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                                                                    OBJETIVOS



Uno de los grandes retos que afronta la Neurobiología moderna es

el esclarecimiento de los mecanismos que regulan la cantidad de células

asignadas durante el desarrollo embrionario a las poblaciones neuronales

definitivas. El proceso de muerte neuronal fisiológica es uno de los

principales mecanismos que determinan un ajuste correcto del número de

neuronas. A través de la producción de cantidades limitantes de factores

neurotróficos, los tejidos de inervación tienen una función esencial en la

regulación de las poblaciones neuronales definitivas y, por tanto, de la

muerte neuronal fisiológica. El estudio de este proceso de muerte celular

programada en la población de las motoneuronas (MTN’s) de la médula

espinal constituye un reto especialmente atractivo. A diferencia de lo que

ocurre con otras poblaciones neuronales, aún no se han tipificado con

precisión las moléculas neurotróficas derivadas del músculo específicas

para las MTN’s.

Los objetivos de esta Tesis pueden ser agrupados en tres bloques:

1. Desarrollo de un modelo experimental de cultivo de MTN’s de

médula espinal del embrión de pollo. Hemos pretendido elaborar un

modelo experimental de cultivo celular apto para el estudio de la

muerte fisiológica durante el desarrollo embrionario de las MTN’s

espinales así como de las interacciones tróficas MTN-músculo. En

primer lugar, hemos perfeccionado un método para aislar y cultivar

una población pura de MTN’s de la médula espinal del embrión de

pollo. A continuación, hemos utilizado este sistema in vitro para

caracterizar el proceso de muerte fisiológica de las MTN’s como

apoptótico y estudiar la dependencia de las MTN’s, para su

supervivencia, de las actividades tróficas presentes en el tejido

muscular esquelético, así como los mecanismos implicados en la

muerte de las MTN’s por deprivación neurotrófica. Nos ha merecido



especial atención la participación del metabolismo de las pirimidinas

en el control de la supervivencia de las MTN’s embrionarias.

2. Estudio del patrón de expresión de receptores Trk en la población de

MTN’s espinales embrionarias, así como de la relevancia de la

activación de los receptores Trk en la señalización de la

supervivencia y diferenciación neuronal. Hemos caracterizado, a

nivel proteico, el patrón de expresión de los diferentes receptores

Trk en la población de MTN’s espinales durante el período de

muerte fisiológica. La obtención de esta información ha resultado ser

muy útil a la hora de establecer una correlación de relevancia

fisiológica con el patrón de expresión de los correspondientes

ARNm’s así como con la respuesta de supervivencia de las MTN’s

embrionarias a las diferentes neurotrofinas (NT’s) conocidas. Por

otra parte, hemos abordado la relación existente entre la

autofosforilación y activación de los receptores Trk y la transducción

de señales iniciada por las NT’s. En concreto, tomando como

modelo el receptor TrkA presente en la superficie de las neuronas

simpáticas del ganglio cervical superior del embrión de rata y de las

células PC12, hemos investigado cómo se correlaciona la

autofosforilación de TrkA a nivel de tirosinas inducida por el factor

de crecimiento nervioso (NGF) con las respuestas de diferenciación

y supervivencia neuronal.

3. Los mecanismos de la supervivencia neuronal mediada por Ca2+.

Aunque los factores neurotróficos son los principales determinantes

de la supervivencia neuronal durante el período de muerte neuronal

fisiológica, en los últimos años han aumentado las evidencias que

demuestran la implicación en dicho fenómeno biológico de otros

factores, como la actividad bioeléctrica. La despolarización crónica

de la membrana celular con elevadas concentraciones de K+ en el

medio de cultivo estimula la supervivencia de una larga lista de



poblaciones neuronales a través de un incremento mantenido de la

concentración del Ca2+ citoplasmático libre. Hemos realizado una

aproximación al estudio de los mecanismos implicados en este

fenómeno. En concreto, hