-hi € liti quan era necessari,
una hora abans del pols de colina. Sorprenentment, aquest fet provocava una gran reduccié en
' efecte del liti sobre laincorporacié de [*H]-Cho a lipids (Figura R-13B). Aixo indica que el
fet de canviar el medi en el que s han incubat els astrocits durant € pretractament amb liti, és

suficient per alterar completament els efectes d’ aquest farmac sobre la sintesi de PC.

Per tant ens vam proposar tornar a reditzar els experiments de marcatge amb [*P]-P,
addicionant aquest precursor marcat sobre el mateix medi de cultiu dels astrocits. El problema
de la pérdua de sensibilitat provocat per la competéncia del fosfat marcat amb el fosfat fred
del medi de cultiu €l vam resoldre simplement tractant els astrocits amb una concentracié més
elevada de [*P)-P.

Redlitzant |'experiment en aquestes condicions, observem com €l liti incrementa la
incorporacié de [*P]-P; a PC (Figura R-8D i 8F), mentre que en el Pl s hi déna una lleugera
disminuci6 que podria ser deguda a lainhibici6 del reciclatge de I'inositol que produeix € liti
en inhibir la IMPasa (figura 1-3). El marcatge de la PS és molt reduit, perd no sembla
presentar canvis importants associats a tractament amb liti. Pel que faalaPE i a PA, lafase
mobil emprada per la TLC no permet separar-los, de manera que per obtenir una millor
resolucié de la separacio dels fosfolipids es va realitzar un experiment complementari on es
van unir els extractes lipidics de 6 pouets i es van anadlitzar per cromatografia en capa fina
bidimensional (no es mostra). Pel quefaal P, laPC i laPS, els resultats obtinguts per aguest
metode son equivalents al's obtinguts amb la separacié monodimensonal, mentre que en la PE
s'hi produeix una forta reduccié en els pous tractats amb liti, i en el PA no s hi detecta cap
efecte clar. Tot i lamilloraen la separacio, I’ s de TLC' s bidimensionals resulta massa llarg i
costés, fet que impedeix analitzar un elevat nombre de mostres. Analitzant atres possibilitats,
vam aconseguir obtenir una bona resolucié dels fosfolipids d’ interes emprant una fase mobil

formada per cloroform:metanol:acetona:acid acétic:aigua (50:10:20:10:5), que va ser emprada

108



T Resultats |

en les successives separacions de fosfolipids. D’ aquesta manera podem observar com € liti

inhibeix laincorporacio de [*P]-P, a PE, mentre que no sembla afectar al PA (Figura R-8G).

1.7 El liti inhibeix laincorporacié de [**C]-acetat a fosfolipids

Un cop analitzada la incorporacié de [*P]-P; als caps polars dels diferents fosfolipids, ens
vam preguntar s e marcatge amb [*C]-acetat, que sincorpora a les cadenes alifatiques,
mostraria el mateix comportament en quant al tractament amb liti. Sorprenentment va resultar
que el liti no només no estimula la incorporacié de [**C]-acetat a PC, sind que a temps |largs
de tractament produeix una forta reduccio en laincorporacié d aquesta molécula als diferents
fosfolipids analitzats (Figura R-9).
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Figura R-9. Efecte del liti sobre la incorporacié de [**C]-Acetat a fosfolipids. Els astrocits secundaris es van
mantenir durant 8 diesen DMEM + 0.5 % d’'FBS en plaques de 6 pouets, periode durant €l qual van ser tractats
amb LiCl a les concentracions indicades durant 1 hora (1h) o 7 dies (7d). Seguidament se'ls va addicionar 1
uCi/ml de [*C]-Acetat i es van incubar durant 4 hores. Els extractes lipidics es van separar per TLC, amb una
fase mobil de cloroform:metanol:acetona:acid acetic:aigua (50:10:20:10:5). Es mostra la mitjana i s.em. de 3
experiments, on cada punt es va analitzar per triplicat (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, respecte a control)..
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Aquest resultat, que aparentment entra en contradiccio amb el's experiments anteriors, es pot
explicar si analitzem com s'incorporen el [*C]-acetat, la[*H]-Cho i e [**P]-P alaPC (Figura
10). Els dos darrers s'incorporen a cap polar de la PC per la ruta de Kennedy, que estara
accelerada pel liti, mentre que e [**C]-acetat s empra per a la sintesi d' &cids grassos que
passaran a formar part de les cadenes difatiques de la PC. Per tant es pot donar
simultaniament un increment en la sintesi de PC per la ruta de Kennedy i unadisminucié en la
incorporacié de [*C]-acetat a PC. D’ aquesta manera €l liti, o bé inhibeix la sintesi d'&cids
grassos, 0 bé inhibeix la incorporacié d' aguesta acids grassos a la PC. Els acids grassos
s'incorporaran a la PC a través de la sintesi de novo de fosfolipids (figura I-6), o per la

reacilacio de lalisoPC formada per acci6 de les fosfolipases A sobre la PC (figura R-10A).
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Figura R-10. Incorporacio de precursors radioactius a la PC. A) Esquema de les principals reaccions
implicades en la biosintesi de PC on s'indiquen €ls punts on s'introdueixen els precursors radioactius emprats.
Es pot observar com la [*H]-Cho i e [*P]-P, s'incorporen a la PC a través de la ruta de sintesi de CDP-Cho,
mentre que el [*C]-Acetat i el [*H]-Palmitic ho fan a nivell de la sintesi de novo de PA i posterior formacié de
DAG o0 bé a mitjancant la reacilacio de la lisoPC a PC. Aquest fet permet explicar que € liti pugui produir
simultaniament un increment en laincorporacié de [*H]-Cho i [*P]-P, a PC i una reduccié en laincorporaci6 de
[*C]-Acetat. B) Incorporacié de [°H]-Palmitic als diferents fosfolipids. Els astrocits, sembrats en plagues de 24
pouets es van incubar en DMEM & 0.5% d'FBS durant 8 dies, moment en qué es van marcar amb 1 uCi/pouet
d &cid [*H]-Palmitic. Als temps indicats es van extreure els lipids cel-lulars (unint el contingut de 3 pouets per
cada punt), es separaren per TLC i es mesura la radioactivitat associada als diferents fosfolipids.

1.8 El liti no inhibeix la incorporacio d’acid [?H]-palmitic a fosfolipids

Els fosfolipids sofreixen un continu cicle de desacilacio i reacilacié per part de I'accid
combinada de les fosfolipases A i les aciltransferases, de manera que un alentiment d’ aquest
cicle es traduiria en una disminucié del marcatge dels fosfol ipids amb [**C]-acetat. Per aquest

motiu vam estudiar si el tractament amb liti tenia algun efecte sobre laincorporacié d' un acid

110



IR R R S

T Resultats | Rk e :

gras com el palmitic als diferents fosfolipids. Com podem observar a la figura R-11, €
tractament amb liti no produeix una ateracié important en la incorporacié d acid [*H]-
palmitic als fosfolipids o as lipids neutres. Tot i que per confirmar-ho plenament caldria
analitzar altres acids grassos, aquest experiment semblaindicar que lareduccio en el marcatge
dels fosfolipids amb [**C]-acetat produida pel liti no es deu a un aentiment del cicle

d’ acilacio i desacilacié dels fosfolipids.

A
B0 0 ™ F
E E T
_E- B0 E- it = } ‘B' i
= Iy prd
b} ] o
E 800000 E Moo E
j:' s L ‘E 1 8200 E
L] T L L L L a L L L L T L
4 E 12 ) e 4 E] L5} 1 b ] M o i "] K2 s 0 BT
tempe marcelge [Pores) temps marcatge (hores] Lemps marcacge (hores)
p— P 0 LPL's i Liplds newtres
E E E
& 20000 ¥ 5 4800 §- b
E F0N B oo E !
e ]
1 B "
i 1500 T 100000
& [ ] i3 e i 3 [ & B 17 [ M M o 1 | ] (= m v, i} M
bemps marcrige (hores| Beififidl MAFcElgE (Mo | Lemgas marcatge (horri)
B
B PC 3002 M 120000 re
- .l - L
E e ;
[ v nns - [
% g 2 % el
T ao000 E B pome o
=
E‘ :‘ [oine 1 o
j'a".lll\h.l\. E j L i) .
L ) T T
] 2 ] i a i > i i
Eempa marcuige [hores bemps sarcaige {horea]
_— LPL's B0 Lipids. newres
E‘ E 5 0000
E ; SO0 ;
E ) E s00000
= a3 ]
S & 1000 =
e E X 100000
! H 3 H 3 i i - H
temps marcEige (heres) emps sareatgs (herea)

Figura R-11. El liti no inhibeix la incorporacié de [*H]-Palmitic a fosfolipids. Els astrocits sembrats en
plagues de 24 pouets van ser incubats en DMEM + 0.5% d' FBS durant 8 dies, en presénciade DMSO (m) i LiCl
(5mM) (o) durant els darrers 7 dies d'incubaci. Passat aquest temps es van marcar amb 1 pCi/pouet d acid
[*H]-Palmitic i als temps indicats es van extreure els lipids cel-lulars (unint e contingut de 3 pouets per cada
punt), es separaren per TLC i es mesura la radioactivitat associada als diferents fosfolipids. Les dades
representen lamitja de dos punts + s.em. d’ un experiment representatiu de 3 experiments independents.
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Si laiincorporacio d' acids grassos a fosfolipids no es veu afectada pel liti, és probable que la
reducci6 observada en laincorporacié de [*C]-acetat a PC es degui alainhibicio de la sintesi

de novo d’ acids grassos.

1.9 El liti inhibeix laincorporacié de [**C]-acetat a lipids neutres

La fase mobil emprada per separar €ls fosfolipids deixa en un mateix punt els diferents lipids
neutres, que també queden marcats amb [*C]-acetat. La quantificacié de la radioactivitat
associada a aquests lipids mostra que € liti també hi té un efecte inhibitori (Figura R-9), cosa
que ens va decidir a realitzar nous experiments de marcatge amb [*C]-acetat, separant
aguesta vegada els | ipids neutres. Altra vegada podem observar com la mgjor part del [**C]-
acetat s'incorpora als fosfolipids, que presenten un menor grau de marcatge en els astrocits
tractats amb liti (Figura R-12). El colesterol és el seglient compost amb més marcatge, i també
en aquest cas € liti hi produeix un efecte inhibitori, tal com també passa amb els acids grassos
perd no amb els triglicerids i els ésters de colesterol, que presenten uns nivells de marcatge

superiors en els astrocits tractats amb liti (Figura R-12).
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Figura R-12. Efecte del liti sobre la incorporacié de [**C]-Acetat als lipids neutres. Els astrocits secundaris
es van mantenir durant 8 dies en DMEM + 0.5 % d' FBS en plaques de 6 pouets, amb els darrers 7 dies en
preséncia o abséncia de LiCl (5 mM). Seguidament se'ls va addicionar 2 uCi/pouet de [*C]-Acetat i es van
incubar durant 4 hores. Els extractes lipidics es van separar per TLC, amb una fase mobil formada per hexa:éter
etil-lic:acid acétic (70:30:1). Els valors respresenten la mitjana i s.e.m. de 3 experiments, on cada punt es va
analitza per triplicat ( ***p<0.001, liti vscontrol)..
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Aixi doncs, podem concloure que € tractament amb liti inhibeix la sintesi de novo d acids
grassos | de colesterol en cultius d'astrocits. Si bé podria ser interessant continuar la
caracteritzacio d’ aguest fenomen, vam decidir deixar aquesta linia d’ investigacié en un segon
termei continuar investigant les alteracions produides pel liti en el metabolisme de laPC.

1.10 El medi condicionat per astrocits pretractats amb liti estimula la

sintesi de fosfatidilcolina

Amb els experiments de marcatge amb [*P]-P, hem comprovat que per conservar |’ efecte del
liti sobre la sintesi de PC, és necessari que en el moment de realitzar el marcatge metabolic es
mantingui el medi de cultiu on s’ haincubat €ls astrocits durant el tractament amb liti (Figures
R-8 i R-13B). Aquest resultat inesperat ens va fer pensar que s astrocits tractats amb liti
provocaven una serie de modificacions en la composicio del seu medi de cultiu, i que aquestes
eren necessaries per a I’estimulacio observada en la sintes de PC. Per aquest motiu vam
realitzar una série d’ experiments per comprovar si amb la incubaci6 dels astrocits amb medi
condicionat per atres astrocits, tractats o no amb liti, es produien canvis en la sintesi de PC
(Figura R-13A). Es va prendre el medi de cultiu d’ astrocits control o tractats amb LiCl durant
7 diesi, un cop recollit, es vaaddicionar LiCl al medi condicionat dels astrocits control per tal
que la [LiCl] d’ambdds medis fos la mateixa (5 mM). D’aguesta manera les Uniques
diferéncies entre ambdds medis condicionats serien aquelles originades durant e periode
d'incubacié amb els astrocits en presencia o absencia de liti. Aquest medi es va addicionar a
astrocits control incubats en para-lel, i després d'una hora d’incubacié s hi va mesurar la
velocitat de sintesi de PC. A lafigura R-13C es mostra com tot i que en ambdos tractaments
els astrocits son sotmesos a la mateixa concentracio de liti, el tractament agut dels astrocits
amb medi que préviament ha estat condicionat per astrocits tractats amb liti, produeix un
increment en la velocitat de sintesi de PC superior a que té lloc amb el medi procedent

d’ astrocits control.

A partir d’' aguest tipus d’ experiments, vam hipotetitzar que possiblement el's astrocits tractats
amb liti alliberen una quantitat superior d’'algun factor soluble al medi de cultiu que estimula
paracrinament la via de sintesi de PC. Que €els astrocits responguin a tractament amb liti
variant I'alliberacio d’aguna molécula de senyalitzacié tindria implicacions que van més
enlla de la simple explicacio del fenomen experimental que haviem observat a voltant de la

sintesi de PC, ja que, sabent que els astrocits poden modular I’ activitat neurona mitjancant
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I”alliberacio de senyals quimics (revisat a Halassa et a., 2007), una alteracio en aquest procés

podriarelacionar-se amb el seu mecanisme terapeutic.
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Figura R-13. El medi condicionat per astrocits tractats amb liti estimula la sintes de fosfatidilcolina. A)
Esquema dels experiments amb medi condicionat. 1) Els astrocits es tracten durant 7 dies amb LiCl (5mM), i
passat el temps se'n recull e medi condicionat (2). 3) Iguala la [LiCl] dels medis condicionats control i liti
afegint LiCl (5mM) al medi control. 4) Es tracten astrocits control amb els medis condicionats durant 1 hora i
se'|s addiciona 0.25 pCi/pouet de [*H]-Cho per tal de mesurar-ne la seva incorporacié a lipids. B) Els astrocits
van ser tractats durant 7 dies amb LiCl (condicions normals), i una hora abans del marcatge amb [*H]-Cho se'ls
va canviar el medi per DMEM (0.5% FBS) (Canvi de medi), restituint € LiCl en els pous que €l's correspongués.
C) Incorporaci6 de colina a lipids en astrocits control (o), tractats durant 1 hora amb LiCl (5 mM) (m), i tractats
durant una hora amb medi condicionat provinent d' astrocits control (m), o tractats amb liti (w), tal com s'indicaa
I"apartat A. D) Experiment amb medi condicionat anadleg a (C), on es compara |’ efecte del medi condicionat
incubat durant 1 hora a 37 i a 80 °C abans de ser emprat per tractar les cdl-lules (a 37 °C). E) Abans de ser
emprat per tractar les cel-lules, & medi condicionat va ser filtrat pel sistema Centricon (Millipore) per tal de
separar-ne els components de menys de 30 kDa dels de major pes molecular, que van ser diluits en medi nou per
tal de ser addicionats ass astrocits seguint I’ esquema de (A). Es mostra la mitjana i s.em. de 3 experiments, on
cada punt s analitza per quadrupicat (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, respecte a control).

114



Els astrocits poden alliberar a medi extracel-lular un gran nombre de molécules
senyalitzadores, i és factible que € tractament amb liti modifiqui els nivells d’alguna d’ elles.
Per aprofundir en la naturalesa quimica d aguesta hipotéetica molécula senyalitzadora que
activa la sintesi de PC, vam redlitzar experiments equivalents als anteriors, perd amb la
particularitat que s aplicaren diversos tractaments al medi condicionat abans d addicionar-lo
als astrocits. A la figura R-13D podem observar com la preincubacié del medi condicionat a
80 °C durant 1 hora, no afecta la seva capacitat d’ estimular la sintesi de PC, de manera que el
factor que cercavem no seria sensible a aquest tractament térmic. En un altre experiment, es
va filtrar el medi condicionat per tal de separar els components de baix pes molecular dels
d elevat pes molecular. Comparant |'efecte de I'addicié d'ambdues fraccions del medi
condicionat, podem comprovar com les diferencies entre els medis condicionats provinents
d astrocits controls o d astrocits tractats amb liti es deuen ala fraccio de baix pes molecular
del medi condicionat (Figura R-13E). El filtre emprat per aguest experiment és permeable als
components de fins a 30 kDa (Centricon, Millipore), de manera que el factor responsable
d aquest efecte hauria de tenir un pes molecular inferior a aquest valor. Tot i aixo, €s
candidats continuaven essent muiltiples. NO, aminoacids, icosanoids, neurotransmissors,
purines, proteines de baix pes molecular, etc. De totes maneres, abans d aprofundir en la
naturalesa d aquest hipotetic factor que alliberen els astrocits en resposta al liti, s€'ns va

acudir unateoria alternativa per explicar els resultats que haviem obtingut.

1.11 Produeix el tractament amb liti una deplecié de colina al medi de

cultiu?

Dels resultats anteriors podem deduir que el tractament agut amb liti incrementa I’ activitat
CCT, fet que provoca un augment global en la velocitat de la ruta de Kennedy (Figura R-6).
Aquesta via metabolica s'inicia amb la fosforilacié de la colina (Cho), una molecula que no
pot ser sintetitzada pels astrocits i que per tant provindra basicament de la hidrolisi de la PC
existent i de la recaptaci6 de Cho exogena. Aquesta recaptacio té lloc a través de
transportadors de Cho que poden ser regulats segons les necessitats de la cél-lula (revisat a
Michel et d., 2006).

Si sumem la contribucié dels diversos metabolits de Cho marcats en I’ experiment de la figura
R-4, comprovem que €l liti produeix un augment en la quantitat total de [®H]-Cho recaptada
per la cel-lula. Si aquest augment no es veu compensat per una major aliberacié de Cho a
medi extracel-lular, el medi dels astrocits tractats amb liti anira perdent Cho a una velocitat
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superior aladels control. La importancia d’ aguest fet dependra de si els astrocits d’ una placa
de cultiu poden reduir significativament la [Cho] del medi. Si el consum de Cho és prou gran
en relacio al total present a cada pouet, i e€l's astrocits tractats amb liti en recapten una major
quantitat, és probable que a llarg del temps la [Cho] del medi dels astrocits tractats amb liti
sigui inferior ala dels astrocits control. Aquest fet significaria que en e moment de realitzar
el marcatge amb [®H]-Cho, la proporcié de Cho marcada respecte la Cho total en el medi de
cultiu, seria superior en €ls astrocits tractats amb liti, de manera que es produiria un artefacte
experimental que es traduiria en una major recaptacio de [°H]-Cho i una major proporcié de

mol écul es radioactives en tots el's compostos que contenen colina (Figura R-14A).
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Figura R-14. Hipotes de la deplecié de colina del medi. A) Si els astrocits tractats amb liti
consumeixen mes Cho que els control, amesura que passi €l temps la[Cho] del medi dels tractats amb
liti serainferior aladels controls. Si aquesta disminucio és prou significativa, en addicionar-hi la[*H]-
Cho la proporcié de Cho marcada respecte a total sera superior en els astrocits tractats amb liti, fet que es
traduira en un increment artefactual en el marcatge dels diferents metabolits de colina, i que podria explicar €l
major increment en la velocitat de sintesi de PC a temps llargs de pretractament amb liti. B) Determinacio de la
incorporacié de [*H]-Cho en astrocits tractats o no durant 7 dies amb LiCl (5 mM). Passats els temps indicats de
marcatge amb 1 pCi/pouet de [*H]-Cho es recolliren els metabolits de Cho intracel-lulars en cloroform:metanol
(1:2) i s&'n mesura la radioactivitat. Es mostra un experiment representatiu de tres experiments independents,
amb lamitjanai s.em. de cada punt mesurat per quadruplicat (**p<0.01, ***p<0.001, liti vs control).

Vam decidir andlitzar els medis condicionats per comprovar s shi produien canvis
significatius en la [Cho]. Per fer-ho ens vam posar en contacte amb € Servei d’Andlisi
Quimica de la UAB, que malauradament ens va donar un temps d’ espera superior a mig any.
Conscients que la possibilitat d estar davant d’'un artefacte experimental no ens podia fer
esperar tant, vam decidir redlitzar atres aproximacions experimentals per comprovar si es
confirmava aguesta hipotesi. En primer lloc vam decidir mesurar si en els astrocits tractats
amb liti s'hi produia un increment en la incorporacié de [*H]-Cho. | tal com es mostra a la
figura R-14B, els astrocits tractats amb liti incorporen més [°H]-Cho del medi que el's astrocits

control.

Un protocol experimental per comprovar si I’increment en la incorporacié de [*H]-Cho a la

cél-lula es deu a una menor [Cho] a medi de cultiu dels astrocits tractats amb liti, és
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complementar el medi amb una quantitat considerable de colina freda just abans de realitzar-
hi el marcatge radioactiu. D’ aguesta manera s aconsegueix reduir les diferéencies relatives
entre la [Cho] dels astrocits control i tractats amb liti, i si I’ efecte del liti és degut a aguestes
diferencies, s hauria de veure significativament reduit (Figura R-15A). La [Cho] inicia del
medi de cultiu emprat és de 28.7 uM (DMEM D5796, Sigma), per la qual cosa vam decidir
complementar-la amb una dosi extra de Cho de 50 uM en e moment d addicionar-hi la[*H]-
Cho.
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Figura R-15. Cho freda. A) Representacid de la colinatotal que conté el medi de cultiu. Si els pouets tractats
amb liti contenen una [Cho] inferior als controls, la relacié [*H]-Cho/Chow augmentara, produint una major
incorporaci6 del precursor marcat ala cél-lulai ala PC. Addicionant al medi una quantitat elevada de colina
freda just abans de redlitzar € marcatge, es reduiran les diferencies en larelacio [3H]-Cho/Chotota, entre astrocits
control i tractats amb liti. B) Incorporacié de [°H]-Cho alipids en astrocits arrestats en DMEM + 0.5 % d FBSi
tractats durant els temps indicats amb LiCl (5 mM), en condicions normals (m), o amb 1’addici6é de Cho freda (50
uM) (o). C) Representaci6 de les dades de (B) com a increment relatiu en la incorporacio de [*H]-Cho a lipids
provocat pel liti en presencia o abséncia d’ un excés de Cho freda. Els valors respresenten la mitjanai s.e.m. de 4
experiments, on cada punt es reproduia per quadrupicat.

Ta com era d’ esperar, |’addicié de colina freda al medi provoca una gran disminucié en la
incorporacié de [*H]-Cho a lipids (Figura R-15B). Ara bé, en cacular I’ efecte relatiu del
tractament amb liti (Figura R-16C), veiem que aquest practicament no es veu afectat per
I’addicio de Cho, i només & darrer punt, als 7 dies de pretractament amb liti, es mostra
significativament reduit en els astrocits complementats amb Cho freda. Aquests experiments
indiquen que si bé I’ efecte observat en la incorporacié de [*H]-Cho a lipids a temps llargs de
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pretractament amb liti, podria estar parcialment sobredimensionat per una diferencia en les
[Cho] dels medis de cultiu en el moment de realitzar el marcatge, la contribucié d’ aguest
artefacte experimental no seria suficient per explicar perqué a temps de pretractament Ilargs
S observa un efecte superior que amb el tractament agut amb liti.

Finalment vam poder enviar les mostres de medi condicionat per tal d’'analitzar-ne la seva
[Cho]. L’informe del servei d'andlisis quimiques ens informava que la baixa concentracié
d aquest compost i la complexitat quimica del medi condicionat havien dificultat en gran
mesural’analisi, i que per atra banda, els medis amb liti presentaven un menor percentatge de
recuperacio de I'analit que els medis control. Per aguest motiu recomanaven realitzar nous
analisis amb mostres fortificades i estandards interns. En aguell moment ja haviem realitzat
altres aproximacions al problema, per la qual cosa vam decidir no invertir més tempsi diners
en aquests analisis. Tot i aixd vam rebre s resultats preliminars que havien obtingut, que si
bé han de ser interpretats com a resultats orientatius, indiquen que la[Cho] del medi de cultiu
es veu reduida de manera considerable durant els dies d'incubacié amb els astrocits, i que tal
com temiem, la colina dels pouets tractats amb liti es consumeix més rapidament que la dels
pouets control (Figura R-16A). La concentracio de colina tritiada que addicionem a medi de
cultiu per readlitzar els marcatges és molt menor a la concentracié de Cho freda del medi
(Taula R-2), de manera que qualsevol canvi significatiu en la [Cho]sega del medi resultara en

un canvi significatiu en el percentatge de [*H]-Cho respecte ala Cho total.

DMEM 3d Liti 3dLiti | 7dCtrl | 7dLiti

[*H]-Cho addicionada als pouets

[Cho]freda
28,7 uM ~18 uM ~14uM | ~10uM | ~7 uM
PHl-Cho | Activitat | [[*H]-Cho] ! ! : : :
/pou especifica /pou [[®H]-Cho] respecte [Cho]oa

0.021 % 0.033% | 0.043% | 0.060 % |} 0.086 %

(% liti)
% ctrl) 13 14

0.25 uCi 83 Ci/mmol 6 nM

Taula R-1. Depleci6 de colina en els medis de cultiu. Els resultats preliminars de I’ analisi de colina
del medi mostren una reduccié important en les [Cho] durant el periode d’incubacié amb els astrocits,
que resulta superior en els astrocits tractats amb liti. Tenint en compte que la quantitat de [*H]-Cho
addiciona per pou és molt reduida (6 nM), € percentatge de Cho marcada respecte al total només
dependra de la [Cho] freda del medi. Si els valors de [Cho] mesurats fossin correctes, significaria que
en e moment de fer el marcatge els astrocits tractats amb liti recaptarien per cada mol de Cho, 1.3
vegades (als 3 dies) i 1.4 vegades (als 7 dies) més de [*H]-Cho que s control, fet que interfeririaen la
mesura correcta de lavelocitat de sintesi de PC.
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Aixi doncs, és possible que el tractament amb liti produeixi un increment en la captacio de
colina extracel -lular que provoqui una progressiva disminucio de la seva concentracio en €l
medi de cultiu. Aixd podria explicar perqué a mesura que augmentem el temps de

pretractament amb liti, augmenta la incorporacié de colinatritiada alipids (Figura R-1).

Arabg, els resultats obtinguts amb I addicié de colina freda abans del marcatge amb [*H]-Cho
(Figura R-15), ens fan pensar que aquest fenomen no és suficient per explicar I’ efecte sobre la
incorporacié de [°H]-Cho a lipids a temps llargs de tractament amb liti ( >1 dia). Per dtra
banda, si representem les dades de la figura R-1 de manera proporcional a temps d’incubacié
amb liti (Figura R-16B), observem com el resultat obtingut recorda a d'un assaig d' unio a
receptor, on la corba que relaciona la quantitat de lligand unit amb la seva concentracio consta
de dues components: la uni6 especifica, de comportament hiperbolic, i 1a unid inespecifica, de
comportament lineal. En el nostre cas, també sembla que |’ efecte consti d’una component
lineal, que es manifesta clarament a temps llargs de pretractament amb liti, i que podria ser
deguda a la progressiva disminucio de la concentracio de colina del medi de cultiu, i una atra
de tipus hiperbdlic, amb un efecte maxim a que practicament ja s arriba a partir de les 24

hores de pretractament amb liti, i que multiplica per ~2.5 laincorporaci6 de [*H]-Cho alipids.

A

[CHO] e (M)

PH}-Eha a liplds (dpm)
-

fermps dincubacit [dees) temps de pretractment amb Lith (hores)

Figura R-16. El tractament amb liti redueix la [Cho] del medi de cultiu. A) Andisi per
cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses (GC-MS) de la Cho continguda en €l
medi de cultiu dels astrocits. Els astrocits es van sembrar en plagues de 150 mm acels/ml i en arribar a
la confluencia se’'ls va canviar e medi per DMEM amb un 0.5% d’ FBS. Passades 24 hores s€'Is tracta
onoamb LiCl (5 mM) i s€'ls deixa en incubaci6 durant el's temps indicats, moment en qué es prengué
en medi de cultiu per tal d analitzar-lo. B) Representacié a escala temporal de la figura R-1A, on
sobserva que I'efecte del temps de pretractament amb liti sobre la sintess de PC, mostra un
comportament que recorda la suma d’ una component hiperbolicai una component lineal (representada
amb la linia de punts). Es mostra la mitjana i s.em. de tres determinacions d'una Unica mostra per
cadatractament.

Un altre punt a tenir en compte és que els experiments de marcatge amb [**P]-P;, que no s han
de veure afectats per canvis en la[Cho] del medi, mostren un efecte similar al's obtinguts amb
[*H]-Cho (FiguraR-8D i 8E).
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Amb aquests resultats concloem que s bé existeix una diferéncia en e consum de colina
extracel-lular que contribueix en augmentar I’ efecte del liti sobre la incorporacié de [*H]-Cho
a lipids, aguest fenomen no és suficient per justificar per si sol que amb temps de tractament
amb liti superiors a 1 dia es produeixi un increment en la sintes de PC molt superior a que

s observa amb €l tractament agut.

1.12 Els canvis de medi de cultiu augmenten I'activitat CCT dels astrocits

Si acceptem que la deplecié de colina extracel-lular no és suficient per explicar I’ efecte del
pretractament cronic amb liti sobre la incorporacié de [*H]-Cho a lipids, queda pendent
I” explicacio de la pérdua de I’ efecte en canviar el medi de cultiu dels astrocits moments abans
d addicionar-hi € precursor marcat. Per estudiar qué succeeix amb aquest canvi de medi, vam
redlitzar un experiment de marcatge amb [*H]-Cho per seguir com evolucionen els metabolits
de la ruta de Kennedy en substituir el medi de cultiu dels astrocits. A la figura R-17A
S observa com, tant en els astrocits tractats amb liti com als controls, €l fet de canviar-los el
medi de cultiu al's 60 minuts de marcatge provoca un increment en la quantitat de [*H]-PC i
una disminucié en la de [*H]-P-Cho, indicant que s ha produiit una estimulacié de I activitat
CCT. Aquest fet ens suggereix que en sotmetre els astrocits a un canvi del medi de cultiu es
crea una pertorbacié en la ruta de Kennedy que emmascara els efectes del pretractament amb
liti.

L'analisi de I’estat de la via de senyalitzacié d ERK1/2 en resposta a un canvi del medi de
cultiu ens permet fer-nos unaidea de |’ abast d’ aquesta pertorbacié. A lafigura R-17B podem
observar com els astrocits tractats amb LiCl (5 mM) durant 3 0 7 dies, i incubats en DMEM al
0.5% d' FBS, presenten un grau d’ activacio similar de laviad' ERK1/2 (carrils 6, 7 i 8). Si als
mateixos astrocits se'ls canvia el medi per DMEM a 10% d'FBS (carril 1), es produeix una
forta activacié d’ aguesta ruta, pero sorprenentment, el canvi de medi per DMEM a 0% d’' FBS
també activa la via d ERK1/2 (carril 2). Per tant, I’addicié de medi nou, tingui o no FBS,
produeix una activacio de la cascada d ERK1/2. Si el canvi de medi no es redlitza amb
DMEM nou siné amb medi condicionat, identic al que estrobaals astrocits dels carrils 6, 71 8,
els astrocits també responen amb una activacio de la via d ERKL1/2 (carrils 3,4 1 5). Aquest
experiment indica que e simple fet de canviar el medi de cultiu als astrocits, encara que sigui
substituit per un medi identic (condicionat) a que jatenien, produeix una ateracié en vies de
senyalitzacié essencials per al control de la fisiologia de la cél-lula. Aquest tipus de

pertorbacions han de ser tingudes en compte a |’ hora de dissenyar i interpretar experiments on
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es realitzen canvis del medi de cultiu posteriors a tractament que s estudia, i podrien explicar
perque |’ efecte del pretractament amb liti es veu afectat per larealitzacié d’ un canvi del medi

de cultiu previ a marcatge metabolic.
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Figura R-18. La CCT dels astraocits s activa en canviar-los e medi de cultiu. A) Esvan marcar els astrocits,
pretractats (o) o no (m) durant 7 dies amb LiCl (5 mM), amb 0.25 pCi/pouet de [*H]-Cho. En alguns pouets, als
60 minuts de marcatge se'ls va canviar e medi per medi nou (DMEM + 0.5 % FBS) amb la mateixa
concentracié de LiCl i de [°H]-Cho. Passats els temps indicats, es realitza |’extraccié liquid-liquid dels
components cel-lulars i es vamesurar la radioactivitat de les fases organica (~ [*H]-PC) i aguosa (~ [*H]-P-Cho).
En s astrocits on s ha canviat € medi (linies discontinues) s hi produeix una disminucié en la radioactivitat de
lafase aguosai un increment en la de la fase organica, fet que indica que s esta incrementant la CCT. Les dades
representen la mitjana de 3 punts + s.e.m. d’ un experiment representatiu de 2 experiments independents. B) Grau
de fosforilacié de MEK i ERK1/2 en astrocits tractats durant 30 minuts amb DMEM nou a 10% (carril 1) i 0%
(carril 2) d'FBS; o amb medi condicionat per astrocits control o tractats amb LiCl 5 mM durant 3 o 7 dies
(carrils 3, 4i 5); 0 astrocits tractats amb liti durant 3 0 7 diesi mantinguts en el mateix medi de cultiu (DMEM a
0.5% d'FBS) (carrils 6, 7 i 8). Es mostra un resultat representatiu de dos experiments independents, amb la
mitjanai s.e.m. de cada punt mesurat per triplicat.

1.13 Comparativa dels efectes del liti, el valproat i la carbamazepina

sobre la sintesi de fosfolipids

L’ estudi del mecanisme molecular pel que € liti atera el metabolisme de la PC havia estat
resultant molt més complex del que vam creure en iniciar aguest projecte. La comprensio
d agquest fenomen requeria uns esforgos economics i temporals notables, motiu pel quan ens
vam haver de preguntar per la conveniencia de continuar per aquesta linea d’investigacio. Els
nostres resultats al voltant del liti i els fosfolipids serien importants en tant que contribuissin a
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aclarir les seves propietats citoprotectores, o encara millor, que es mostressin relacionats amb
el seu mecanisme terapéutic. EI mecanisme molecular dels farmacs emprats en el tractament
dels trastorns bipolars continua sent desconegut, perd una de les principals estrategies que es
segueixen per tal de trobar-lo és identificar quins efectes comuns presenten els diferents
farmacs emprats (revisat a Hardwood i Agam, 2003). Es per aguest motiu que abans
d  aventurar-nos en nous experiments al voltant dels efectes del liti sobre el metabolisme dels
fosfolipids, vam volem anadlitzar s aquests eren reproduits per algun altre dels farmacs
estabilitzadors de I’ estat d’ anim.

Anteriorment ja s havien descrit alguns efectes comuns del liti, el vaproat i la carbamazepina
(revisat a Williams et a., 2002; Hertz et a., 2004), de manera que vam voler comparar els
efectes d’ aquestes tres substancies sobre la incorporacié de [*P]-P; as diferents fosfolipids.
Als panells de la dreta de la figura R-18, que mostren les 4 primeres hores de marcatge amb
[*2P]-P; en astrocits tractats amb liti, valproat o carbamazepina, hi podem observar que la PC
és e fosfolipid que es veu meés afectat pel pretractament dels astrocits amb els diferents
farmacs. Maauradament I’ efecte que hi produeixen el valproat i 1a carbamazepina és de signe
contrari a que té Iloc amb liti, és a dir, redueixen la incorporacié de [*P]-P a PC. En canvi
els tres farmacs coincideixen en I’ efecte sobre el Pl, amb una disminucié en el seu marcatge
que si bé és un efecte meés lleu que el mesurat en la PC, cal tenir-lo molt present si tenim en
compte la controvérsia existent al voltant de la capacitat dels estabilitzadors de I’ estat d’anim
d afectar la sintesi de fosfoinositids (Berry et a., 2004). Pel que faalaPE, € liti hi exerceix
un notable efecte inhibitori que també es dona, tot i que en menor grau, en €ls astrocits
tractats amb valproat. Finalment pel PA, e marcatge és molt feble i tenint en compte que la
seva separacio de la PE per TLC no era perfecta cal analitzar les dades amb prudencia, pero
semblaria que el valproat hi té un efecte reductor mentre que no s observa un efecte clar per la
carbamazepinai €l liti.

Si portem el marcatge fins ales 24 hores, on les vies de sintesi i degradacio de fosfolipids ja
hauran arribat a I'estat estacionari pel que fa a [*P]-P, podem comprovar s els efectes
observats es tradueixen en una progressiva acumulacié o reduccié dels nivells totals de cada
fosfolipid. Pel que fa a liti, veiem que a diferencia del que passa a temps més curts, €l
pendent entre els punts 4 i 24 hores ésigual pels controlsi pels tractats, tant pel quefaalaPC
com ala PE, que es veu inhibida pel liti, fet que indica que I'increment o la disminucio en la
velocitat d'incorporacié de [**P]-P, a fosfolipid, es veu compensat per un increment o
disminuci6 en laseva velocitat de degradacio.
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Figura R-18. Elslliti, € valproat i la carbamazepina alteren el metabolisme dels fosfolipids. Els
astrocits sembrats en plagues de 24 pouets van ser incubats en DMEM + 0.5% d' FBS durant 8 dies, en
presencia de DMSO (m) i LiCl (5mM) (o), Vaproat sodic (0.5 mM) (e), 0 Carbamazepina (100 uM)
(v) durant els darrers 7 dies d’ incubaci6. Passat aquest temps es van marcar amb 10 pCi/pouet de [*2P]-
P, i alstemps indicats es van extreure els lipids cel -lular (unint e contingut de 3 pouets per cada punt),
es separaren per TLC i es mesura la radioactivitat associada als diferents fosfolipids. Els panells de la
dreta mostren ampliades les 4 primeres hores de marcatge. Les dades representen la mitja de dos punts
* s.e.m. d' un experiment representatiu de 3 experiments independents.
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Pel que faal Pl, s observa que la diferéncia de marca radioactiva entre els astrocits control i
els tractats amb liti no només no s'amplia entre les 4 i 24 hores sind que es va reduint fins a
punt que a les 24 hores la quantitat de [*P]-PI dels astrocits control i tractats amb liti ésigual
o fins i tot superior en aguests darrers. Aixo podria indicar que tot i que € liti redueix la
biosintesi de PI, també en disminueix e seu catabolisme, de manera que la quantitat total de
Pl de la cél-lula no es veuria reduida pel tractament amb liti, perd en canvi algunes vies de
senyalitzacio associades a metabolits derivats del Pl es podrien veure atenuades. Arabé, el P
sincorporaa Pl anivell del [*P]-PA, que passaa [**P]-CDP-DAG i posteriorment a[**P]-P!,
de manera que aquest increment en el marcatge del Pl a temps llargs de marcatge (24h),
podria ser degut a un increment en el [*?P]-PA format per acci6 de les PLD sobre la[*P]-PC,
gue es trobaria incrementada pel tractament amb liti. Per la seva banda, €ls astrocits tractats
amb valproat 0 carbamazepina, mostren un pendent en les dpm associades a Pl entre les 4 |
24 hores equivalent a control, de manera que el seu efecte inhibitori sobre la sintesi de Pl
també es veuria compensat per la menor velocitat de consum d' aquest fosfolipid. En canvi, els
nivells de PC marcada a les 24 hores de marcatge en astrocits tractats amb valproat o
carbamazepina son molt inferiors als control, fet que podria indicar que aguests farmacs
redueixen els nivells de PC cel-lular.

1.14 Connexio entre la sintesi de fosfatidilcolina i de fosfatidilinositol

Haviem comprovat que €ls efectes del liti no es restringien a la ruta de Kennedy siné que
estaven produint una alteracié general en e metabolisme dels fosfolipids. Els diferents
fosfolipids estan intimament relacionats entre €ells, i I'alteracié d’alguna de les vies del seu
metabolisme pot acabar afectant-los a molts nivells, fet que ens va motivar a cercar una

explicacié unitaria pel fenotip que observavem.

Un dels punts més interessants és que €l liti incrementalaratio sintesi de PC/sintesi de PI, un
fet que ja s havia destacat en estudis en llevats tractats amb liti (Ding i Greenberg 2003). Aixo
es podria explicar per un desplacament general de les rutes de sintesi de fosfolipids cap ales
vies dependents de DAG en detriment de les que parteixen del CDP-DAG, tal com es pot
deduir de I’esquema de la figura R-19. Segons la hipotesi de la deplecié d'inositol, la
inhibicio de la IMPasa per part del liti provoca una disminucié en els nivells d’inositol, que
passen a ser € factor limitant per a la sintesi de Pl fins al punt que s acaba inhibint aguest
procés. S ha descrit que aquestainhibicio de lasintesi de Pl per deplecio d’inositol es tradueix
en una acumulacio de I’ altre substrat de la Pl sintasa, el CDP-DAG (Stubbsi Agranoff, 1993).
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Es logic pensar que la cél-lula respondra a I’ excés de CDP-DAG frenant la formacio de més
CDP-DAG apartir de PA, i per tant, afavorint €l pasde PA aDAG, ésadir, afavorint lesvies
de sintesi de fosfolipids de la branca del DAG en detriment de la de CDP-DAG. Un increment
en els nivells de DAG afavoriralasintesi de PC, ja sigui per unamgjor disponibilitat de DAG
com a substrat com per |’ activacio de la CCT pel propi DAG (Slack et al., 1991). D’ aguesta
manera es podria explicar com la inhibicio de la IMPasa pel liti, que disminueix els nivells

d’inositol i per tant lasintesi de Pl, acaba incrementant la sintesi de PC.

Figura R-19. Principals efectes dd liti sobre el metabolisme dels fosfolipids. Els nostres resultats indiquen
gue juntament amb la inhibici6 directa de la IMPasa, € liti augmenta la sintesi de PC per la ruta de Kennedy,
mentre gque redueix la sintesi de PE i PI, aixi com la sintesi d'acids grassos a partir d’ acetat. Abreviatures:
glicerol-3-fosfat (G-3-P); &cid gras acilat a coenzim A (acil-CoA); acid lisofosfatidic (LPA); acid fosfatidic
(PA); diacilglicerol (DAG); colina (Cho); fosfocolina (P-Cho); CDP-colina (CDP-Cho); fosfatidilcolina (PC);
fosfatidiletanolamina (PE); CDP-etanolamina (CDP-Etn); fosfatidilserina (PS); CDP-diacilglicerol (CDP-DAG);
inositol (Ins); fosfatidilinositol (P1); fosfatidilinositol-4-5-bisfosfat (Pl-4,5-P,); inositol-1,4,5-trisfosfat (1Ps);
inositol fosfat (InsP); fosfolipasa C (PLC); fosfolipasa D (PLD); inositol monofosfatasa (IMPasa); acid fosfatidic
fosfatasa (PAP); diacilglicerol quinasa (DAGK); colina quinasa (CK); CTP:fosfocolina citidiltransferasa (CCT));
CDP-colina:1,2-diacilglicerol colinafosfotransferasa (CPT).

Per estudiar s aguest podia ser e mecanisme d'accié del liti sobre el metabolisme dels
fosfolipids, vam realitzar experiments de marcatge amb [**P]-P, i [*C]-acetat en astrocits
tractats amb liti. Alguns astrocits van ser tractats també amb inositol, per comprovar si amb la
seva presencia es revertien les ateracions en e metabolisme dels fosfolipids provocades pel
liti, fet que indicaria que son degudes a la deplecié d’inositol (Figura R-20A). Ta com
haviem observat en experiments anteriors, € liti incrementa la sintesi de PC, disminueix lade

Pl i, simultaniament, redueix la incorporacié de [**C]-acetat a anbdés fosfolipids. L’ addicié
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d'inositol redueix parcialment I’ efecte del liti sobre la incorporaci6 de [*?P]-P; a PC, perd no
modifica la inhibicié en la incorporacié de [*C]-acetat als fosfolipids. Sorprenentment,
I”addicié d'inositol no reverteix lainhibicié de lasintesi de PI provocada pel liti, és més, lafa
més pronunciada en incrementar |leugerament la incorporacié de [*P]-P, a Pl en els astrocits
control, sense alterar els astrocits tractats amb liti. Aquest fet indicaria que la inhibicié de la
sintesi de Pl provocada pel liti no es deuriaaladeplecié d'inositol causada per lainhibicio de

lalMPasa.

Per tal de poder acceptar 1a nostra hipotesi de treball, que relaciona lainhibicio de lasintesi de
Pl amb un augment en la de PC, cal que a partir de la mateixa font de PA es pugui sintetitzar
tant el CDP-DAG per lasintesi de PI, com el DAG emprat per lasintesi de PC, de manera que
es pugui produir una competicio entre les vies de sintesi de Pl i de PC per als mateixos
donadors del seu esquelet alifatic. Per comprovar-ho, vam voler interferir I’ equilibri entre €
CDP-DAG, e PA i e DAG inhibint amb propranolol la PAP (Pappu AS, Hauser, 1983), que
catalitzala desfosforilacio del PA per donar DAG. Si les mateixes molécules de PA poden ser
emprades tant per ala sintesi de Pl com de PC, el propranolol bloquejara el flux del PA cap a
la formacié de DAG i PC, afavorint la branca del CDP-DAG de sintesi de fosfolipids, i per
tant incrementant la sintesi de PI. Per altra banda, també vam tractar astrocits amb 1,2-sn-
dioctanoilglicerol (DiC8), per ta destudiar com responia € sistema a un augment en els
nivellsde DAG.

A lafigura R-20A podem observar com el propranolol, en inhibir laconversié del PA aDAG,
afavoreix lasintes de Pl i inhibeix la de PC, tant en astrocits control com en els tractats amb
liti. EI DIC8, per la seva banda exerceix |’efecte contrari, incrementant la sintes de PC i
inhibint la de PI. El fet que I'increment en la sintes de PC produit pel DiC8 no es vegi
acompanyat d’un increment en e marcatge amb [“*C]-acetat, podria indicar que aquest
augment es produeix emprant DAG no marcat, com és el cas del propi DiC8 afegit a la
cél-lula, fet que ens podria fer pensar que el DiC8 actua com a substrat de la CPT per tal
d incrementar la sintesi de PC, i que per tant en les nostres condicions en DAG, i no la CDP-
Cho, és € factor limitant per ala sintesi de PC. Ara bé, en e marcatge de la PC amb [*C]-
acetat, si bé hi ha una contribucié de les molécules de [**C]-DAG emprades per alasintesi de
[**C]-PC durant el temps de marcatge, segurament es deu majoritariament als processos de
desacilacio/reacilacié que sofreix latotalitat de la PC cel-lular, acabada de sintetitzar o no, per
la qual cosa, un increment en les vies de sintesi de PC no ha de produir necessariament un
increment important en el marcatge amb [**C]-acetat.
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Figura R-20. Connexi6 entre la sintesi de PC i de PI. A) Els astrocits sembrats en plaques de 24 pouets van
ser incubats en DMEM + 0.5% d’'FBS durant 7 dies, en presencia o no de LiCl (5mM) durant els darrers 3 dies
d’incubacié. Passat aguest temps alguns pouets es van tractar amb inositol (10 mM), propranolol (60 uM) o
dioctanailglicerol (DiC8, 25 uM) i una hora després es van marcar amb 5 pCi/pouet de [*P]-P, i 1 nCi/pouet de
[*C]-acetat. A les quatre hores de marcatge es van extreure els lipids cel-lulars (unint e contingut de 2 pouets
per cada punt), es separaren per TLC i es mesura la radioactivitat associada als diferents fosfolipids. Els panells
de ladreta mostren ampliades les 4 primeres hores de marcatge. B) Experiment analeg a (A) marcant els astrocits
amb 0.25 pCi/pouet de [*H]-Cho durant 2 hores i mesurant la seva incorporacié a fosfolipids. Les dades
representen la mitja i la s.em de cada punt per quadruplicat d’'un experiment representatiu de 3 experiments
independents (* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 , liti vscontrol).
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Per altra banda, si el DiC8 simplement actua com a substrat per a la sintesi de PC, és dificil
d entendre que produeixi una inhibicié en la sintesi de PI, ja que a diferéncia del propranolol,
que incrementa els nivells de PA en detriment del DAG, I'addicié de DiC8 no hauria de
disminuir els nivells de PA i CDP-DAG per a la sintesi de Pl. Es més, tot i que els &cids
grassos del DiC8 no sén els que es troben majoritariament en € Pl, que sol contenir acid
estearic i araquidonic, mitjancant processos de substitucio d’acids grassos la cél-lula podria
emprar €l DiC8 exogen per tal de sintetitzar un DAG, PA o CDP-DAG adequat per alasintesi
de PI, de manera que s e DiC8 simplement actués com a substrat, no només no hauria

d’inhibir lasintesi de Pl sin6 que finsi tot podriaincrementar-la.

A part de ser un dels substrats per ala sintesi de PC, e DiC8 pot incrementar la velocitat de
sintes d' aquest fosfolipid gracies a la seva capacitat d activar la PKC (Capogross et al.,
1990), fet que augmenta la sintesi de PC (Kiss et al., 1998), o, encara més directament,
afavorint la uniéo a membranes i activacio de la propia CCT (Slack et al., 1991). D’ aguesta
manera €l DiC8 afavorireix la via de Kennedy, fet que provocara un major consum de DAG,
gue no podra ser processat per tal d’ obtenir CDP-DAG per sintetitzar Pl, i que explicaria
perque e DiC8 incrementa la sintesi de PC i redueix la de Pl (Figura R-19A). Un punt de
gran interés hauria estat comparar I’ efecte del DiC8 en astrocits control i tractats amb liti,
mal auradament encara no hem pogut portar a terme aguest experiment en astrocits marcats
amb [**P]-P, i [*C]-acetat. Tot i aix0, els experiments d’incorporacié de [*H]-Cho mostren
que en presencia de DiC8, que produeix un increment en la velocitat de sintesi de PC,
practicament s elimina I’ efecte relatiu del liti sobre la sintes de PC (Figura R-20B). Aquest
resultat té grans implicacions per a la comprensié del mecanisme molecular pel qual € liti
incrementa la velocitat de sintesi de PC, fet que faimprescindible ampliar I’ estudi dels efectes
del DiC8 sobre les alteracions produides pel liti en astrocits.

1.15 El liti no incrementa els nivells de CDP-DAG ni de DAG en astrocits

El fet que la reduccié en la sintesi de Pl causada pel liti no es pogués revertir amb I’ addicié
dinositol (Figura R-19A), ens va fer pensar que possiblement no era deguda a la manca
d’inositol Iliure provocada per la inhibicié de la IMPasa. La deplecio d'inositol afectara la
sintesi de Pl quan els nivells d’'inositol siguin el factor limitant per alareaccié delaPl sintasa.
En aguestes condicions, la inhibici6 de la sintesi de Pl anira acompanyada d’ una acumulacié
de CDP-DAG, I'dtre substrat de la Pl sintasa. Per tant, vam voler comprovar si en el nostre
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sistema s estava produint aquesta acumulacio de CDP-DAG. A la figura R-21A podem
observar com el tractament amb liti, no només no incrementa els nivells de CDP-DAG, sin6
gue els disminueix. Paral-lelament, € tractament amb CDP-Cho, el precursor de la PC, també
provoca una reducci6 dels nivells de CDP-DAG. Aquests experiments, juntament amb els de
la figura R-20, ens fan pensar que € liti, més que afavorir la sintesi de PC gracies a la seva

capacitat d'inhibir lasintesi de Pl actuant anivell delalMPasa, esta produint I’ efecte invers.
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Figura R-21. Efectes ddl liti sobre els nivellsde CDP-DAG i de DAG A) Els astrocits sembrats en plagues de
24 pouets van ser incubats en DMEM + 0.5% d' FBS durant 7 dies. Durant els darrers 3 dies d'incubacio, es van
tractar els pouets corresponents amb LiCl (5mM), inositol (10 mM), o CDP-Cho (1 mM) i simultaniament es van
marcar amb 2 pCi/pouet de [°H]-citidina. Passats els 3 dies de tractament i marcatge, es va mesurar la
radioactivitat associada als lipids cel-lulars, corresponent als CDP-DAG. B) Nivells absoluts de DAG mesurats
pel metode de la DAGK en astrocits tractats amb LiCl (5 mM) durant els temps indicats. Els resultats de (A)
representen lamitjanai s.e.m. d’un experiment representatiu de dues répliques, on cada punt va ser analitzat per
quadruplicat, mentre que I’ experiment de (B) només s ha realitzat una vegada analitzant cada tractament per
triplicat ( **p<0.01, liti vscontral)..

Es adir, € liti, en potenciar la ruta de Kennedy, esta augmentant el consum de DAG, reduint
laformacié de CDP-DAG a partir del PA provinent del DAG, i per tant, inhibint la sintesi de
Pl. D’ aguesta manera, €l factor limitant per alasintesi de Pl que estaria reduint €l liti seria el
CDP-DAG, i no I'inositol, fet que explicaria perque I'addicié d’'inositol no incrementa la
sintesi de Pl en astrocits tractats amb liti. En consonancia amb aquesta possibilitat, ala figura
R-21B es mostra un experiment on s observa com el tractament amb liti, no només no
incrementa els nivells de DAG, sind que els podria estar reduint. Caldra replicar aguest
experiment per confirmar si realment el liti redueix els nivells de DAG cdl-lular, fet que

tindria grans implicacions per alacomprensio del seu mecanisme d’ accio.
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2 Efectes del liti sobre I'alliberacié de senyals quimics

2.1 Paper del liti sobre la secrecio de citoqguines

Els resultats obtinguts amb medi condicionat per astrocits tractats amb liti ens van fer pensar
que € liti aterava I'alliberacid, per part dels astrocits, de certes molécules amb activitat
paracrina 0 autocrina. Per atra banda, arran d'una col-laboracié amb e grup de la Dra
Jackowski del St. Jude Children's Research Hospital (Memphis, USA), haviem observat que
en macrofags knockout condicional per la CCT-a, que presentaven una menor taxa de sintesi
de PC, s'hi produia una inhibicié en la secrecio de citoquines com el TNF-a (Tian et a.,
2008). Aquest efecte era degut a una alteracio en la via secretoria que provocava l’ acumulacio
de les citoquines al Golgi. Aixo ens vafer pensar que |I'increment en la sintesi de PC observat
en astrocits tractats amb liti podria resultar en I’ efecte contrari, és a dir, estimular la secrecié
de citoquinesi/o altres proteines senyalitzadores.

2.1.1 Ellitiincrementa l'alliberacié de TNF-a en cultius d’astrocits

Ta com s havia redlitzat amb els macrofags CCT-a -/-, vam decidir estudiar la secrecié de
TNF-a. en cultius d astrocits, que alliberen aguesta citoquina en ser estimulats amb
lipopolisacarid bacteria (LPS) (Sawada et al., 1989). D’ aquesta manera vam comprovar que €l
tractament amb liti provoca un increment en I'aliberacié de TNF-a. en astrocits (Figura R-
22A). Per dtra banda, €ls astrocits estimulats amb LPS mostraven el mateix comportament
que els no tractats en relacio as efectes del liti sobre la sintesi de PC (Figura R-22C), per la
qual cosa era factible que la major secrecio de TNF-a estigués relacionada amb I’ increment

en lavelocitat de sintesi de PC.

Coneixent les propietats citoprotectores del liti (revisat a Chuang, 2005) vam voler comprovar
gue aguest increment en I'alliberacié de TNF-a no fos degut a un efecte protector davant
I’ estrés produit per I'LPS, que resultés en un major nombre d astrocits vius en les plaques
tractades amb liti. Vam analitzar la viabilitat cel-lular en els cultius tractats amb LPS pel
metode de I’MTT i vam observar que €l liti no només no estava protegint els astrocits de la
mort cel-lular, sin6 que els fela més sensibles a I’ LPS (Figura R-22B). Aquest fet podria ser
degut a la major quantitat de TNF-a produit pels astrocits tractats amb liti, que pot acabar

activant vies de mort cel-lular (revisat aLorz i Mehmet., 2009).
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Figura R-22. El liti incrementa la secrecié de TNF-a en astrocits. Els astrocits secundaris van ser sembrats a
100000 céls/pouet en plagues de 24 pouets. Després de 3 dies proliferant (DMEM + 10% FBS), el medi es va
canviar a DMEM + 0,5 % FBS per aturar €l cicle cel-lular dels astrocits, que es van mantenir en aguest medi
durant 4 dies, els 3 darrers en presencia o absencia de LiCl. Passat aquest temps, es van estimular amb 0,1 mg/ml
d’'LPS durant els temps indicats. A) Determinacié per ELISA del TNF-a en medi de cultiu desprésde 4, 8 i 24
hores de tractament amb LPS. B) Assaig MTT de supervivencia cel-lular ales 24 hores de tractament amb LPS
en astrocits pretractats amb LiCl o NaCl a les concentracons indicades. C) Incorporacié de [*H]-Cho a lipids en
astrocits pretractats o no amb LiCl 5 mM i estimulats durant 4 hores amb 0,1 mg/ml. Els resultats representen la
mitjanai s.e.m. de 3 experiments independents, on cada punt va ser analitzat per triplicat (* p<0.05, **p<0.01).

En aguest punt, calia comprovar si tal com suposavem, aquest efecte tenia lloc per un
mecanisme similar, pero de signe contrari, a gque s observa en els macrofags CCT-a -/-, ésa
dir, afavorint |’ exportacié de vesicules del Golgi gracies al’increment en la sintesi de PC. La
complexitat técnica que requereix I'estudi del transport vesicular intermembranal ens va
decidir a redlitzar una estada a Consorzio Mario Negri Sud (Italia), en € grup de la doctora
Daniela Corda, de gran experienciai prestigi en €l camp del rol dels fosfolipids en e transport
intermembranal. Durant els 7 mesos que vaig treballar en el seu laboratori, vaig poder estudiar
I’efecte del liti sobre |'exportacié de vesicules del Golgi a la membrana plasmatica i,
para-lelament, participar activament en un dels projectes d’investigacié de la doctora Corda,
al voltant del paper de I’ acilacio de I’ acid lisofosfatidic en la fissio de les vesicules del Golgi

promoguda per la proteina BARS (Weigert, 1999).
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2.2 Estudi del transport de vesicules des de l'aparell de Golgi a la

membrana plasmatica.

Per al’analisi de |’ exportacié de proteines des del TGN (Trans-Golgi Network) es va emprar
I"assaig VSVG (Hirschberg et a., 1998), basat en la monitoritzacio del transport de la
proteina virica integral de membrana VSVG des de I'aparell de Golgi a la membrana
plasmatica (Figura M-3).

2.2.1 El liti no afecta I'exportacié de vesicules del Golgi cap a la membrana
plasmatica en cel-lules COS-7

Els primers assaigs es van realitzar en cdl-lules COS-7, que es van transfectar amb un plasmid
per al’expressio de la variant termosensible de la VSV G conjugada a una proteina que emet
fluorescénciaen laregi6 del vermell (VSVG-cherry). En cap dels experiments es va observar
gue el tractament amb liti afecti € transport de vesicules del Golgi ala membrana plasmatica
en cél-lules COS-7 (Figura R-23). També es va andlitzar |’ efecte del valproat, que inhibeix la
sintesi de PC i per tant, segons la nostra hipotesi de treball, podria alentir la via secretoria,

perd tampoc hi vam observar cap alteracié en el transport intermembranal .

120 =

VSVG cammiers/cell

Control Liti alproat 0

Ctrl Liti Valproat

Figura R-23. Assaig VSVG en COS-7 tractades amb liti o valproat. Les cdl-lules COS-7 van ser sembrades
a 25000 celsyml en DMEM + 10% FBS. Passades 24 hores es van tractar amb liti (5 mM) o valproat (0.8 mM) i
es van incubar 24 hores més abans sobreexpressar-hi la VSV-cherry i seguir el protocol de I'assaig VSVG.
Passats els 30 minuts finals a 32 °C, les cdl-lules es van fixar amb paraformaldehid, es van permeabilitzar amb
saponina i es van preparar per a laimmunocitoquimica de la VSVG. La marca principa correspon alaVSVG
del Golgi, des d' on es formen les petites vesicules carregades amb la proteina. L’ experiment es va reditzar per
triplicat i comptant 15 cél-lules per tractament en cada ocasi6.

Si bé les COS-7 son un bon model per as estudis de transport vesicular, resulten massa
allunyades dels cultius d' astrocits, € nostre principal objecte d estudi. Aixi doncs, tot i que no
havien estat emprats mai en els laboratoris de la Dra. Corda, ens vam disposar a realitzar

aquests experiments en cultius primaris d’ astrocits.
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2.2.2 El liti no afavoreix I'exportacié de vesicules del Golgi cap a la membrana
plasmatica en cultius d’astrocits

Els cultius primaris d'astrocits de rata es van ressembrar sobre cobreobjectes de vidre en
plaques de 24 pous per a la redlitzacié de I'assaig de VSVG. Per la poca €ficiencia de
transfeccio que es sol obtenir en astrocits, es va optar per infectar les cél-lules amb la soca
ts045 del virus VSV, que indueix I'expressio de la VSV G termosensible (Gallione i Rose,
1985). Una dltra dificultat afegida de |’assaig en astrocits era que per la seva morfologia
estrellada i amb gran solapament intercel-lular, resultava complicat analitzar-los pel mateix
métode que les COS-7, comptant les vesicules transportadores formades per unitat de temps,
ja gque les imatges obtingudes eren d'una complexitat massa gran. Per superar aguest
entrebanc I'assaig es va portar a terme sense |’acid tannic, permetent que les vesicules es
fusionessin amb la membrana plasmatica i s'hi difongués la VSVG. Redlitzant la tincio
immunocitoquimica de la VSVG sense permeabilitzar la cél-lula, es pogué mesurar la
quantitat de VSV G transportada a la membrana plasmatica des del Golgi durant e temps
d’incubaci6 a 32 °C (figuraM-3).

Tal com sobserva a la figura R-24 ni € liti incrementa la capacitat dels astrocits de
transportar la VSVG des del Golgi fins a la membrana plasmatica, ni € tractament amb
valproat la disminueix, fet que ens vaobligar areplantgjar les nostres hipotesis. Sabiem que €
liti incrementa la velocitat de sintesi de PC en astrocits, aixi com la seva capacitat de secretar
TNF-o. Créiem gue ambdds efectes es podien relacionar partint del fet que lainhibicié de la
sintes de PC produeix una disminucié en la secreci6 de TNF-o degut a 1’alteradi del

transport del pro-TNF-a del Golgi a la membrana plasnatica (Tian et a., 2008), i per tant, es
podia pensar que els efectes observats amb € liti eren deguts al fenomen oposat, es a dir, a
I"acceleracié del transport de vesicules del Golgi a la membrana plasmatica. Descartada
aquesta hipotesi, calia comprovar si I'increment en I'aliberacié de TNF-a es devia a un

augment general de larespostainflamatoria dels astrocits en resposta L PS.
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Figura R-24. Assaigs VSVG en astrocits tractats amb liti o valproat. Els astrocits secundaris van ser
sembrats a 50000 calsyml en DMEM + 10 % FBS. Després de 3 dies, el medi es va canviar a DMEM + 0,5 %
FBS per aturar €l cicle cel-lular dels astrocits, que es van mantenir en aquest medi durant 4 dies, periode durant
el qua es van tractar amb LiCl (5 mM) o vaproat (0.8 mM) durant els temps indicats. Passats € periode
d'incubacio, es van infectar amb €l virus VSV i es va seguir e protocol de I'assaig de VSVG. En €els panells
superiors es mostren els astrocits a temps 0, amb la VSVG acumulada en |'aparell de Golgi (cél-lules
permeabilitzades), i als pandlls inferiors es mostralaVSVG que ha arribat ala membrana plasmatica als 60 i 90
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minuts d'incubacié a 32 °C (cél-lules no permeabilitzades). Es mostra un experiment representatiu de dos
experiments independents.

2.3 Paper del liti en la resposta inflamatoria en resposta a LPS

Un dels models més emprats per estudiar in vitro la resposta inflamatoria en astrocits és €

tractament dels cultius amb LPS (revisat a Saura, 2007). La resposta dels astrocits a LPS es
caracteritza pels tipics marcadors de reactivitat glial, com ara canvis en la seva morfologia, 0
alliberacié de molécules com el TNF-a, I’0xid nitric (NO) o la prostaglandina E2 (PGE;). Si

bé els cultius secundaris d’ astrocits secreten TNF-a. en resposta a LPS (Figura R-22), teniem
moltes dificultats per obtenir resultats reproduibles ja que la intensitat de la resposta variava
molt de cultiu a cultiu. Per altra banda, en la majoria d’ experiments realitzats, no s aconseguia
estimular la secreci6 de NO amb €l tractament amb LPS, mentre que |I'efecte era clar en

cultius de microglia, o en cultius primaris d’ astrocits corticals (Figura R-25A).
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Figura R-25. Caracteritzacié de |'efecte de I'LPS sobre és cultius de glia. Els diferents cultius van ser
tractats amb 0,1 ug/ml d'LPS. A) Efecte de I'LPS sobre I'aliberacio d'oxid nitric (NO) en cultius primaris i
secundaris d' astrocits i en cultius de microglia, obtinguts com es detalla en I apartat de materials i métodes. B)
Nivells de TNF-a. i NO en e medi de cultiu d' astrocits primaris al |larg del temps d’estimulacié amb LPS. C)
Inducci6 de I’ expressié de COX-2 i degradacié de 1kB-a en cultius primaris d’ astrocits estimulats amb LPS. D)
Tinci6 immunocitoquimica de la COX-2 (Verd) i dels nuclis cel-lulars (DAPI, blau) en cultius primaris
d’astrocits sotmesos a 0,1 ug/ml d’'LPS durant 18 hores. S observa que la majoria de cél-lules expressen la
COX-2, que es localitza ad ER i I'embolcall nuclear, amb diferents nivells d’expressié segons la cél-lula. La
determinacié de NO i TNF-a es mostra com a mitjana de tres experiments independents, on cada punt es mesura
per triplicat, mentre que es mostren experiments representatius de lainduccié de COX-2 (***p<0.001).
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Aquests cultius si bé es troben enriquits en astrocits, també contenen quantitats significatives
d altres tipus cdl-lulars, com ara la microglia, de manera que en realitat son cultius mixtes de
cél-lules glials (figura R-26). El paper de la microglia en la resposta a LPS dels cultius
enriquits en astrocits és un tema controvertit del que no som experts (revisat a Saura, 2007),
perd amb els nostres experiments, els cultius primaris enriquits en astrocits mostraven una
resposta inflamatoria més clara i reproduible que €els cultius secundaris, de manera que vam
decidir reditzar els experiments en aguests cultius mixtes de glia. En aquest model, podem
observar com el tractament amb LPS hi produeix un increment en I’ aliberacié de TNF-a, de
NO i en I’expressio de COX-2, aixi com una rapida degradacio de 1xB-a, que indica que

s estaactivant laviadel’NF-xB (Fig R-25).

Figura R-26. Preséncia de microglia en €els cultius primaris d’astrocits. Immunocitoquimica representativa
d'un cultiu primari d'astrocits provinents de cortex de rates nounades, mantingut durant dues setmanes amb
DMEM a 10% d'FBS i 8 dies amb DMEM a 0.5% d FBS. Les cdl-lules van ser tenyides amb &l marcador
d'astrocits GFAP (vermell) i el marcador de microglia OX42 (verd). Els nuclis apareixen tenyits amb DAPI
(Blau).
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2.3.1.1 El liti incrementa I'alliberaci6 de TN de NO i I'expreséi de COX -2 en astrocits
tractats amb LPS

Tal com podem observar en la figura R-27 € pretractament dels cultius primaris enriquits en
astrocits amb liti (5 mM), provoca un increment en |’ alliberacio de TNF-a, pero també en la
producci6 de NO i en I'expressido de COX-2, I'enzim responsable de la sintes de
prostaglandines en situacions d'inflamacié (revisat a Wu, 1995), fet que ens indicaria que €l
liti, més que estar afavorint la via secretoria de proteéines com e TNF-o, en realitat est
incrementant larespostainflamatoriade laglia
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Fig R-27. El liti incrementa I’ alliberacié de TNFa de NO i I’expre ssié de COX-2 en astr ocits tractats amb
LPS. A i B) Els astrocits primaris es van fer créixer durant 2 setmanes en DMEM + 10 % FBS, i seguidament es
van incubar durant 8 dies en DMEM + 0.5 % FBS, €els 7 Ultims dels quals en preséncia de LiCl 5mM. Passat
aguest temps, es van tractar amb 0,1 ng/ml d'LPS i esvan anar recollint mostres del medi als temps indicats, per
tal d’'andlitzar-ne € contingut de TNF-o i de nitrits. , moment en qué es van llisar per a la redlitzacié del
western-blot. C) Nivells d’ expressio de COX-2 en astrocits tractats com en (A) i estimulats durant 18 hores amb
0,1 ng/ml d’'LPS. Es mostra la mitjana de tres experiments independents, on cada punt es mesura per triplicat, i
un western-blot representatiu de lainducci6é de COX-2 (**p<0.01, ***p<0.001).

2.3.2 El bloqueig de I'alliberacio de TNF-a no altera I'efecte del liti sobre la
induccio de la COX-2

A diferéncia dels efectes sobre la secrecié d’'una proteina, com el TNF-a,, ho sembla que un
increment en |’ expressié de proteines proinflamatories com la COX-2 o en la produccié d’ un
gas com I'NO, siguin fenomens que es puguin relacionar directament amb I’ alteracio de les
rutes de transport vesicular intermembranal. Ara bé, tal com s observa en la figura R-27, a
diferencia de la inducci6é de la COX-2 o I'dliberacié de NO, que tenen lloc varies hores
després de|’addicio d’ LPS, la secrecié de TNF-a és un fenomen primerenc en la resposta dels
astrocits a aquest agent inflamatori. Aquest resultat ens va fer pensar que I'increment en
I’ expressio de COX-2 o en I’alliberacié d’NO podria ser degut a |’ efecte paracri o autocri del

propi TNF-a, alliberat en major quantitat en els ast@cits tractats amb liti. Per comprovar -ho,
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vam bloguejar la secrecié de TNF-o mitjancant el tractament amb propranolol. El propranolol
a més de ser un antagonista 3-adrenergic, també actua com a inhibidor de la PAP (Pappu i
Hauser, 1983), I’enzim que catalitza la conversié del PA a DAG (Roberts et al., 1998).
Inhibint aquesta reacci6, les membranes cel-lulars veuen reduits els seus nivells de DAG, un
component indispensable per als processos de transport vesicular (Baron i Mahotra, 2002,
Fernandez-Ulibarri et al., 2007; Litvak et al., 2005). Alterant €l transport intermembranal, €l
propranolol blogueja I’exportacié del pro-TNF-o. del Golgi a la membrana plasmatica de
macrofags tractats amb LPS (Tian et al., 2008), reduint-ne la seva secrecio, aixi com la

d’ altres citoquines que es processen per la via secretoria.
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Figura R-28. El blogueig de I'alliberacié de TNF-a amb propranolol no altera I’ efecte del liti sobre la
inducci6 de la COX-2. Els astrocits primaris es van deixar proliferant durant 2 setmanes en DMEM + 10 % FBS,
i seguidament se'ls va incubar durant 8 dies en DMEM + 05 % FBS, retractant-los amb LiCl a les
concentracions indicades durant els darrers 7 dies. Passat aquest temps, es van estimular amb 0,1 mg/ml d’'LPS,
en preséncia o abséncia de propranolol (60 pM) o dioctanoilglicerol (DiC8, 25 uM). A) Concentracié de TNF-a
dliberat a medi a les 4 hores d' estimulacié6 amb LPS. B) Nivells d' expressi6 de COX-2 a les 18 hores
d’ estimulacié amb LPS en preséncia o abséncia de DiC8 o propranolol. Es mostra la mitjana de tres experiments
independents, on cada punt es mesura per triplicat, i un western-blot representatiu de la induccié de COX-2
(**p<0.01, ***p<0.001).

Amb €l tractament dels astrocits amb propranolol, previ a|I’addicié d’LPS, observem que la
secrecio de TNF-o es veu aiticament reduida, perd en canvi no  desapareix |’ efecte
estimulador del liti ni saltera I’expressio de COX-2 (figura R-28). Aix0 ens indica que
I"increment en I’ expressié de COX-2 no és degut a la major concentracio de TNF-a en el
medi dels astrocits tractats amb liti, siné que € liti esta afavorint I’activacio de rutes
inflamatories que provoquen tant I’aliberacio de TNF-o com la inducé de COX -2 per
mecanismes independents. Aquest experiment ens va acabar de convencer que |I’increment en
la secrecié de TNF-a observat és degut a una major resposta inflamatoria dels astrocits
tractats amb liti, i que la nostra teoria que €l pretenia relacionar amb un hipotetic efecte sobre
la via secretoria de proteines era erronia. Paral-lelament a tractament amb propranolol, que
havia de reduir els nivells de DAG, i inhibir lasintesi de PC, vam voler analitzar quin efecte
es produia incrementant els nivells de DAG i la sintesi de PC amb I’ addici6 de DiC8 (figura

R-28). Curiosament €l dioctanoilglicerol (DiC8) també inhibia la secrecié de TNF-a., pero en
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canvi I’expressio de COX-2, reflex de la resposta inflamatoria, es veia incrementada. Aguest
fet pot indicar que tant la manca com |’ excés de DAG afecten la via secretoria, mentre que
I"increment en I’ expressio de COX-2 podria ser degut a |’ activacié de les PKC induida pel
DiC8 (Molina-Holgado et al., 2000). El punt més interessant pero, és que, a diferenciadel que
succeeix amb el propranolol, € tractament amb DiC8 elimina completament |’ efecte del liti
sobre | alliberacié de TNF-o., i I’ expressié de COX-2. Es |la segona vegada que observem que
un efecte del liti és bloquejat pel tractament amb DiC8 (figura R-20), fet que sens dubte ha de
ser rellevant per a la comprensié del mecanisme d’accid del liti sobre els cultius d’ astrocits,

indicant que el DAG hi podriajugar un paper determinant.

2.3.2.1 Els farmacs emprats per al tractament dels trastorns bipolars inhibeixen I'alliberacio
de prostaglandina E2.

Els principals farmacs emprats per a tractament dels trastorns bipolars son les sals de liti,
I’acid valproic, la carbamazepina i la lamotrigina. Com ja s ha dit, una bona estratégia per
intentar trobar |a seva diana terapéutica és buscar efectes comuns produits per aquests farmacs
(Harwood & Agam, 2003), que si bé presenten estructures quimiques molt diferents és
possible que actuin de manera similar. Una d aguestes dianes comunes esta essent
ampliament estudiada pel grup d’ Stanley 1. Rapoport, que defensa que els estabilitzadors de
I” estat d’ anim actuen sobre el metabolisme de |’ acid araquidonic (Rao et al., 2008). En un dels
seus nombrosos treballs a voltant d’ aquesta questié mostren que en rates tractades amb liti a
les que s'indueix una resposta inflamatoria amb lainjecci6 intracerebroventricular d’LPS, s hi
dona reducci6 en els nivells de PGE, cerebral (Basselin et al., 2007b). En canvi, els nostres
resultats en cultius d’ astrocits mostren, en les cdl-lules pretractades amb liti, un increment en
I"expressio de COX-2, I’enzim responsable de la sintesi de PGE, en resposta a LPS. Per
contrastar aguests resultats aparentment contradictoris, vam decidir mesurar la quantitat de
PGE, que s aliberava a medi en resposta a LPS pretractant els nostres cultius amb els
principals farmacs estabilitzadors de |’ estat d’ anim (Fig. 5)

Tal com s observa a la figura R-29, e pretractament amb liti a la concentracié de 5 mM
produeix un increment en la resposta dels astrocits a LPS, aliberant una major quantitat de
PGE;, TNF-a i NO. En canvi, a concentracions n€s reduides, €l liti provoca |’ efecte contrari

en quant a la PGE;, sense que I'aliberacié de TNF-o o NO es vegi afectada. La possible
rellevancia terapeutica d’ aguesta reduccio en la produccié de PGE; es fa palesa pel fet que
també es produeix en els astrocits tractats amb valproat, carbamazepina o lamotrigina, fet que

ens fa pensar que pot ser un efecte relacionat amb el mecanisme d’ acci6 d’ aguests farmacs.
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Fig R-29. Nivells de PGE2, TNF-a i NO alliberats pels astrocits en resposta a L PS. Els astrocits primaris es
van deixar proliferant durant 2 setmanes en DMEM + 10 % FBS, i seguidament se€'ls va incubar durant 8 dies en
DMEM + 0.5 % FBS, pretractant-los amb els farmacs indicats durant els darrers 7 dies. Passat aquest temps, es
van estimular amb 0,1 mg/ml d'LPS, i se'n va anditzar el medi de cultiu als temps indicats, mesurant-hi els
nivells de PGE2 (A), de NO (B) i TNF-a. (D) ales 18 hores de tractament amb LPS, i de TNF-o ales 4 hores de
tractament (C). El LiCl (1.25,2i 5mM) i el valproat (VPA, 0,5 mM) es van addicionar dissolts en aigua, mentre
gue la carbamazepina (CBZ, 50 uM), la lamotrigina (Lam, 50 uM), i €l topiramat (Topi, 50 uM), estaven
dissolts en DMSO. Es mostra la mitjana i s.e.m. de dos experiments independents, on cada punt es mesura per
triplicat (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)..

A més dels estabilitzadors de I’ estat d’ anim, també hem analitzat els efectes del topiramat, un
anticonvulsiu que s ha proposat per a laterapia dels trastorns bipolars (Calabrese et al., 2001).
Els nostres resultats mostren que, a diferéncia dels estabilitzadors de I’ estat d’anim d’ eficacia
contrastada, el topiramat no inhibeix I'alliberacio de PGE;, un resultat que estd en
consonancia amb estudis en rates realitzat pel grup de Rapoport (Ghelardoni et al., 2005; Lee
et al., 2005), i que podria indicar que no és un farmac adequat per a tractament d’ aguesta
patologia, tal com mostra un recent estudi clinic (Kushner et al., 2006).
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2.3.3 EIl valproat, la carbamazepina i la lamotrigina atenuen la induccidé de
COX-2 en resposta a LPS, mentre que el liti i el topiramat I'laugmenten.

La PGE, es sintetitza per accié sequencia de la COX i la PGE sintasa sobre I'acid
araquidonic alliberat per la PLA, (revisat a Murakami i Kudo, 2006). La principal isoforma
de la PLA, per a I’dliberacio de I’acid araquidonic en e cervell és la cPLA, (revisat a
Farooqui i Horrocks, 2004), i en presencia d’ agents proinflamatoris s indueix I’ expressié de la
COX-2 per ta de sintetitzar prostaglandines com la PGE; (revisat a Wu, 1995). Si €s
estabilitzadors de I'estat d’anim inhibeixen la secrecié de PGE, en resposta a LPS, és
probable que estiguin actuant a nivell d'un d aguests enzims. A la figura R-30 podem
observar que després de 18 hores d’'incubacié amb LPS, els astrocits pretractats amb valproat,
lamotrigina o carbamazepina, presenten una quantitat de COX-2 inferior as controls. Per
contra, aquells que han estat pretractats amb liti o topiramat, mostren uns nivells més elevats
d aquest enzim.
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Figura R-30. Nivells de COX-2 i cPLA, en astrocits activats amb LPS. Els astrocits primaris es van fer
créixer durant 2 setmanes en DMEM + 10 % FBS, i seguidament es van incubar durant 8 diesen DMEM + 0.5%
FBS, els 7 Ultims dels quals en preséncia dels farmacs indicats: carbamazepina (CBZ, 50 uM), lamotrigina (Lam,
50 uM) i Topiramat (Topi, 50 uM), dissolts en DMSO, i LiCl (1.25i 5 mM) i vaproat (VPA, 0.5 mM), en
dissolts en aigua. Passat aquest temps, es van tractar amb 0,1 pg/ml d’'LPS per 18 hores, moment en qué es van
llisar per a la reditzacio del western-blot. Es mostra un western-blot representatiu de tres experiments
independents.

Aquests resultats concorden amb els obtinguts amb I'analisi de la quantitat de PGE,
aliberada a medi de cultiu, excepte pel que fa as astrocits tractats amb liti ala concentracié
d 1.25 mM. Aquests mostren una reduccio en la produccié de PGE,, pero en canvi no hi
observem una reduccio en I’ expressié de COX-2, que finsi tot presenta uns nivells superiors
al control. Aquest fet ens permet explicar I’increment en la producci6 de PGE; que s observa
en els astrocits tractats amb LiCl a5 mM, perd no concorda amb la reduccié observada en
astrocits tractats amb LiCl 1.25 mM. Aquesta aparent contradiccié podria indicar que la el
mecanisme per explicar la inhibicié observada en |’aliberacido de PGE, a concentracions
baixes de liti, no s'ha de buscar en la COX-2 sind a nivell de la produccio d’ acid araguidonic
per lacPLA,. A lafigura R-30 pero, observem que ni €l liti ni els altres farmacs, a excepcio

de lalamotrigina, exerceixen efectes importants sobre els nivells de cPLA ;.
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Aixi doncs, podem dir que lainhibici6 de la producci6 de PGE; en resposta a LPS en astrocits
tractats amb valproat, lamotrigina o carbamazepina, aixi com I’ efecte contrari observat en
astrocits tractats amb topiramat o amb liti a concentracions superiors a la seva finestra
terapeutica, es pot explicar pels efectes d aquests farmacs sobre €ls nivells de COX-2. Pero,

per quin mecanisme €l liti a concentracions terapeutiques inhibeix la produccié de PGE,?

2.4 Efecte dels estabilitzadors de I'’estat d’anim sobre I’acid araquidonic

Si el medi dels astrocits tractats amb liti 1.25 mM conté menys PGE; que els controls, hauria
de ser degut a una d' aquestes causes: a) una menor activitat COX, b) una menor activitat de la
PGE sintasa ¢) un increment en la degradacio de la PGE;, d) una reduccio en la quantitat
d acid araguidonic utilitzable per a la sintesi de PGE,. Aquesta darrera opcié per la seva
banda, tant pot ser deguda a una menor produccioé d’ acid araquidonic, com a un major consum
d’ aquesta molécula per altres vies, ja sigui per reacilacio afosfolipids o per la sintesi d’ altres

icosanoids.

Per analitzar el metabolisme de I’ acid araguidonic en aquests astrocits vam realitzar assaigs de
marcatge amb [H]-araquidonat, que s'incorpora als fosfolipids cel-lulars i és aliberat per
accio de les PLA,. Aquests procediment ens va permetre estudiar I’ efecte del pretractament
amb liti, a diferents concentracions, sobre I'aliberacié d’'acid araquidonic en astrocits

estimul ats amb diversos agents.

2.4.1 L’endotelina-1ilaionomicina estimulen I'alliberacié d’acid araquidonic

Amb els experiments d’aliberacio de [3H]-araquidonat comprovem que €els astrocits veuen
incrementada I’ alliberacié d acid araguidonic en ser estimulats amb endotelina 1 (ET-1), un
efecte que no es veu afectat pel pretractament amb inositol 10 mM (Fig R-31). Aquest
increment apareix just després de I’ estimulacié amb ET-11 és de curta durada ja que entre els
15-60 minuts ja ha desaparegut, tal com indica la reduccié del gradient d alliberacid
d araquidonic entre aquests temps. Per altra banda, € tractament dels astrocits amb una
combinacié de ET-1 i ionomicina, produeix un increment en I’ aliberacié d’ acid araquidonic
molt superior en magnitud i durada a que es donaamb ET-1. L’ET-1 actua sobre els astrocits
a través dels seus receptors acoblats a proteina G activant la PLC i provocant € consequent
increment ' IP3 i de Ca®* citosdlic (Stanimirovic et al., 1995). Aquest Ca** activaralacPLA,

provocant un increment en la produccio d'acid araguidonic, que sera parciament alliberat al
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medi. En canvi, laionomicina actua permeabilitzant les membranes cel-lulars al Ca?*, fet que
provoca un elevat i prolongat increment en la concentracié de Ca?* citosdlic, que sera
responsable de I’ activacio de lacPLA ;. En € panell B de lafigura R-31 podem observar com
a final de I’experiment la majoria de tractaments farmacologics aplicats as astrocits no
alteren els nivells intracel-lulars finas de [*H]-araquidonat, fet que ens és (til a mode de
control per comprovar que €l marcatge cel-lular ha estat similar en tots els casos. L’ excepcio
es troba en aguells pouets que han estat tractats amb ionomicina que, fruit de I'elevada
activitat PLA, que van experimentar, van veure molt reduits els seus reservoris de [*H]-
araquidonat-fosfolipids. Tot i aix0, tampoc en aguest cas s observen grans diferéncies entre
els diferents tractaments, excepte pel que fa als astrocits tractats amb valproat (VPA), que
mostren una reducci6 en el [*H]-araquidonat que concorda amb I’increment que es produeix

en lasevaadliberacio (figuraR-31C i D).

2.4.2 El liti inhibeix I'alliberaci6 d’AA en resposta a ET-1 mentre que el

valproat la incrementa

En elspanellsCi D delafigura R-31 es mostra com ni el pretractament dels astrocits amb liti
ni amb valproat afecten significativament I'alliberacié d'acid araquidonic en condicions
basals. En canvi, en estimular els astrocits amb ET-1 es produeix, a temps curts, un increment
en |'alliberacio d' AA, que es veu potenciat en els astrocits pretractats amb valproat, i inhibit
en els astrocits pretractats amb liti a 1.25 mM i sobretot a 5 mM. Tot i aixo, e [*H]-
aragquidonat total que s ha aliberat durant els 60 minuts de |’ assaig €s molt similar en tots els
tractaments. La menor aliberacié d’ AA en els pous tractats amb liti pot explicar perque, tot i
presentar uns nivells de COX-2 superiors, sintetitzen menys PGE, en respostaa LPS.

Pel que fa e valproat, aguest increment en I'aliberacié de [*H]-araquidonat pot semblar
contradictori amb la disminucié de la produccié de PGE,. Tot i aix0 S ha descrit que a
diferéncia del liti, que inhibeix I'activitat PLA,, e vaproat redueix € recanvi de I'AA
inhibint |’activacio de I'AA per acilacié a coenzim A (Bazinet et a., 2006b). Tenint en
compte que la major part de I’AA aliberat per la PLA, és rapidament reincorporat a
fosfolipids, unainhibicié d’ aquest procés implica una acumulacié de d AA lliure en resposta
a una activacio de la cPLA . El fet que @ valproat redueixi la sintesi de PGE, en resposta a
LPS podria ser degut a la menor induccié de COX-2, o a una menor proporcio de fosfolipids
amb AA, ja que I'efecte inhibitori del valproat sobre la sintesi d’araquidonil-CoA és més
accentuat gue sobre altres acil-CoA (Bazinet et al., 2006b). Per tal de comprovar s els efectes

del liti i el valproat sobre |’ aliberacio d’ AA es deuen a alteracions en |’ activitat PLA, o en la
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seva reacilacio a fosfolipids, seria interessant realitzar experiments bloquejant aquest procés
amb |’ addicio de timerosal (Kaever et al., 1988).

2.4.3 La deplecié d’inositol induida pel liti és responsable de la inhibicié en

I"alliberacio d’araquidonat

Segons la hipotesi de la deplecio d'inositol (Berridge et al., 1989), e liti pot reduir la
senyalitzacié per fosfoinositids bloqugjant el reciclatge dels inositol fosfats. Aixi, en
presencia de liti es formaria menys IP; en resposta a ET-1, i per tant es produiria una menor
entrada de C&* a citosol i en consegiiéncia, una menor activacié de la cPLA,. Per
comprovar-ho, al mateix temps que els aplicavem € liti vam pretractar part dels astrocits amb
una concentracio elevada d’inositol (10 mM), gque es va tornar a aplicar en e moment de
I"estimul amb ET-1 (t = 0). D’aquesta manera, tot i que €l liti inhibeixi la desfosforilacié de
I"inositol fosfat, la cél-lula podra obtenir I’inositol del medi extracel-lular per mantenir els
nivells necessaris de fosfoinositids per a les vies de senyalitzacié. Com a resultat d’ aguest
experiment, veiem com la complementacio del medi amb inositol elimina completament
I’ efecte inhibitori del liti sobre I'aliberacié d araquidonat (figura R-31E), fet que ens fa

pensar que aguest fenomen és degut ala deplecié d'inositol provocada pel liti.

2.4.4 El liti inhibeix I'alliberacié d’AA en resposta a ET-1 + ionomicina

La coestimulacié amb ionomicina i ET-1 porta a una forta i prolongada entrada de Ca®*
extracel -lular que provoca un increment en |'alliberacié d araguidonic molt superior a que
S observa en astrocits que només son estimulats amb ET-1 (Figura R-31A). Cal pensar que si
les diferéncies entre els astrocits control i e€ls pretractats amb liti es deuen a una menor senyal
de Ca®* en resposta a ET-1, deguda a una menor mobilitzacié de IPs, aquest efecte quedara
emmascarat per una entrada massiva de Ca?* en preséncia de ionomicina. Laionomicina és un
ionofor que permet al Ca’* travessar les membranes cel-lulars. Tenint en compte que la
concentracié de Ca®* a citosol és molt inferior a la del medi de cultiu i a la d'altres
compartiments intracel-lulars, |’ efecte de la ionomicina es tradueix en un gran increment en

els nivells de Ca%* citosdlic.

Afegida als astrocits en t = 0, la ionomicina provoca un immediat i sostingut increment en
I’aliberacié d’'acid araquidonic, segurament degut a I’ activacié de les PLA, dependents de
Ca”*. Tal com passa amb els astrocits estimulats tinicament amb ET-1, també en preséncia de
ionomicina e pretractament amb valproat incrementa I’ alliberaci6é d’ araquidonat, mentre que

el liti hi produeix unaclarainhibicio (figuraR-31C i D).
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Fig R-31. Alliberaci6 de [*H]-araquidonat. Els astrocits primaris es deixar proliferant en plagues de 24 pouets
durant 2 setmanes en DMEM + 10 % FBS, i seguidament es van incubar durant 8 diesen DMEM + 0,5 % FBS
els 7 Ultims dels quals en presenciade LiCl (1.25 0 5 mM) o valproat (0.5 mM). Durant les darreres 20 hores es
va afegir a medi 0.25 uCi/pouet de [*H]-araquidonat, i seguidament es van rentar el pouetsi at=0 s hi va afegir
medi nou, amb o sense ET-1 (100 nM) o ionomicina (5 uM) i esvamesurar laradioactivitat del medi als temps
indicats. A) Alliberaci6 de [*H]-araquidonat al llarg del temps en astrocits control o pretractats durant 7 dies amb
inositol (10 mM) i estimulats 0 no amb ET-1, o amb ET-1 i ionomicina. B) Determinacié de la radioactivitat
intracel-lular al final de I'assaig (t=60). C) Efecte del pretractament amb LiCl o valproat sobre I'alliberacié de
[*H]-AA en astrocits control i estimulats anb ET-1 0 amb ET-1 i ionomicina. D) ampliacié dels primers 15
minuts dels panells de (C). E) Efecte dd pretractament conjunt amb inositol 10 mM i LiCl 5 mM sobre
I'alliberacio de [°H]-AA en astrocits estimulats at = 0 amb ET-1. Es mostra un experiment representatiu realitzat
per duplicat on cada punt representala mitjanai s.e.m. de 4 pouets (* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

S suposem que I'entrada de Ca’* provocada per la ionomicina no es veu afectada pel
pretractament amb liti o valproat, tal com és d’ esperar en tractar-se d’ un ionofor, significa que
aguests farmacs no actuarien modificant la senyal de Ca&®* que ha d'activar la cPLA,, sind a
nivell de I'activacio d aguests enzims en resposta a un mateix increment en els nivells de
Ca* citosdlic.

Per tant podem dir que tant €l tractament amb liti com amb valproat modifica la resposta dels
astrocits davant d’ un increment en la concentracié de Ca?* a citosol. Tenint en compte que
els senyals de Ca®* s6n un dels principals elements implicats en la fisiologia dels astrocits
(revisat a Agulhon et al., 2008), especialment pel que faalamodulacié de |’ activitat neuronal,
i que els derivats de I’ acid araguidonic poden estar implicats en aquest procés (Zonta et al.,
2003b), no se'ns escapa que aguesta troballa pot tenir una gran rellevancia per a la
comprensié del mecanisme d’ accié d’ aguest tipus de farmacs.
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El treball d’ aguesta tesi doctoral ha girat a voltant del mecanisme d’accio del liti, el farmac
de referéncia en € tractament dels trastorns bipolars (revisat a Pilcher, 2003). Des que a
mitjans del segle XX les propietats farmacologiques d'aquest i6 van ser casuament
descobertes per John Cade (Cade, 1949), la investigacié biomeédica ha anat proporcionant un
cumul defectes neurobiologics produits per aquesta substancia en diferents models
experimentals. Tot i aix0, encara no S ha proposat un mecanisme plenament satisfactori per
justificar les seves propietats terapeutiques, fet que dificulta e desenvolupament de nous
farmacs (revisat a Zarate i Manji, 2008).

Les causes neurobiologiques dels trastorns bipolars continuen essent un misteri, i es poden
trobar tant a nivell neuroquimic, amb I’ alteracio de la transmissié singptica, el metabolisme
cel-lular, latransducci6 de senyals, o altres fenomens moleculars, com a nivell neuroanatomic,
amb alteracions en els circuits neuronals que controlen I’ estat d’anim. Pero independentment
d aixo0, és obvi que el mecanisme terapéutic del liti i els atres farmacs emprats en e
tractament de la malaltia ha de comencar necessariament pel seu efecte sobre una o varies
dianes moleculars. El liti és una substancia quimica, un i6 que produeix un efecte fisicoquimic
sobre el seu entorn, i és a aguest nivell on hi hem de buscar I’ origen de les seves propietats
terapéutiques. Relacionar els efectes bioquimics del liti amb les seves consequiencies finals
sobre I’ estat d’anim del pacient, és una tasca que probablement requereix un coneixement del
funcionament de la ment superior al que disposem actualment. Tot i aixo, € fet és que € liti
funcionai que ha d’ actuar necessariament a nivell fisicoquimic, per laqual cosaca continuar

aprofundint en els efectes bioguimics que produeix €l liti en diferents models experimentals.

Pero, per que tot i I’abundant literatura cientifica en aquest camp, encara no es coneix €
mecanisme molecular del liti? Una possibilitat és que aquest ja hagi estat descrit, pero encara
no s hagi pogut correlacionar amb els efectes sobre I’ estat d’anim del pacient. L’ atraopcié és
que encara no S hagi investigat |’ efecte bioquimic responsable d aquesta accié terapéutica.
Aquesta possibilitat fa que sigui necessari abordar el problema des de nous punts de vista.
Dins del camp de labioguimicai del de la neurobiologia, hi ha dues arees que sovint han estat
relegades a un paper secundari: I’estudi dels lipids i I’estudi de les cél-lules glials. Si ens
limitem a consideracions quantitatives, és obvi que per la seva elevada proporcid en el
sistema nervids, tant els lipids de les membranes cel-lulars (a nivell bioquimic) com les
cél-lules glials (a nivell cel-lular), han de jugar un paper determinant en el funcionament del

cervell, i per tant s’ han de tenir en compte al’ horad’ estudiar els efectes d’ un psicofarmac.
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En aguest sentit és significatiu que una de les principals peculiaritats del cervell huma és
justament la complexitat dels seus astrocits (Oberheim et al., 2006; 2009), mentre que alguns
autors defensen que I’ origen del salt evolutiu entre el cervell dels granssimisi el dels humans
cal cercar-lo en certes mutacions en gens implicats en el metabolisme dels lipids (Horrobin,
1999; Erreni Erren, 2004).

Aixi doncs queda clar que en estudiar e mecanisme d’accio d’ un psicofarmac com €l liti no
es pot obviar I’estudi dels seus efectes sobre el metabolisme lipidic i sobre els astrocits. Per
aguest motiu vam basar el nostre treball en I’ estudi dels efectes bioquimics del liti en cultius
d astrocits, principament a nivell del metabolisme dels fosfolipids i de I'aliberacié de
molécules de senyalitzacio que poguessin participar en la modulacié de I’ activitat sinaptica

per part dels astrocits.

1 Efectes del liti sobre el metabolisme dels fosfolipids

Alteracions en € metabolisme dela PC en el context delstrastorns bipolars

Tant els trastorns bipolars com altres desordres neurologics han estat associats a alteracions
en elslipids cerebrals (revisat a Piomelli et al., 2007), particularment pel que fa als fosfolipids
de membranai els acids grassos (Horrobin, 1998). Un metabolisme lipidic anormal pot portar
a canvis en les propietats de les membranes biologiques i en la produccié de moléecules de
senyalitzacié que alterin el funcionament de la transmissié sinaptica.

Amb |’analisi dels espectres de ressonancia magnética (MRS) s han determinat canvis en les
concentracions relatives de diversos components moleculars del cervell de pacients. Estudis
de 'H-MRS mostren un increment en la proporcié de molécules amb colina (Cho) en ganglis
basals (Lafer et al., 1994; Kato et a., 1996; Hamakawa et al., 1998), cortex orbitofrontal i
hipocamp (Senaratne et al., 2009) de pacients bipolars. En altres estudis pero, no s ha trobat
alteracions en el senya de Cho en cortex anterior cingulat i prefrontal dorsolateral (Stoll et al.,
1992; Amaral et a., 2002; Brambilla et al., 2005). La senyal de Cho de |’ espectre correspon a
la P-Cho i la PC, i es considera un marcador del metabolisme lipidic (Moore i Galloway,
2002). En agquest sentit és significatiu que en e model de mania en rates per administracio de
dextro-amfetamina (revisat a Gessa et al., 1995), que afavoreix |’ aliberacio de dopamina, un
neurotransmissor que estimula la hidrolis de PI-4,5-P, de manera sensible a liti (Undie,
1999), es produeix una reduccié en la relacié dels pics Cho/Cr de I’ espectre de *H-MRS, un
efecte que es veu compensat pel tractament amb liti o valproat (Silverston et al., 2004).
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Aixi doncs, la Cho podriajugar un paper important en els trastorns bipolars, i en aquest sentit,
agents gue incrementen els nivells de Cho a cervell posseeixen propietats antimaniques
(Cohen et al., 1982; Janowsky et al., 1973), i finsi tot la propia Cho ha estat emprada com a
adjuvant en e tractament de pacients bipolars de cicle rapid (Stoll et a., 1996).
L’ administracio de Cho incrementa la PC cerebral (Millington i Wurtman, 1982), i per tant €l
consum d'ATP per a la seva sintesi. En pacients tractats amb liti, e cotractament amb Cho
produeix una reduccié en els nivells de purines que és consistent amb una disminucio dels
nivells d' ATP, fet que podria estar relacionat amb els seus efectes antimanics (Lyoo et al.,
2003). L’ activitat mitocondrial és essencial per a metabolisme dels fosfolipids, fins a punt
que es cacula que e 10-15% de tot I’ATP consumit a cervell es consumeix en el
manteniment de I’ asimetria en els fosfolipids de membranai en I’ activacio dels acids grassos
[liures a acil-CoA (Purdon i Rapoport, 1998). S ha proposat que en |’ etiologia dels trastorns
bipolars hi intervenen certes alteracions de la funcié mitocondrial (revisat a Quiroz et al.,
2008), i tenint en compte el paper primordia que hi juguen els fosfolipids, les alteracions que
hi produeixen els estabilitzadors de |'estat d’anim podrien contribuir a restituir I’ activitat
mitocondrial. En aguest sentit, s'ha descrit que tant I’ etanolamina (Etn) com la P-Etn, perd no
la Cho, la PC o la PE, inhibeixen la funcié mitocondria in vitro, fet que s ha relacionat amb
la fisiopatologia dels trastorns bipolars (Modica-Napolitano i Renshaw, 2004). Per tant seria
interessant comprovar si lareduccio en la taxa de sintesi de PE que observem en els astrocits

tractats amb liti, va acompanyada d’ una alteraci6 en els nivells d Etn o P-Etn.

Mitjancant I’andlisi de la composicié lipidica de mostres de cervell postmortem, un estudi
recent mostra ateracions especifiques en els nivells de PC, acids grassos i ceramides
associades alstrastorns bipolarsi al’ esquizofrénia (Schwarz et al., 2009). Aixi, els cervellsde
pacients bipolars i esquizofrénics mostren uns nivells superiors d acids grassos lliures tant en
materia gris com blanca, i de ceramida en matéria blanca. En canvi els nivells de PC es troben
incrementats en matéria gris i blanca de pacients bipolars, mentre que els pacients amb
esguizofrénia presenten un increment en els nivells de PC en materia gris i una reduccié en
materia blanca. Aquesta reduccié en els nivells de PC ja havia estat associada a
I’ esquizofrenia per altres autors (Y ao et al., 2000; Schmitt et a., 2004), i podria ser deguda a
un increment en el recanvi de I’ esfingomielina, especialment abundant en lamielina. Si bé les
alteracions en els nivells d’'acids grassos lliures no estarien influenciades per la terapia
farmacol 0gica rebuda, €ls nivells de PC en matéria gris de pacients no tractats son similars als
controls, indicant que I'increment observat en la PC en materia gris de pacients bipolars i
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esguizofrénics és degut al tractament. Aquest fet concorda amb I’increment dels nivells de PC
en mostres perifériques de pacients esguizofrénics com a conseqiencia de la terapia
farmacol 0gica (Kaddurah-Daouk et al., 2007).

Efectes ddl liti sobrela sintesi de PtdCho

Si bé la senyalitzacié per derivats dels fosfoinositids ha centrat bona part de |’ atencio de les
investigacions a voltant del liti (revisat a Halstead, 2005), hi ha molts altres aspectes del
metabolisme dels lipids que poden estar alterats en diverses patologies del sistema nervios
(revisat a Adibhatlai Hatcher, 2008). En experiments previs del nostre grup (Ramos, 2002b),
haviem observat que € liti incrementava la velocitat de sintesi de PC, fet que ens va decidir a

submergir-nos en I’ estudi d’ aquest fenomen.

Els resultats que hem obtingut en cultius d’ astrocits suggereixen que €l tractament amb liti
afavoreix la biosintes de PC incrementant |a velocitat de la ruta de Kennedy. Aquest efecte
augmenta en incrementar la concentracio de liti, i ja es mostra significatiu a concentracions
terapeuticament rellevants (1 mM), fet que ens fa pensar que es podria produir en el cervell
dels pacients tractats amb liti. Aparentment aquest efecte té lloc en dues fases: un primer
increment gque apareix immediatament després de |’ addicio de liti, seguit d’un augment més
important en la velocitat de sintesi de PC que s observa a temps de tractament més llargs, i

gue es manté amenys durant els 14 dies durant els que hem allargat €l tractament.

Una quiestié que no ha quedat ben resolta és per quin mecanisme € liti incrementa la sintesi
de PC. Es possible que €l liti actuii directament sobre |’ activitat d’ dgun dels enzims de la ruta
de Kennedy, per laqual cosa seriainteressant realitzar assaigs in vitro, pero el fet que I’ efecte
del liti augmenti a temps de pretractament llargs, fa dificil que aguest sigui € seu Unic
mecanisme d’ accio.

Un punt interessant és la qiiestio de la captacié cel-lular del Li*. Es creu que e Li* podria ser
internalitzat per Iintercanviador Na'/H" i per la bomba Na'/K”, que també participaria en la
seva sortida de la cél-lula (Orlowski, 1993; Walz i Hertz, 1982). En astrocits tractats amb
LiCl (1i 2 mM) s observa un rapid increment en els nivells de Li* intracel-lulars, tot i que la
concentracio de Li* extracel-lular quadruplica la intracel-lular (Song et al., 2008). A partir
d aqui s astrocits es van enriquint lentament en liti, fins a assolir, a les 3 setmanes de
tractament, una concentracio intracel-lular de Li* corresponent a la meitat de la concentracio
extracel-lular. Aquest fet podria explicar perque |'efecte del liti sobre la sintes de PC

augmenta en incrementar el temps de pretractament, i podria estar relacionat amb €l retard en
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I"aparicio d efectes beneficiosos en els pacients. Tot i aix0, és probable que I’augment en
I’ efecte del liti observat a temps de pretractament superiors a 1 dia sigui degut a canvis en

I’ expressioé génica o al’acumulacid progressiva d’ alguna alteracio produida pel liti.
M ecanisme d’accio ddl liti

S ha descrit que € liti altera nombroses vies de senyalitzacié cel-lular, de manera que és
probable que alguna d’ aquestes afecti als sistemes de regulacio de la sintesi de PC, provocant
un augment en la seva biosintesi. Les dues principals dianes moleculars del liti son la
inhibici6 de laIMPasai de la GSK-3 (revisat a Harwood i Agam, 2003). Mentre que amb €l
tractament dels astrocits amb un inhibidor selectiu de la GSK-3 no observem un increment en
la sintes de PC, amb I'addici6 d'inositol exogen, un métode ampliament utilitzat per
discriminar aguells efectes del liti produits per la deplecio d'inositol induida per la inhibicio
de la IMPasa (revisat a Harwood, 2005), observem una reduccié en |’ efecte del liti, fet que
ens fa pensar que aguest fenomen contribueix, almenys parcialment, en I’ estimulacié de la
sintes de PC provocada pel liti. Faran falta noves aproximacions experimentals per tal de

determinar si aquest és realment el mecanisme pel que d liti incrementa la sintesi de PC.

El fet que lareversié de I’ efecte amb I’ addicio inositol no sigui total podria ser degut a una
restauracié incompleta dels nivells d'inositol intracel-lular en realitzar |’addicié exogena
d aquest compost. Els nivells d’inositol al cervell son especialment elevats en astrocits (Brand
et a., 1993), que I'incorporen més rapidament que les neurones (Glanville et al., 1989), tot i
gue entre aquestes hi ha una gran heterogeneitat en quant a I’inositol (revisat Fisher et al.,
2002). Hi ha evidencies que en astrocits, perd no en neurones, existeix una
compartimentalitzacio de I'inositol cel-lular en diferents reservoris (revisat a Wolfson et al.,
2000), on I'inositol emprat en senyalitzacio és independent del que participa en regulacio
osmotica (Bersudsky et al., 1994). Tot plegat podria implicar que €els astrocits fossin
especialment sensibles a bloqueig de la IMPasa, i que es produis una deplecid considerable
en certs reservoris d'inositol que alterés significativament € cicle dels fosfoinositids en
determinades regions de |’ astrocit, sense que |’ aportacié exogena d’'inositol pugui compensar

completament aquest déficit.

Per altra banda, juntament amb la inhibicié de la IMPasa, és possible que atres dianes
moleculars del liti menys estudiades contribueixin a seu efecte sobre la sintesi de PC, o que

estigui actuant sobre alguna diana molecular gque encara no ha estat descrita. En aquest sentit,
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I”estudi de I’ efecte del liti sobre la sintesi de PC podria ser una eina experimental Util per ala

detectar noves dianes moleculars del liti.

El liti és un i6 que es troba a molt baixa concentracié a la biosfera, motiu pel qual €els
organismes no han evolucionat per incorporar-lo a la seva fisiologia cel -lular. Aixo fa que la
presencia de liti a una concentracio relativament elevada pugui alterar significativament el
sistema cél-lulaadiferents nivells. Un dels principals parametres que defineixen les propietats
delsions en soluci6 aquosa és la seva relacié carregalradi. Amb una carrega positivai un radi
ionic relativament petit, el Li* té una relacié carregalradi molt similar ala del Mg, fet que
els confereix propietats similars. En aguest sentit cal destacar el fet que tant la GSK-3 com la
|M Pasa empren Mg?®* per laseva activitat, i que d liti lesinhibeix justament desplacant aquest
Mg*" (revisat a Harwood i Agam, 2003). Molts dels enzims que catalitzen reaccions on hi
intervé I’ ATP, utilitzen el Mg®" per estabilitzar les carregues negatives d’ aquesta molécula al
seu centre actiu, i per tant podrien ser susceptibles de ser aterats pd liti. Tot i aixo, els enzims
gue s han mostrat sensibles a liti a concentracions terapeutiques, posseeixen llocs d' unié a
Mg?" de baixa afinitat, d’ un tipus que només es coneixen per |es fosfomonoesterases com la
IMPasa i per les GSK-3 (revisat a Harwood i Agam, 2003), perod no es pot descartar que en
determinades condicions € liti interfereixi en el mecanisme d altres enzims dependents de
Mg*". Unaaltra possibilitat seriaque el Li*, més que actuar selectivament sobre determinades
proteines, simplement amb la seva presencia provoqués una pertorbacio fisicoquimica en
I”homedstasi ionica, 0 sobre determinades molécules carregades, com ara els fosfolipids, que
acabés afectant determinats processos moleculars de lacél-lula.

Si bé queda clar que €els astrocits tractats amb liti experimenten un increment en la ruta de
Kennedy, no podem afirmar amb rotunditat quin dels seus passos es veu afectat pel liti en
primer terme. En la majoria de condicions, s accepta que el pas limitant per ala sintesi de PC
és la conversié de P-Cho a CDP-Cho catalitzada per 1a CCT (revisat a Kent, 2005). Aquest és
també el principal punt de control de la ruta, per la qual cosa és d’ esperar que €l liti actui a
nivell d’aguesta reaccio. Els nostres resultats indiquen que aixo és aixi pel que fa a |’ efecte
agut del liti, perd no hem pogut realitzar experiments per demostrar-ho per I’ efecte cronic, de
major magnitud. Si bé I’ explicacié més |ogica continua sent aquesta, no podem descartar que
el liti actui sobre un altre procés. En aquest sentit, hem observat que els astrocits tractats amb
liti experimenten un increment en la recaptacio de Cho extracel -lular. En ser recaptada, |a Cho
és fosforilada per la CK, de manera que una major recaptacié de Cho es traduira en una major
disponibilitat de P-Cho. En comparacio a atres metabolits de Cho, els nivells de P-Cho
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cel-lulars ja sdn molt elevats en condicions normals, ja que € seu consum per la CCT és
relativament lent, de manera que no sembla que un increment en els nivells de P-Cho s hagi
de traduir en un increment en lavelocitat de sintesi de PC. Per tant, ens sembla que I’ alteracio
de la recaptacié de colina és més una conseqliencia que la causa dels efectes de liti sobre la
sintes de PC. Un raonament similar es pot fer pel que faala CK, que s veu incrementada la
seva activitat provocara una acumulacio de P-Cho que no hauria de fer variar ostensiblement
I"activitat CCT. Finalment, la darrera reaccio de laruta, on la CDP-Cho reacciona amb DAG
per formar la PC, tampoc és considerada un punt de regulaci6 de la ruta, ja que un increment
en |'activitat CPT portaria a una disminucié dels nivells de CDP-Cho, que s no es veu
compensada per la CCT no hauria d afectar significativament a la velocitat global de la via.
Aix0 és valid s considerem la CDP-Cho com I’ Unic factor limitant de la reaccid, perd en
algunes situacions s ha observat que la sintesi de PC es veu governada pels nivells de DAG
(Araki i Wurtman, 1997; Jamil et al., 1992). En aquest sentit és interessant destacar que en
presencia de DiC8, que provoca una fort increment en la sintesi de PC, I'efecte del liti
practicament desapareix, indicant que € liti podria actuar incrementant els nivells de DAG
disponible pels astrocits per ala sintesi de PC, en unes condicions on aguesta molécula seria
el reactiu limitant. Tot i aix0, e DAG és també un dels principals activadors de la CCT
(Kolesnick i Hemer, 1990; Slack et al., 1991), per laqual cosa un canvi en els nivellsde DAG
cel -lulars probablement no afectara la sintesi de PC com a substrat, siné actuant a nivell de la
trandocacié a membranes i activacio de la CCT, per la qual cosa aquest podria ser € procés

afavorit pel liti.
Alteracions del metabolisme dels glicer ofosfolipids en astrocits tractats amb liti

Esinteressant destacar el fet que € liti no actua Gnicament sobre el metabolisme de la PC sin6
gue acaba provocant una ateracio genera del metabolisme dels fosfolipids. Aixi, mentre que
lasintesi de PC es veu afavorida pel tractament amb liti, e Pl i sobretot |a PE, sofreixen una
reduccio en la seva velocitat de sintesi. Aixo ens fa pensar que €l liti provoca un regjustament
del metabolisme dels fosfolipids, portant la cél-lula a un nou equilibri on s afavoreix la

incorporacié d' alguns caps polars en sn-3 en detriment d’ altres.

Lainhibici6 de la sintes de Pl provocada pel liti és1’eix sobre € que es justifica la hipotesi
de ladeplecié d'inositol (Berridge, 1989). Segons aquesta, € liti podria atenuar una excessiva
activacio de la senydlitzacié pel sistema PI-4,5-P,/PLC, inhibint la IMPasa, fet que
blogugjaria el reciclatge de I’ 1P; format per laPLC, i fariadisminuir els nivells d’inositol fins
a punt de reduir lasintes de P, i per tant reduir la senyalitzaci6 per fosfoinositids (figura l-3).
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Partint d’aguesta hipotesi, podem pensar que, en els nostres astrocits, la inhibicid de la
IMPasa per part del liti provoca una disminucio dels nivells d’ inositol Iliure i aixo es tradueix
en lalleu inhibici6 de lasintesi de Pl que hi observem. Aquesta menor sintesi de Pl per manca
d'inositol, produira una acumulacio de CDP-DAG tal com s'ha descrit en alguns models
experimentals (Stubbs i Agranoff, 1993). Es probable que la cél-lula respongui a aguesta
anomalia afavorint les rutes biosintétiques basades en la formacié de DAG en detriment
d aquelles basades en la formacié de més CDP-DAG (revisat a Kent, 1995). Si tenim en
compte que € principal fosfolipid sintetitzat a partir de DAG és la PC, podem suposar que en
inhibir el reciclatge d'inositol, € liti provoca una disminucié en la sintesi de PI, que provoca
una acumulacié de CDP-DAG, fet que produeix una reconduccio de les vies de sintesi de
fosfolipids cap a les de la branca del DAG, afavorint la sintesi de PC. En aguest sentit son
d especia interés els estudis realitzats amb rates tractades conjuntament amb liti, que inhibeix
la IMPasa, i pilocarpina, que estimula la degradacio del Pl-4,5-P,, fet que els indueix una
serie de convulsions que es poden evitar amb I’ administracio d'inositol (Kofman et al., 1993).
Una possibilitat a tenir en compte és que aquests atacs podrien ser deguts a una prolongacié
tempora en I'increment de DAG produit per la hidrolisi del PI-4,5-P,, degut a la menor

capacitat de consumir CDP-DAG per alasintesi de Pl.

Aixi, durant un cert temps la nostra hipotesi de treball era que en inhibir lalMPasai la sintes
de P, es produia un excés de DAG en la cél-lula que era compensat amb una major sintesi de
PC. Per0 hi havia diversos punts que trontollaven, com ara que lainhibicio de la sintesi de PI
no es revertis amb |’ aportacié d'inositol, i e fet que € liti també inhibislasintesi de PE.

Per explicar I’ efecte que observem en la PE hem d'interrogar-nos sobre com s hi incorpora
el *P. La PE cel-lular es sintetitza principalment per la via de la CDP-Etn i per la
descarboxilacié de la PS (revisat a Vance, 2008). El *P de la PE sintetitzada per
descarboxilaci de la PS provindra de molécules de [**P]-PS formades a partir de [*?P]-PC per
I"intercanvi del grup colina per L-serina catalitzat |a PSS1. La poblacié de molécules de [*P]-
PC respecte la PC total del ER, €l lloc d’actuacio de la PSS1 (revisat a Vance, 2008), sera
molt reduida, de manera que la probabilitat que una molecula de PE formada per
descarboxilacié de la PSincorpori e *P durant el temps de marcatge sera molt petita. Aixo fa
pensar que la [*P]-PE s haura format principalment per la via de la CDP-Etn, i per tant és
aquest procés €l que es troba inhibit pel liti. Ara bé s tal com suposavem, la major

disponibilitat de DAG provocada per lainhibicié de la sintesi de Pl fos la causant de la major
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sintes de PC, per que la PE, que també es sintetitza a partir de DAG per laviade la CDP-Etn

Nno NOMES No es veu igualment afavorida sind que sofreix unaforta inhibici6 en la seva sintesi?

Una explicacio rau en  mecanisme pel gue un increment en els nivells de DAG pot acabar
afavorint la sintesi de PC. El nostre primer suposit era que el DAG que no senviacap ala
formacié de CDP-DAG per alasintes de P, és emprat com a substrat per ala sintesi de PC.
Pero aquest hauria de poder ser emprat també per a la sintesi de PE, fet que no encaixa amb
I’ efecte observat. Una de les principals diferencies entre la via de la CDP-Cho i lade la CDP-
Etn és que mentre que la CCT, |’enzim limitant de la primera, és activat per DAG (Kolesnick
i Hemer, 1990; Slack et al., 1991), no es té constancia que aixo succeeixi amb I’enzim andleg
per ala sintesi de CDP-Etn, la CET (Bleijerveld et al., 2004). Per tant, un increment en els
nivells de DAG podria resultar en una sobreactivacio de la CCT, augmentant la produccio de
CDP-Cho sense gque es modifiquessin els nivells de CDP-Etn. Tenint en compte que la PE es
sintetitza al ER per accié de la CEPT, un enzim que uneix al DAG tant la CDP-Etn com la
CDP-Cho per donar lloc a PE i PC (Henneberry i McMaster, 1999), un increment en la

producci6 de CDP-Cho resultara en una major produccio de PC i menor de PE.

Aquesta explicacié topa amb un problema experimental. Per ala sintesi de PE per laviadela
CDP-Etn la cél-lula necessita incorporar etanolamina, un component que no forma part del
medi de cultiu emprat en els nostres experiments (DMEM D5796, Sigma). Si bé tant la ruta
de la CDP-Etn com la de la descarboxilacio de la PS son necessaries durant el
desenvolupament embrionari (Fullerton et al., 2007; Steenbergen, et a., 2005), molts tipus
cel-lulars poden créixer en cultiu sense necessitat d’ etanolamina exogena, obtenint la seva PE
per descarboxilacidé de la PS. Si aguesta és la Unica via per la que els nostres cultius
d astrocits sintetitzen la PE, haura de ser larutainhibida pel tractament amb liti. Tot i aix0, no
podem descartar que la ruta de la CDP-Etn també hi tingui lloc, a partir d’ etanolamina
provinent de I'FBS o de la hidrolisi de la PE dels astrocits, i que aquest sigui € principal
procés pel que la PE és marcada amb [**P]-P;, i per tant sigui la via inhibida pel liti pel
mecanisme de competicié de la CDP-Cho amb la CDP-Etn que hem proposat. En aguest
sentit és interessant destacar que la relacio [*2P]-PE/[*P]-PC en els experiments realitzats en
tampd Krebs sense fosfat, és molt menor a I’ obtinguda en els experiments on es mantenia el
medi de cultiu, fet que podria indicar I’ existencia d’ una aportacio externa d’ etanolamina que
permeti la sintesi de PE per la via de la CDP-Etn. Sera necessari realitzar nous experiments,
complementant e DMEM amb etanolamina, i realitzant marcatges amb [*H]-etanolamina per
tal de resoldre aguesta quiestio.
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L’ altre obstacle per al’ acceptacio del mecanisme que consideravem responsable de |’ augment
en la sintesi de PC en resposta a la inhibici6 de la sintesi de Pl, era que si bé amb I’ aportacio
d'inositol aconseguiem revertir parcialment I'increment en la velocitat de sintes de PC
produit pel liti, no es produia un increment en la sintesi de Pl, que suposadament es trobava
inhibida per la deplecié d'inositol que provoca €l liti en inhibir la IMPasa. Aquesta és
justament la principal objeccié que ha rebut |a hipotesi de la deplecio d’inositol per explicar
els efectes terapeutics del liti: no s'ha pogut demostrar inequivocament que la disminucio en
els nivells d'inositol provocada pel liti es tradueixi en una reduccié en la sintesi de PI, i
consegiientment, en la senyalitzacio per fosfoinositids (revisat a Harwood, 2005).

Per tant ens vam proposar abordar e fenomen des del punt de vista invers: I’increment en la
velocitat de sintesi de PC erala causa de lainhibicié en la sintesi de PI? Un major consum de
DAG per alasintesi de PC es podria traduir en una menor disposicio de CDP-DAG per ala
de PI, provocant una inhibicié en la seva sintesi. Aquesta hipotesi concorda amb la forta
inhibicio observada en la sintesi de PE, que es podria deure a una inhibicio de la via de la
CDP-Etn, que es troba limitada tant per I’ activitat CET com per la disponibilitat de DAG com
asubstrat (Bleijerveld et al., 2004). Aixi doncs, si € liti manté sobreactivada la sintesi de PC,
es podria produir una disminucio en €s nivells de DAG, tal com s ha descrit en cel-lules
tractades amb activadors de la CCT (Lagace i Ridgway 2005). Per altra banda, en analitzar els
experiments de marcatge metabolic, s ha de tenir en compte que el [*P]-P; sincorpora ala
ruta de sintesi de Pl anivell del PA, i no en lareacci6 dela Pl sintasa. El [*°P]-PA es formara
per sintesi de novo, per hidrolisi de la [*P]-PC per part dela PLD o bé per lafosforilacié del
DAG amb [y-*P]-ATP catalitzada per laDAGK. En relaci6 ala PC total accessiblealaPLD,
els nivells de [*P]-PC seran redluiits, i en tot cas, seran superiors en els astrocits tractats amb
liti, de manera que, ano ser que el liti inhibeixi laPLD, I aportacié de [**P]-PA per alasintes
de Pl a partir de la hidrolisi del [*P]-PC no hauria de veure's reduida amb el tractament amb
liti. En canvi, si suposem que €l liti incrementa e consum de DAG per ala sintesi de PC, hi
haura menys DAG disponible per la DAGK per sintetitzar [*P]-PA, i en consegiiéncia es
reduira la sintesi de [**P]-CDP-DAG i de [*P]-PI, tal com observem. Si e factor limitant per
a la sintes de Pl en astrocits tractats amb liti no és I'inositol sind el CDP-DAG, s entén

perqué I’ addicié d'inositol no reverteix lainhibici6 observada en la seva sintesi.

Els nostres resultats preliminars mostren que € liti podria estar reduint els nivells de DAG
dels astrocits, pero caldra realitzar més experiments per confirmar aguesta possibilitat. El

DAG de les membranes biologiques prové principament de la hidrolisi del PI-4,5-P, per la
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PLC i delaPC per |’accio sequencia delaPLD i laPAP (Denniset a., 1991; Hodgkin et al.,
1998). Si bé aguest DAG produit per senyals extracel-lulars apareix principament a la
membrana plasmatica, d’ on sera eliminat per accio de les DAGK, s ha comprovat que pot ser
transportat al ER per ser emprat per a la sintesi de TAG o fosfolipids (Pagano et al., 1985;
Igal et a., 2001). Aixi, una sobreactivacio de la sintesi de PC produida pel liti podria portar a
una disminucio en €ls nivells del DAG produit per cascades de senyalitzacio, fet que tindria
una gran transcendéncia per ala comprensio del mecanisme d'accié ddl liti, que s ha proposat
que podria estar relacionat amb la inhibicié de I’ activitat PKC (revisat a Catapano i Manji,
2008; Arnsten et al., 2009). El DAG pot activar les PKC, i altres proteines amb dominis C1,
promovent la seva translocacié a membrana (Kishimoto et al., 1980; Ono et a., 1989), un
procés que es veu reduit pel liti (Wang et al., 2001), i incrementat en cervells postmortem de
pacients bipolars (Wang i Friedman, 2001). Cal destacar el fet que s han realitzat estudis
clinics que mostren una reducci6 significativa en els simptomes de mania en pacients bipolars
tractats amb un inhibidor de la PKC (Bebchuk et al., 2000; Zarate et a., 2007).

Laimplicacié de la senyalitzacié per DAG/PKC amb els trastorns bipolars es fa palesa pel fet
gue dos estudis independents associen € gen de la DAG quinasa eta (DAGKH), que participa
en I’eliminacié del DAG per aturar la seva cascada de senyalitzacio, amb €l risc de patir
trastorns bipolars (Baum et a., 2008; Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007). La
DAGKB, per la seva banda, s expressa en oligodendrocitsi en cervell de rata mostra un patré
d expressio que la relaciona amb arees implicades en I’emocié i cognicié (Goto i Kondo,
1999). En humans, €l gen de la DGKB pot generar multiples isoformes per splicing alternatiu,
I sOn d’ especial interes aquelles que mostren una deleccio de 35 aminoacids en C-terminal, ja
gue en pacients amb trastorns bipolars s’ hi ha detectat preferentment aquest tipus de mMRNA
(Caricasole et a., 2002). Sobreexpressades en cdl-lules COS, la DGKB completa es transoca
a membranes en resposta a ésters de forbol, mentre que la versié truncada no es transloca

correctament, tot i que manté la presencia de dominis C1.

El DAG (i els seus analegs sintetics) actua a nivell presinaptic com a potenciador de la
neurotransmissio, incrementant transitoriament |’ alliberacié de neurotransmissors segons €l
mecanisme conegut com a potenciacié sinaptica (revisat a Zucker i Regehr, 2002),
possiblement incrementant € nombre de vesicules aliberables (Virmani et al., 2005) o
I’eficiencia d’aliberacio (Lou et a., 2005). L' accié presingptica del DAG es coopera amb
altres formes de plasticitat presindptica, potenciant |’ efecte del Ca?* residual, incrementat la
taxa d' alliberacié espontania de neurotransmissors (Lou et al., 2005; Michevaet a., 2001). La
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PKC, laprincipal dianadel DAG, fosforila diverses proteines involucrades en I’ alliberacio de
neurotransmissors, entre les que destaca Munc-18 (Barclay et al., 2003). Per atra banda, €l
DAG i els ésters de forbol també activen directament Munc-13, una proteina que conté un
domini C1 i que cooperaamb la PKC per potenciar latransmissio presinaptica (Wierda et a.,
2007).

Els efectes inhibitoris del liti sobre I’ activitat PKC s han explicat principalment a nivell de
canvis en |I’expressio de diverses isoformes de la PKC, i per la reduccio en la senyalitzacio
per PI-4,5-P,/PLC degut ala menor disponibilitat de Pl-4,5-P, provocada per la inhibicio de
la sintesi de Pl (revisat a Catapano i Manji, 2008). Tot i la popularitat d’aguest darrer
mecanisme, no esta clar que realment € liti inhibeixi aquest sistema de senyalitzacio (veure
apartat 2.2.4 de la Introduccio), i d atra banda, la inhibicié de la sintesi de Pl per deplecio
d'inositol va lligada a una acumulacié de CDP-DAG (Godfrey, 1989), que podriaimplicar un
augment en els nivells de DAG que incrementaria I’ activitat PKC. Per altra banda, una
downregulacié de certes isoformes de la PKC (Manji i Lenox, 1999), podria resultar
beneficiosa en cas d’ un excés de DAG produit per un deficit en I'activitat DAGK, perd no
interferiria en altres processos regulats pels nivells de DAG, com I’ activacié de Munc-13. En
canvi, la sintesi de PC és una de les principas rutes de consum de DAG, i per tant, un
increment en aguest procés podria compensar €ls efectes d’'una ateracio en I’eliminacié del
DAG.

Per tant, una hipotética disminucio6 dels nivells de DAG provocada per la sobreactivacio de la
ruta de Kennedy en astrocits tractats amb liti tindriaimportants implicacions en la comprensio
del seu mecanisme terapeutic, i permetria explicar la inhibicié que observem en la sintesi de
PE i de PI, aixi com d'atres aspectes del fenotip observat que es discutiran més endavant.
Pero tenint en compte que el DAG és un substrat i un dels principals activadors de la sintesi
de PC, és compatible aguesta reduccio en els nivells de DAG amb I’ increment sostingut en la
sintes de PC? Aquesta aparent contradiccio podria ser salvada si tenim en compte la

compartimentalitzacio cel-lular dels processos implicats.

Tot i que existeix un transport continu de lipids entre les diferents membranes cel-lulars, cal
esperar que aquesta hipoteética deplecio de DAG sigui especialment important en els llocs on
es consumeix per alasintes de PC, ésal dir, al ER i a Golgi, on estroben la CEPT i la CPT
(Henneberry et a., 2002; Tian et al., 2008). En aquests compartiments, una disminucio dels
nivells de DAG podria afectar els processos que depenen de la proporcié de DAG a la
membrana, sense que la seva disminucio alterésla sintesi de PC per manca de substrat, ja que
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es consideraque €l factor limitant per ala CPT no és el DAG sind la CDP-Cho. En canvi, sera
important gque es mantinguin uns nivells suficientment elevats de DAG en elsllocs on es trobi
la CCT, per tal de permetre la seva activacio per translocacio a membranes. La CCTaq, la
principal isoforma responsable de la sintesi de CDP-Cho, es troba mgjoritariament a nucli, tot
i gue també s ha detectat en €l citosol i microsomes (revisat a Jackowski i Fagone, 2005). Si
bé s havia proposat que la CCTa del nucli forma un reservori inactiu que s envia al citosol en
situacions d elevada demanda de PC (Northwood et al., 1999), nombrosos autors afirmen que
la seva activitat es produeix principament al nucli (DeLong et al., 2000; Hunt i Postle, 2004),
on s activa per translocacié a les membranes de |I'embolcall nuclear (Gehrig et a., 2009).
D’ aguesta manera un increment en la velocitat de la ruta de Kennedy podria produir una
disminucio en els nivellsde DAG del ER i € Golgi, sense afectar als del nucli, de manera que

s hi podria mantenir incrementada |’ activitat dela CCTa (FiguraD-1).

Nucli

Citosol

Figura D-1. Hipotes de la deplecié de DAG en astrocits tractats amb liti. Un increment en la velocitat de
sintesi de PC en resposta a liti comporta un increment en € consum de DAG en e Golgi i reticle, fet que pot
contribuir a atenuar una excessiva senyalitzacié dependent de DAG. Els nivells de DAG nuclears no es veuran
afectats per la sintesi de PC de manera que la CCTa es podra mantenir activa en aquest compartiment tot i que
disminueixin els nivellsde DAG del ER i Golgi.
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En aquest punt se'ns planteja quin és el mecanisme pel qual € liti podria mantenir una CCTa.
sobreactivada a nucli. Hem comprovat que lainhibici6 de la sintesi de Pl causada pel liti no
es reverteix amb I’addicio d'inositol, fet que ens fa pensar que és una conseguencia de la
deplecié de DAG causada pdl liti en incrementar la sintes de PC. Sorprenentment, aguest
increment en la sintesi de PC si que es veu parcialment revertit amb |’addicié d’inositol, fet
que indica que una de les seves causes seria la inhibicié de la IMPasa per part del liti. Un
increment en els nivells de DAG causat pel bloqueig del cicle del PI ens havia semblat una
explicacié plausible per aquest fenomen, pero tal com s ha explicat, no sembla compatible
amb altres aspectes del fenotip observat. Pero, seria possible que la inhibici6é de la IMPasa
produis un increment en els nivells de DAG de certs compartiments, on s activaria la CCT,
provocant un increment en la sintesi de PC i per tant una reduccio en els nivells de DAG dels

Ilocs on es sintetitza aquest fosfolipid?

A més de a la membrana plasmatica i al Golgi (revisat a Lev, 2006), el DAG també pot ser
generat al nucli (revisat a Irvine, 2002; Goto et al., 2006). Es interessant ressaltar el fet que,
independentment del citosolic, existeix un cicle del Pl a nucli, on s ha detectat la presencia
de diverses Pl quinases que permeten la sintesi dels principals fosfoinositids, aixi com
DAGKsi PLCs (revisat a Bunce et al., 2006; Visnjic i Banfic, 2007). En cél-lules Swiss 3T3
estimulades amb IGF, es produeix un increment en la hidrolisi del PI-4,5-P, nuclear i dels
nivells de DAG (Divecha et al., 1991) gracies a |’ activacio de la PI-PLC-B1 produida per la
seva fosforilacié per ERK, entre altres factors. La PI-PLC-B1 conté unaregio de localitzacio
nuclear en la seva sequencia, pero atres isoformes de la PLC, com la PLC-y1 poden ser
translocades a nucli en determinades situacions. EIl DAG format a nucli, capta diverses
isoformes de la PKC, algunes de les quals poden fosforilar i inhibir la propia PI-PLC-$1. Un
delsrols de I’IP5 alliberat a nucli podria ser e de precursor de formes atament fosforilades
de I'inositol, que participen en diversos processos nuclears. Els nivells de DAG nuclears es
veuen incrementats durant la fase G2 del cicle cel-lular per accié de la PLC-B1, un procés
essencial que en ser bloquejat provocal’ arrest de les cél-lules en G2/M (L ukinovic-Skudar et
al., 2005). En aquest sentit crida I'atencié que en un treball previ del nostre grup es va
demostrar que € tractament amb liti arrestava € cicle cel-lular, d astrocits sincronitzats, en
G2/M per un mecanisme independent de la inhibicié de GSK-3 (Pardo et a., 2003), de
manera que, coneixent la capacitat del liti d’'interferir en e cicle del Pl, és possible que
estigués actuant sobre aquest procés nuclear. Aixi doncs, reduint els nivells d’'inositol, € liti

podria interferir tant el cicle dels fosfoinositids citosolic com en el nuclear, provocant una
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inhibicio en la sintesi de Pl i una acumulacio de CDP-DAG i possiblement de DAG en
ambdos compartiments. Ara bé, aquest increment en els nivells de DAG nuclears produiria
una sobreactivacio de la CCTa, incrementant la velocitat de sintesi de PC, i per tant, e
consum de DAG en e Golgi i € ER, fet que produiria una disminucio en la sintesi de PI, de
PE i I'atenuacié de les vies de senyalitzacié citosoliques dependents de DAG, com ara
I’ activacié de les PKC.

Aquest model permetria, a partir de la coneguda inhibicio de la IMPasa, explicar bona part
dels efectes observats amb el tractament dels astrocits amb liti. Tot i aix0, caldran més
experiments per confirmar aguesta hipotes, i seria especiament interessant anditzar els
efectes del liti sobre els nivells absoluts de DAG en els diferents compartiments subcel - lulars,
per tal de comprovar si lafraccié nuclear i microsomal mostren un comportament invers. Per
altra banda, encara es desconeixen molts dels aspectes clau del metabolisme lipidic nuclear, i
seria de gran interes esbrinar s a més de la DAGK, € nucli presenta activitat CDP-DAG
sintasa i Pl sintasa, elements clau per tancar e cicle dels fosfoinositids i essencials per ala
nostra hipotesi, o bé importen el Pl del ER, jasigui per difusié o per proteines transportadores.
En tot cas, I’existencia de dos cicles dels fosfoinositids independents ha de ser presa en
consideracié al’hora d’ estudiar els efectes del liti, ja que és probable que mostrin propietats
diferents en quant a la influencia de la inhibicio de la IMPasa, o la capacitat de restituir els
nivells d’inositol amb inositol exogen.

Efectesdel liti sobrelabiosintes de colesterol i acids grassos

El tractament dels astrocits amb liti també produeix una forta reduccié en la incorporacié de
[*C]-acetat a colesterol i a fosfolipids, probablement actuant a nivell de la biosintes d'&cids
grassos. Tant els acids grassos que sincorporaran as fosfolipids com €l colesterol, es
sintetitzen a partir d acetil-CoA. Tot i aix0, a partir d aqui les seves rutes de sintesi no
comparteixen cap atre enzim que pugui ser la diana del liti per inhibir la sintesi d’ambdos
tipus de molécules. Per tant, si € liti inhibeix tant laincorporacié de [**C]-acetat a fosfolipids
com a colesterol, significa que o bé actua a nivell de la produccié d acetil-CoA, és a dir
inhibint I’ acetil-CoA sintasa, o bé provoca la inhibicié d enzims tant de la via de sintesi de
colesterol com de la de sintesi d’ acids grassos. Si es dona aguesta darrera possibilitat, el més
raonable seria pensar que més que inhibir directament aquests enzims, € liti estaria afectant
alguna via de senyalitzacio que regulés tant la sintesi de colesterol com la d’ acids grassos. Els
SREBPs son una familia de factors de transcripcié que controlen la biosintesi de colesterol i

d acids grassos (revisat a Camargo et al., 2009), per la qual cosa podrien ser €l's responsables
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de I’accid del liti. En aquest sentit, és interessant el fet que el valproat redueix laincorporacio
de glicerol, mevalonat i lactat a esterols i glicerolipids en diferents regions del CNS, fet que
podria interferir en |’activitat neurona (Bolanos i Medina, 1997). Per dtra banda, s ha
observat que la induccié d'estres reticular incrementa la biosintesi i captacio de lipids
mitjancant I’ activacié de SREBPs produint una acumulacié de lipids en la cél -lula (Werstuck
et a., 2001), i els mateixos autors han comprovat que €l valproat protegeix les cél-lules i
bloqugia la formacio del fragment actiu de SREBP-2 en resposta a estrés reticular, evitant
I”acumulaci6 de colesterol, un efecte que també observen amb liti i amb un inhibidor selectiu
de la GSK-3 (Kim et al., 2004). Per tant, seria interessant comprovar s els efectes del liti
sobre laincorporacié de [*C]-acetat alipids en cultius d astrocits, son deguts alainhibicié de
laGSK-3, i si els SREBPs hi estan implicats.

Una altra possibilitat a tenir en compte, és que € persistent increment en el metabolisme de la
PC produit pel liti podria resultar en un augment del consum d’ATP que afectés |’ estat
energetic de la cél-lula. Aquest fet podria portar a un increment en els nivells d AMP que
provocaria I’ activacio de la AMPK, fet que produiria una inhibicié en les biosintes d’acids
grassos (revisat aKahn et a., 2005).

2 Efectes del liti sobre I'alliberacid de senyals quimics

El liti incrementa la secreci6 de TNF-a.

En la segona part de la tesi shan exposat els nostres resultats obtinguts provocant una
resposta inflamatoria, amb lipopolisacarid bacteria (LPS), en cultius primaris enriquits en
astrocits. L’interes per aguest model experimental ens va venir arran dels resultats obtinguts
en una col-laboracié del nostre grup amb el de la Dra. Jackowski del St. Jude Children's
Research Hospital (Memphis, USA), gue mostraven que € procés de secrecié de TNF-a en
macrofags estimulats amb LPS requeria de la sintesi de PC (Tian et a., 2008). La deleccié del
gen de la CCTa en macrofags aterava la via secretoria provocant |I'acumulacié de les
citoquines com e TNF-a a Golgi. Partint d’ aguests resultats vam hipotetitzar que €l
tractament amb liti, en incrementar la sintesi de PC, podria estar estimulant |’ alliberacio de
citoquines afavorint e transport de vesicules del Golgi a la membrana plasmatica. La
constatacio experimental que el tractament amb liti incrementava I’ alliberacio de TNF-a en
resposta a LPS ens va convencer de la necessitat d’ explorar aguesta hipotesi. Vist en
perspectiva sembla que hauria estat més raonable verificar en primer lloc s I’ efecte ddl liti

sobre la secrecio de TNF-a era degut a una major activacio en la resposta inflamatoria dels
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astrocits davant de I'LPS. En aquell moment per0, ens trobavem submergits en els
experiments amb medi condicionat amb liti, a la cerca d’algun factor alliberat pels astrocits
tractats amb liti que activéslasintes de PC, i creiem que €l liti podria estar aterant I activitat
del Golgi, motiu pel qual ens trobavem amb una gran predisposicié a acceptar hipotesis que

relacionessin I’ acci6 del liti amb canvis en la via secretoria

En incorporar-me el laboratori de la doctora Corda, de gran experiéncia en |’ estudi del paper
delsfosfolipids en €l transit intermembranal, per tal de dur aterme els experiments que havien
de relacionar € tractament amb liti amb fendmens de transit intermembranal, em vaig anar
adonant dels febles fonaments sobre els que reposava la nostra hipotesi. Sense gaires
esperances d'exit vaig readitzar els experiments de transport de la proteina VSVG des de
I"aparell de Golgi ala membrana plasmatica, amb els que no vam observar un increment en el
transport de vesicules secretores en els astrocits tractats amb liti. De fet, si es produeix algun
efecte és € contrari a que esperavem trobar: un alentiment en la via secretoria. Caldria
realitzar més experiments per confirmar aquest fenomen pero, si realment el liti inhibeix
I” exportacio de vesicules del Golgi, un possible mecanisme per explicar-ho seria la reduccié
en elsnivellsde DAG del Golgi com a conseqgiiencia de lamajor velocitat de sintesi de PC. El
balanc entre la formacid i consum de DAG és essencia per als diferents processos que tenen
lloc al Golgi (revisat aFang et a., 1998). El DAG del Golgi esformara per desfosforilacié del
PA produit per I'accié de laPLD sobre la PC, per s esfingomielina sintasa, que produeix SM i
DAG consumint PC i ceramida, o per hidrolisi de fosfoinositids per la PLC. El consum del
DAG tambeé es produira per tres vies: la conversié deI’SM a PC, consumint DAG i aliberant
ceramida, lafosforilacio del DAG a PA per laDAGK, i per lavia de Kennedy per alasintes
de PC. Aixi, un increment en la sintesi de PC pot produir una disminucio en els nivells de
DAG queinhibeixi la secrecid de vesicules del Golgi (Litvak et al., 2005).

El TNF-a i la neuroinflamacio6 en e context delstrastornsbipolars

Els trastorns bipolars podrien ser la consegiiencia d’ un sistema immunoinflamatori alterat. En
aquest sentit s'ha relacionat I’ expressié aberrant de certs gens inflamatoris amb els trastorns
bipolars (Padmos et al., 2008), i s ha descrit anomalies en la producciéo de citoquines
proinflamatories en individus amb trastorns bipolars. Aixi en cultius de monocits de pacients
S observa una menor produccio de IL-13 i major de IL-6 en resposta a LPS (Knijff et al.,
2007), i s'han detectat concentracions de TNF-a. augmentades en serum o plasma de pacients
bipolars (Kim et a., 2007; Ortiz-Dominguez et al., 2007; O’ Brien et al., 2006), aixi com un
increment en els nivells dels seus receptors (Haack et a., 1999). D’ aquesta manera |les causes

167



P i L e g et i T s e samS e by i sy

fisiopatol 6giques dels trastorns bipolars podrien trobar-se en desequilibris entre les citoquines
pro- i antiinflamatories. En estats de mania s han descrit increments en els nivells de TNF-a.,
IL-21i INF-y enrelacio alL-4 (Kim et a., 2007). Tot i axo, fins a moment no s han realitzat
analisis dels nivells de citoquines en fluid cerebroespina de pacients bipolars, tot i que hi ha
evidencies d increments en citoquines proinflamatories en depressié unipolar (Levine et al.,
1999).

Dins de les diferents citoquines que actuen a CNS, les dteracions en € sistema de
senyalitzacid per TNF-o. han estat especialment relacionades amb els trastorns bipolars i la
depressid (revisat a Brietzke i Kapczinski, 2008). Els receptors de TNF-a. S expressen en
teixit cerebral, i amés de les seves funcions en supervivénciai inflamaci6, estan implicats en
multiples aspectes de la transmissio sindptica (revisat a Khairova et a., 2009). La injeccio de
citoquines proinflamatories com el TNF-a en rosegadors produeix un fenotip amb simptomes
similars as de la depressio, amb anoréxia, trastorns del son, defectes neurocognitius i fatiga
(revisat a Dantzer et al., 2008). Els nivells de TNF-a en plasma de pacients bipolars es troben
augmentats tant durant les fases depressives, com de mania, i probablement durant les fases
d eutimia (O'Brien et a., 2006; Kim et al., 2007; Ortiz-Dominguez et al., 2007), i alguns
components de la senyalitzacio per TNF-a han estat genéticament associats als trastorns
bipolars BD (Czerski et a., 2008; Pae et al., 2004; Meira-Lima et a., 2003). Alguns treballs
mostren una reduccio en la produccio de TNF-a, IL-1f i IL-6 en limfocits i monocits aillats
de pacients tractats amb liti (Boufidou et al., 2004; Padmos et a., 2008). S ha proposat que
anticossos antagonistes del TNF-a (revisat a Tracey et al., 2008), que ja S empren en alguns
desordres immunoinflamatoris (artritis reumatoide o malatia de Crohn), podrien ser
beneficiosos pel tractament dels trastorns bipolars i la depressié (revisat a Soczynska et al.,
2009). S'han descrit millores en els simptomes depressius i cognitius en pacients no
psiquiatrics tractats amb antagonistes del TNF-a, perd encarano s ha establert la seva eficacia
en trastorns de I’ estat d’ anim.

Aixi doncs, nombrosos estudis apunten a una relacié entre una excessiva senyalitzacio per
TNF-a i I'aparicid de depressié. En canvi, els nostres resultats mostren que €l liti incrementa
la secrecié de TNF-a, en astrocits, fet que pot semblar contraproduent. Tot i aix0, podria ser
gue I’ efecte prodepressiu del TNF-a. fos beneficids per a tractament de la mania, i que €l liti
n’incrementés la seva secreci 6 especialment durant el's episodis de mania. En aquest sentit son
interessants les observacions que afinals del s. XX varealitzar €l psiquiatre austriac Wagner-

Jauregg, a voltant d'una série de pacients que experimentaven una remissio dels seus
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simptomes psicotics en patir un proces infeccids, com arafebre tifoide. Aquesta observacio va
portar a desenvolupament de la terapia de malalts mentals amb la inoculacio de parasits de la
malaria, fet que va portar a I'atorgacio del Premi Nobel de Medicina (1927) a Wagner-
Jauregg. Els efectes beneficiosos d aquest tractament es podrien deure a regjustaments en
I”homedstasi dels elements de la senyalitzaci6 inflamatoria (revisat a Kapczinski et al., 2008).

Efectesdel liti sobrelaresposta inflamatoria dels astrocits

Els efectes del liti sobre elements de la resposta inflamatoria que, a diferencia del TNF-a, no
depenen de la via secretoria, com la produccié de PGE; o de NO, ens va acabar de convencer
que |’ efecte del liti sobre la secrecio de TNF-a. calia buscar-lo a nivell dels processos que
regulen la resposta a LPS en astrocits, més que en una hipotética acceleracio del transport
intermembranal. Tot i aixo, els nostres resultats mostren que la secrecio de TNF-a. pot ser
bloquejada, independentment de |a resta de manifestacions de la resposta inflamatoria, amb el
tractament amb propranolol, un inhibidor de la PA fosfatasa que provoca una reduccio en els
nivells de DAG, tal com ja s havia descrit (Tian et a., 2008), pero també amb |’ aportacié
extra de DAG, en forma de dioctanoilglicerol (DiC8), fet que suggereix gque els canvis en €ls
nivells de DAG, tant en sentit positiu com negatiu, poden interferir en el correcte transport de
les vesicules de secrecid. Es especialment destacable que el tractament amb DiC8, que
redueix drasticament |’ efecte del liti sobre la sintesi de PC, elimina totalment I’ efecte del liti
sobre la secrecio de TNF-a. i | expressio de COX-2. Aquest fet podriaindicar que en ambdés

casos €l liti actuaanivell de la senyalitzacio per DAG.

Un punt interessant és que € liti incrementa la toxicitat de I'LPS, possiblement degut a la
major aliberacié de TNF-a, una citoquina proinflamatoria que en certes condicions pot induir
mort cel-lular. Tot i que les propietats neuroprotectores del liti son ben conegudes (revisat a
Chuang, 2005), en alguns casos pot produir efectes neurotoxics, de manera que no esta clar
quin és e baanc final del tractament amb liti sobre la supervivéncia neurona (revisat a
Fountoulakis et al., 2008). En aguesta qliestio es produeix una discrepancia evident entre la
ciéncia basica i la practica clinica: mentre que la mgjoria de treballs realitzats en animals o
cultius cel-lulars mostren clarament els efectes citoprotectors del liti, els estudis clinics en

humans fan emfasi principalment en les seves propietats neurotoxiques.

No hem explorat sistematicament els mecanismes pels que € liti incrementa la resposta
inflamatoria en astrocits. El promotor del gen de la COX-2 conté diversos llocs putatius de

regulacio, com CAMP response element, |L-6 response element, AP-2, NF-xB, Sp-1, PEA-3,
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GATA-1i glucocorticoid response element (revisat a Wu, 1995). Per altra banda, un punt que
seria important estudiar és € rol de la microglia en els efectes proinflamatoris del liti
observats en cultius primaris d astrocits. Aquests cultius solen contenir una fraccié de
cél-lules microglials, que juguen un paper determinant en la resposta immune del CNS, i la
seva presencia i nombre, no s ha de menystenir a I’hora d estudiar la resposta del cultiu al
tractament amb agents inflamatoris (revisat a Saura, 2007). En cultius primaris enriquits en
microglia, les cél-lules responen a I’LPS amb canvis morfologics i un increment en la
secrecio de citoquines i oxid nitric (NO) (Zielasek et al., 1992). En cultius d’ astrocits també
S observa secrecio de citoquines en resposta a LPS, pero hi ha controversia pel que faal’ NO.
Alguns autors defensen que I’ NO és produit tant pels astrocits com per la microglia present en
el cultiu (Galea et al., 1992), mentre que en altres estudis es restringeix a la microglia
I’ expressio de INOS i la subseqlient sintesi de NO, (Yang et al., 1998). En cél-lules C6, una
linea cel-lular de glioma, lainduccio de INOS només s aconsegueix si el tractament amb LPS
(0o amb TNF-a 0 IL-1B) es fa conjuntament amb IFNy (revisat a Nomura, 2001). L’ LPS seria
suficient per activar lavia de I’'NF-kB, pero per ala induccié de iNOS es fa necessari també

activar lavia Jak2/Stat1a per part de |’ IFNy.

Deixant de banda el mecanisme molecular i cel-lular que desencadena I’ efecte proinflamatori
del liti, els nostres resultats indiquen que aquest es manifesta significativament en tractar els
astrocits amb dosis Ileugerament superiors a la finestra terapéutica del liti. El tractament de
pacients bipolars amb liti ha de ser estretament monitoritzat ja que € seu rang d’ efectivitat és
extremadament estret, amb dosis toxiques del mateix ordre que les terapéutiques (revisat a
Timmer i Sands, 1999). Aquest fet sovint no es té prou en compte a I’hora d’ estudiar els
efectes del liti en els diferents models experimentals, fins a punt que és probable que molts
dels efectes descrits en la literatura cientifica estiguin més relacionats amb |es seves propietats
toxiques que amb les terapeutiques i aquest podria ser € cas de I’increment en la secreci6 de
senyals proinflamatoris que hem observat. En aguest sentit, € tractament amb liti incrementa
I’expressio de GFAP i atera la morfologia dels processos en astrocits d' hipocamp de rates,
indicant una possible reactivitat astrocitaria (Rochaet a., 1998; Rocha and Rodnight, 1994).

L’ efectedual del liti sobrel’alliberacio de PGE»

Una de les nostres observacions meés interessants és el fet que en aplicar als astrocits dosis de
liti similars a les terapéutiques (1.25 mM), observem una reduccio en la produccio de PGE,
en resposta a LPS, I’ efecte contrari al que es dona amb dosis més elevades de liti. Aquest

estrany fenomen es pot explicar per I’ efecte antagonic del liti sobre dos dels elements que
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participen en la produccio de PGE;: la COX-2 i I’acid araquidonic (AA). El liti incrementa
I”expressio de COX-2 en resposta a LPS, perd al mateix temps inhibeix I'aliberacio d’ AA.
Ambdés efectes augmenten amb |a concentracié de liti, perd sembla que a concentracions
terapéutiques la contribucié més important serialainhibici6 de la produccio d’ AA, fet que es
traduiria en una reduccié dels nivells de PGE,, mentre que a concentracions de liti més
elevades, I’ efecte sobre la PGE, vindria governat per I’increment en la induccié de COX-2.
Aquest efecte dual del liti pot estar relacionat amb |’ estret marge de concentracions entre les
quals € liti passa de ser beneficids a ser toxic. Ens nivells de Li* en sang recomanats per al
tractament dels trastorns bipolars oscil-len entre els 0.8 i 1.5 mM, tot i que concentracions
superiors a 1.2 mM ja son potencialment toxiques, de manera que per al tractament profilactic
es recomana mantenir-les entre 0.6 i 0.9 mM (revisat a Timmer RT, Sands, 1999). En aguest
sentit, s'’ha descrit que e tractament amb tacrina en rates pretractades amb liti provoca
convulsionsi dany hipocampal, possiblement a causa d’ un increment en els nivells de COX-2

i de PGE; anterior al’ aparicio de convulsions (Paoletti et al., 1998).

Tot i e caracter antagonic de I’ efecte dual que observem en relacio a la PGE;, tenint en
compte que € liti resulta beneficios tant pel tractament de la depressio com de la mania,
podria ser que en funci6 de I’ estat del pacient predominés I’ efecte potenciador o inhibidor de
la sintesi de PGE,, compensant possibles alteracions en aguest sistema de senyalitzacio. En
aquest sentit és significatiu que s ha detectat una disminucio en I’ expressio de la PGE sintasa
en certes regions corticals de pacients bipolars, que no es mostra en pacients que seguien la
medicacié en e moment de la seva mort (Maida et a., 2006). Per contra, s 'ha detectat un
increment en els nivells de PGE, en plasma, fluid cerebroespina i saliva de pacients
deprimits (Lieb et al., 1983; Linnoila et al., 1983; Nishino et a., 1989). En tot cas, € fet que
la resta de farmacs estabilitzadors de I'estat d’anim amb els que hem tractat els astrocits
(vaproat, carbamazepina i lamotrigina), també produeixin una reduccié en I'aliberacio de

PGE,, dona pes alarellevanciaterapeutica d’ aquest fenomen.

S ha proposat inhibir directament la COX-2 com a terdpia pels trastorns bipolars (revisat a
Rapoport i Bosetti, 2002). Sembla que I'aspirina podria tenir certes propietats com a
estabilitzadora de I’ estat d’anim (revisat a Ketterer et a., 1996), o com a complement de la
fluoxetina en depressio unipolar (Mendlewicz et al., 2006), mentre que el celecoxib es mostra
com un complement Util per a la terapia antidepressiva amb reboxetina (Muller et a., 2006;

Kauer-Sant’ Anna et al., 2008). Un estudi clinic en pacients bipolars mostra que € tractament
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adjuntiu amb celecoxib produeix una rapida aparicio dels efectes antidepressius en pacients

gue experimentaven episodis depressius o mixtes (Nery et a., 2008).
Inhibicio del’alliberacio d’acid araquidonic en resposat a senyals de calci

La inhibicio en I'aliberacié d’ AA en astrocits tractats amb liti no s observa en condicions
basals sind en resposta a estimul's que produeixin un increment en la[Ca’"] citosdlica, com la
endotelina-1 (ET-1) o laionomicina. En un primer moment haviem pensat que I’ efecte del liti
sobre I'aliberacié d’ AA en resposta a ET-1 es devia a una menor produccio de |P; deguda a
la deplecié d'inositol, fet que portaria a un senyal de Ca®* més feble, i per tant, una menor
activaci6 de les cPLA,. En aquest sentit, el tractament amb liti atenua els senyals de Ca®*
induits per noradrenalina o trombina en cultius primaris d' astrocits (Chen i Hertz, 1996;
Kagaya et al., 2000), o induits per serotonina en cél-lules C6 de glioma (Yamaji et al., 1997).
Tot i aixo, el fet que @ tractament amb liti també inhibeixi I’ alliberacio d’ AA en respostaaun
iondfor com la ionomicing, indica que, més que disminuir la senyal de Ca?*, el liti redueix
I'alliberacié d’ AA en resposta a una mateixa oscil-lacié del Ca’* citosdlic. Tot i que s ha
descrit que € tractament amb liti produeix una disminucié en els nivells de cPLA , cerebrals
en rates (Rintala et al., 1999) els nostres resultats no mostren cap canvi important en la seva
expressio en astrocits tractats amb liti. Per atra banda, un treball realitzat en cultius
d astrocits tractats durant 1-4 setmanes amb LiCl, valproat o carbamazepina descriu un
increment en I'expressié de cPLA,, tot i que en e cas del liti la sobreexpressio homés
s observa a les 2 setmanes de tractament, i a les 3-4 setmanes s acaba produint una reduccio
en els nivells de cPLA, (Li et a., 2007). En €l nostre cas, que no observem diferéncies en
I'expressié de cPLA,, la menor aliberacié d’AA en resposta a Ca?* podria ser deguda a
canvis en els nivells de fosforilacio de la cPLA,, especialment a nivell de la Ser505,
implicada en I’ activacié de I’enzim (Gubern et al., 2008). Per altra banda, es coneix que la
presencia de DAG crea una pertorbacié en la membrana que afavoreix I'accié de certes
fosfolipases sobre els fosfolipids (revisat a GoOmez-Fernandez i Corbalan-Garcia, 2007), de
manera que el DAG amb acids grassos insaturats de cadena llarga incrementa |’ activitat PLA
(Dawson et al., 1983; 1984), fet que, juntament amb la capacitat del DAG d'inhibir la
lisofosfatidat aciltransferasa (Goppelt-Strube et al., 1987) afavoreix la sintesi de derivats de
I’AA. Per tant, la reduccié dels nivells de DAG que hem hipotetitzat també podria ser
responsable de la menor aliberacido d’AA en astrocits tractats amb liti, per un mecanisme

independent dels nivells d’expressié de la cPLA,. En tot cas, la reversid de I’ efecte en
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astrocits complementats amb inositol indicaria que aquest efecte esta relacionat amb la

inhibici6 dela|MPasa.

Els nostres resultats estan en consonancia amb la hipotesi que relaciona els trastorns bipolars
amb ateracions en la senyalitzacio per AA (revisat a Sublette et a., 2004, Rao et a., 2008).
Rapoport i col-laboradors han realitzat nombroses aportacions a aquest camp, detectant que,
en rates tractades amb liti, valproat o carbamazepina, es produeix una reduccié en la
producci6 de PGE, i en € recanvi de I'AA, sense que € recanvi del DHA (acid
docosahexaenoic) es vegi dterat (revisat a Rao et al., 2008). A grans trets, els derivats dels
acids grassos omega-3, com el DHA, promouen efectes antagonics as dels omega-6, com
L’AA (revisat a Serhan i Savill, 2005; Kang and Weylandt, 2008), fet que fa pensar que els
farmacs estabilitzadors de I’ estat d’ anim podrien actuar desplacant €l balan¢ d’ aquestes rutes
de senyalitzacio en favor dels efectes de la cascada del DHA en detriment de lade I’ AA. En
aquest sentit, la privacié d'acids grassos poliinsaturats n-3 en rates incrementa els seu
comportament agressiu i depressiu (DeMar et a., 2006), i aquest comportament es veu
associat a un increment en els nivellsi I’activitat CPLA 2, i en els nivells de COX-2 al cortex
fronta (Rao et al., 2007c). El consum d'acids grassos omega-3 redueix la produccio
d'icosanoidsi de TNF-a, IL-1i IL-6, i I'expressié de molecules d’ adhesio (revisat a Calder,
2006). Algunes revisions resumeixen els possibles beneficis clinics de tractar els pacients
bipolars amb acids grassos omega-3 com e DHA (Bourre, 2005; Freeman, 2000; Sinclair et
al., 2007; Stoll et al., 1999). Cal tenir en compte que els nivells de DHA en la dieta occidental
son especiament reduits (Denomme et al., 2005; Stark et al., 2005) i que pacients bipolars
mostren un baix contingut de DHA en eritrocits (Chiu et a., 2003).

Els antidepressius poden induir mania quan son administrats a un pacient bipolar (Y atham et
al., 2005; Ghaemi et a., 2003; 2004; Post et a., 2006). En aguest sentit, al contrari que €ls
farmacs antibipolars, la fluoxetina incrementa I’ activitat cPLA, en cortex de rata, els seus
nivells de proteinai mMRNA, i € recanvi de I’ AA en fosfolipids cerebrals, perd no altera els
nivells de COX-2 ni de PGE, (Lee et a., 2006; Rao et al., 2006). La fluvoxamina, un altre
antidepressiu inhibidor de la recaptacio de serotonina, també incrementa I’ activitat PLA, en
cortex de rata (Kucia et a., 2003). De manera similar a nostre model in vitro, alguns dels
treballs del grup de Rapoport es basen en la infusié intracerebroventricular de lipopolisacarid
bacteria en rates, on observen que incrementa els nivells de PGE,, I'activitat cPLA,, la
incorporacié d’AA a fosfolipids i e seu recanvi, uns efectes que son bloquegats pel
pretractament amb liti (Basselin et al., 2007).
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Sigui quin sigui e seu mecanisme d’'accio, la questio és que liti modifica la resposta de
' astrocit ales senyals de Ca®*. Tenint en compte que les oscil-lacions de Ca?* sén el principal
mecanisme que controla I’ activitat dels astrocits, aquest resultat dona pes a la hipotesi que
relaciona les propietats terapéeutiques d aquest farmac amb la modulacié de I’ activitat dels
astrocits. S han descrit alteracions en la morfologia i reduccions en la quantitat de cél-lules
glials associades as trastorns bipolars (revisat a Brauch et al., 2006), fet que distingiria els
trastorns bipolars dels desordres neurodegeneratius marcats per pérdues neuronals i
increments en la densitat glial (revisat a Rajkowska, 2002). Per altra banda, I'andisi
postmortem del cortex prefrontal dorsolateral mostra un increment en els nivells de glutamat
(Glu) associat als trastorns bipolars (Lan et a., 2008), i paral-lelament, per 'H-MRS s ha
detectat una elevada taxa GIn/Glu en pacients en estats de mania (Ongur et al., 2008), mentre
que en depressio unipolar s observa |’ efecte invers (Sanacora et al., 2004), fet que suggereix
unarelacié entre I'estat d’anim del pacient i larelacié GIn/Glu, i que podria indicar que en
pacients bipolars, més que un defecte 0 excés en aquest neurotransmisor, s hi produirien
alteracions en laregulacié de la seva homeostasi. El Glu alliberat per |es neurones és recaptat
pels astrocits i convertit a Gln que s envia a les neurones, de manera que la relaciéo GIn/Glu
déna informacio de la integritat de la sinapsi glutamateérgica i I’ acoblament neurona-astrocit.
Si para-lelament tenim en compte que els astrocits poden modular |’ aliberacio neuronal de
Glu (revisat a Hertz i Zielke, 2004), és factible que €els trastorns bipolars estiguin relacionats
amb |’ alteracio de les interaccions astrocit-neurona.

Sha descrit que en resposta a oscil-lacions de Ca®*, els astrocits aliberen PGE,, una
molécula que pot estar implicada en la modulacio de I’ activitat sinaptica, actuant sobre els
seus receptors en neurones (Zonta et a., 2003b). L’ aliberacié de PGE; en astrocits estimulats
amb agonistes dels seus GPCRs, és de magnitud i radi d'accié reduida, de manera que és
dificil que pugui ser detectada per immunoassaigs sobre mostres del medi de cultiu. Ara bé,
tot i que aquesta situacié és molt llunyana als nostres experiments, on induim una produccio
massiva de PGE, amb € tractament amb LPS, aquests indiquen que I’ efecte del liti sobre
I"aliberaci6 d’AA podria provocar una reduccié en |'aliberacio de PGE, en resposta a
oscil-lacions de Ca®*. Es creu que en condicions fisioldgiques, la PGE, produida pels astrocits,
juntament amb altres icosanoids, participa en € control del flux sanguini cerebral (revisat a
ladecolai Nedergaard, 2007). Un augment en |’ activitat sinaptica d’ una determinada zona del
cervell es tradueix en una major irrigacié sanguinia (hiperémia), un procés en € que €s
astrocits hi jugarien un paper determinant. Els astrocits poden detectar un increment en
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I'activitat sindptica mitjancant els seus GPCRs, que desencadenaran senyals de Ca®* que
portaran a I’alliberaci6 de PGE; i altres icosanoids, produint una dilatacio dels vasos
adjacents que afavorira la irrigacié sanguinia d aquella regi6. Creiem que s durant €ls
episodis patologics dels trastorns bipolars es produeix una sobreactivacio de determinades
arees cerebrals, és possible que € liti, inhibint la capacitat dels astrocits d’ alliberar derivats de
I’AA en resposta a senyals de calci, redueixi |I’augment d'irrigacio d’ aquella zona, produint

una pérdua energeética en les neurones sobreactivades que les retorni al seu estat basal.

Aixi doncs, amb aguest treball hem mostrat que € liti i els atres farmacs emprats en €
tractament dels trastorns bipolars produeixen una série d ateracions en la fisiologia dels
astrocits que poden estar implicades en € seu mecanisme terapeutic. La possible reduccio en
els nivells de DAG produits per I'increment en la sintesi de PC pot ser un nou mecanisme per
explicar €s efectes inhibitoris del liti sobre la senyalitzacié per PKC. Per altra banda, |’ efecte
comu dels estabilitzadors de I estat d’ anim sobre I’ aliberacié de PGE;, indica que aquest pot
ser un dels elements clau de la seva accio terapéutica, que podria estar relacionada amb

alteracions en I’ alliberaci6 de derivats de I’ AA en resposta a senyals de Ca®* en astrocits.
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Capitol |

El liti incrementa la sintesi de fosfatidilcolina tant en astrocits com en neurones.
Aquest efecte ja es mostra significatiu a concentracions terapeutiques, i es deu a la

potenciacié de laruta de Kennedy, probablement actuant anivell dela CCT.

L’increment en la sintesi de fosfatidilcolina provocat pel liti no es tradueix en un
increment en els nivells de fosfatidilcolina totals, indicant que €l liti potencia €l

recanvi de lafosfatidilcolina, afavorint tant les vies biosintétiques com de degradacio.

La deplecio d'inositol produida pel liti en inhibir la IMPasa contribueix as seus
efectes sobre la sintesi de fosfatidilcolina, mentre que la inhibicio de la GSK-3 no hi

estaria rel acionada.

El tractament amb liti inhibeix |a sintes de fosfatidilinositol i, en major grau, de

fosfatidiletanolamina.

De manera similar al liti, € tractament amb valproat i amb carbamazepina provoca
una reduccio en la velocitat de sintesi de fosfatitdilinositol i de fosfatidiletanolamina
en astrocits, pero I’ efecte d’ aquests farmacs sobre la sintesi de fosfatidilcolina és de
sentit oposat al del liti.

El tractament cronic amb liti redueix lasintesi de novo d’ acids grassos i de colesterol

en astrocits.

Els efectes produits pel liti sobre e metabolisme dels fosfolipids indiquen que la
potenciacio de la ruta de Kennedy podria resultar en una reduccid dels nivells de
diacilglicerol de certs compartiments cel-lulars. Aquest fenomen podria traduir-se en
una menor capacitat d’activacio de les PKC dependents de diacilglicerol, fet que
tindria gran rellevancia per la comprensié del mecanisme terapeutic del liti.
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La secrecio de TNF-a per part d’ astrocits estimulats amb LPS es veu incrementada pel

tractament amb liti.

La major aliberacié de TNF-a. no es deu a un increment en el transport de vesicules

de secreci6 des de I’ aparell de Golgi ala membrana plasmatica.

El tractament amb liti a dosis superiors a les terapeutiques incrementa la resposta
inflamatoria dels astrocits davant I'LPS, fet que es manifesta amb una major

aliberacio de TNF-a, de NO i de PGE..

El tractament dels astrocits amb dosis de liti, valproat, carbamazepina o lamotrigina,
terapeuticament rellevants, redueix I'aliberacio de PGE, en resposta a LPS, fet que
representa un efecte comu dels quatre principals farmacs emprats en €l tractament dels

trastorns bipolars.

Els efectes del valproat, la carbamazepinai lalamotrigina sobre |’ aliberacio de PGE;

s expliquen per unamenor induccié de COX-2 en respostaa LPS.

El tractament amb liti incrementa la induccié de COX-2 en resposta a LPS, perd
inhibeix la produccio6 d acid araquidonic, € seu substrat per a la produccié de PGE,
en resposta a estimuls que provogquen increments de la concentracié citosdlica de Ca’.
Es especialment rellevant que € liti modifiqui |a resposta dels astrocits al's senyals de
calci, € principa element regulador de I’ activitat d’ aquestes cdl-lules.
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“L’home més felic del mon és
aquell que sap reconeixer els
merits dels altres i pot alegrar-

se del bé alie¢ com si li fos

propi”

Johann Wolfgang Goethe
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Es molt tard, d’aqui a poc veuré per la finestra del despatx com surt la llum del dia en qué
acabaré d'escriure la tesi. Estaria bé que dediqués aguestes Ultimes linies a pensar en tota
aquella gent qgue m’' ha ajudat a arribar fins aqui amb prou humor com per aegrar-me de veure

sortir el sol mentre preparo el pdf final.

Fernando, Enrique, si vaig decidir realitzar lates a vostre grup és perquée éreu dels millors
professors que havia tingut, i he de dir que s mai em guanyo les garrofes ensenyant,
m’ agradaria fer-ho tant bé com vosaltres. Fer latesi amb els Pica’'s pot ser molt facil o molt
dificil, depén de com es miri, i si bé he de reconéixer gue m’ he penedit moltes vegades de no
haver escallit un grup més potent, amb més diners, amb projectes més ambiciosos, amb
tecnics, amb post-docs, en un centre punter, etc., a fina acaba pesant més el costat bo, i
m’'alegro d haver tingut uns directors de tesi que em donen llibertat per encertar-la i per
equivocar-me, gue entenen que la ciéncia és bella perd no és la Unica cosa bella, que em fan
sentir que treballo amb €lls, i no per a€lls, i per sobre de tot, que sdn bones persones, el millor
elogi que es pot fer d’un cientific, d’ un professor o d'un assessor técnic comercial. En agquest
paragraf també la Roser hi mereix una mencio especial. Sovint he pensat que m’ hauria anat
molt bé tenir-te pel laboratori quan vaig comencar, i sens dubte he pogut aprendre moltes
coses de tu, pero és obvi que €l teu gjut ha anat molt més enlla, no sé com hauria acabat lates
s no m haguessis comprat tot el gque t’he demanat, encara que no t'hagi demanat tot € que
hauria volgut comprar. Aprofito I’ocasié per fer una mica la pilota als altres membres del
tribunal de latesi, la Bet, que em va gjudar amb els marcatges metabolics, i en Ramon Trullas,
que fa 6 anys va rebre una visita d’ estudiants de I’ Autonoma, avids de consell sobre la
possibilitat de fer el doctorat, i ens va respondre amb tota honestedat, cruesa i realisme: la
ciencia pot ser molt dura, pero si t'agrada no faries una altra cosa. Espero que hagiu gaudit

llegint aquestatesi, 0 com aminim, que no se us hagi fet tant pesat com ami escriure-la.

També guardaré bons records de la gent del laboratori. Alberto, em vas ensenyar algunes
teécniques de laboratori, pero sobretot de tu vaig aprendre a respectar la opinio de persones que
veuen e mén de maneramolt diferent alameva. | en William, I’ exemple gque si un s espavila,
acaba tirant endavant. Albert, vam comencar junts pero has fotut un esprint que no hi ha qui
t'atrapi, felicitats, perqué no era facil, i gracies, per demostrar-me que és possible. | tu Miki,
espero que €l calci t'acompanyi i vagis on vagis et surtin bé les coses i t'invitin a moltes
pintes. | I’altre gironi, en Xevi, que vas coincidir poc temps amb mi, pero hauries estat un

miniPicagenial.
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Ostres arave lo dificil, no sé si estic prou despert com per no deixar-me cap dels companys de
fatigues que m’ heu acompanyat durant aquests anys... Penso amb nostalgia en tots el's sopars
d aniversari, escapades, Alfes, patxangues, converses trascendentals i banals, videos..., i
m’ adono que haver conegut gent com vosaltres és suficient per compensar totes les penes que
comporta fer el doctorat. Quan vaig entrar a departament em vaig adonar que havia tingut
molta sort d’anar a parar a un lloc on hi havia tant bon ambient, on érem poquets pero ben
avinguts, i sempre hi havia temps per fer una partideta de ping-pong amb algun dels mestres,
com en David Moreno, en Xavi o I’ Alex, a qui vaig guanyar un dia, jgje. Al café sempre es
podia aprendre alguna cosa de caspases, pero eren més interessants les teories surrealistes de
I"Eli, I'idealisme de la Mar, les lluites de I’ Alfredo contralainjusticia, lesriallesde lalmanei
somriures de la Rut, I"humor negre de la Noe, la Cris responent lee a la pregunta Leo?, i la
Sandra amb la seva comissi6 de festes sempre a punt. Quines festes eh, Sandra? | alaensvam
criar els nous doctorands, com en Nahuai, amb qui he tingut el plaer de compartir partides de
tenis, cubates (que a mitges surten mes barats, encara que en demanis el doble) i moltes
conyes, i la Bruna, amb qui he tingut €l plaer de compartir cognom i que és tot un exemple
pels que volem compaginar la vida amb I’estudi de la vida. | van venir les pompis a
revolucionar-ho tot, primer la Montse, la Unica que, per poc, m’ha respectat el torn de tes,

les meves bromes també. | la Vidi, oh la la, la Vidi, ara no et toca, perd ja que estas aqui,
t'avanco un petd, muaks. | mica, en mica, com s I'INc fos I'FBS de la unitat, hem anat
proliferant, de manera que he pogut conéixer molta més gent interessant, com en Roger i en
Santi, amb els que sempre es pot fer una conya masclista, la Laura i la Mireia, les més
positives del sector est (0 és sud? o nord? o western?), on també hi hala petita pero forta Naty.
Amb la Irene hem pujat molt &l nivell de cultura-espectacles, i amb la marxa de la Tania hem
perdut a nivell gastronomic, sort que sempre esta a punt per venir a compartir uns berberechos
acal senyor Oliva. | elsnous grups, amb I’ Arantza, |la més positivadel sector oest, i en Gerard,
nou dins els nous, i a baix, on es troben a faltar les xerrades de la Gema, sort que queda la
Pauli i en Mateu, sempre a punt per donar unamica de ritme al’ambient. | els seus veins, com
m’alegro que la Vidi us pugui tenir com a companys, Judit que ets tremenda, Jorge, que eres
mas bueno que € pan, Sergi, que en poc temps t’ has guanyat |’ estima de tots, Elsa, |I’alegria
del sector catacumbes, i Marta, vigila que a la que no te n’adonis ja estaras dins del tot! La
vida del precari és una muntanya russa, plena d'alts i baixos, que és millor passar en bona
companyia i bon humor, i per sort aqui hi he trobat les dues coses. | deixant la part ludica,

també he d' agrair-vos la vostra generositat. Aquest Ultim any me |’he passat pidolant de
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laboratori en laboratori, i sempre m’ he trobat amb la vostra solidaritat, suport i somriures de

complicitat.

En aquest sentit també m’ agradaria molt agrair a les institucions per les que he treballat: la
UAB, €l Departament de Bioquimica i I’ Institut de Neurociencies, per no permetre que els
seus doctorands es trobin, en lafase final de latesi, sense sou ni diners per comprar material.
M’ agradaria molt poder fer aquest agraiment, perd no és possible, o sigui que em conformo
fent aguesta petita protesta per demanar que s entengui que en ciéncia poden succeir molts
problemes, i que no és just gque es facin pagar a doctorand que ha tingut la mala sort de
trobar-s hi. Per mi ja és tard, perd espero que algun dia aquestes ingtitucions assumeixin la
sevaresponsabilitat i que gquan una personainicii la sevates, tingui garantides les condicions

minimes per acabar-la.

| tornant a coses més alegres, ja que fa temps que vaig decidir no amargar-me excessivament
per la situacio que he passat, també he de tenir un record afable per la gent de secretaria, amb
en Melchor amb les seves vacil-lades, en Santi, la Isabel, en Carlos, sempre amb les piles
carregades, i I’ Oscar, un atre que es troba afaltar. | per la Susanna, que lluita per harmonitzar
el caos de la unitat. | queé carai, fem un agraiment també als caps de grup, que sou €ls que
podeu millorar les coses.

Vorrei ringraziare pure a Daniela per acogliermi nel suo lab, e atuttala gente del Mario Negri,
per essere cosi carini, ma come oggi non riesco a scrivere due parole en catalano, non credo
che possa farlo meglio en italiano, quindi semplicemente vi dico che sono molto contento
d avere stato quelli mesi da voi, e aspetto che siete tutti piu felice che un Golgi a 37 °C. E
prima di lasciare |’italiano ho anche un forte abraccio per il geniale Dottore Lorenzo... Ma,
guando vieni a Barcellona? Boh! | ja que estic amb en Lore, també he de fer mencié als meus
altres antics companys de pis, Rustu, trobo a faltar la teva carn arrebossada (bé, em refereixo
al pollastre, no alatevacarn), i Claudio, boas noites feijaoo, asaaaaaaah S .

| que dir dels bioquimics, Marti Subetealpino Oalmonte, Nereida de Parranda, Albert
Marmota de Paris et al., Jordi Rubisco Yeguagris, Ester Sensak i Ambalegria, Gema Cool
Medina, Gerard Cianofito Dr Broquil, Xevi Ratafiu Cagumdeu, Xavi Montunampresa i
Donofeinalsamics, Cris Roundtheworld i Tornaavic, Isaac Mepegaounvigje Interdigitat,
Asierevisiae Saccarotxea, em sento molt afortunat de tenir-vos com a amics, i espero poder-

vos anar visitant allaon estigueu. O sigui que, s marxeu, aneu allocs que valguin la pena.
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| també els amics bisbalencs, en Lluis, la Montse, en Jordi, I’Enric (i en Marti), en David, en
Xevi, laNeus, I’ altre Xevi, en Joan Antoni, que no ens veiem tant com abans, pero sempre hi
sou quan fafalta

A la meva familia tinc tantes coses a agrair que millor que ho resumeixi amb un us estimo

molt atots. | també alameva novafamilia aranesa.

| finalment atu Vidi, que vas entrar en la meva vida més o menys quan feia el's experiments
de lafigura R-4, i has acabat fent que mai dubti que comencar la tesi en aquest departament

ha estat lamillor decisio que he pres mai.

Bé, € sol jafaestona que s alca per sobre les facultats de I’ Autonoma, i em sembla que ja és

moment que acabi latesi i em prepari per un nou dia.
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¢Por quélatierraesmi casa?
¢Por qué la noche es oscura?
¢Por qué la luna es blancura
gue engorda como adelgaza?
¢Por qué una estrella se enlaza
con otra, como un dibujo?

Y ¢por qué el escaramujo
esdelarosay e mar?

Yo vivo de preguntar:

saber no puede ser lujo.

El agua hirviente en puchero
suelta un anima que sube

a disolverse en la nube

gue luego seré aguacero.
Nifio soy tan preguntero,

tan comilon del acervo,

gue marchito si le pierdo
una contesta a mi pecho.

S saber no es un derecho,
Seguro sera un izquierdo.

Yo vine para preguntar
flor y reflujo.

Soy delarosay dela mar,
como el escaramujo.

1111111

Silvio Rodriauez
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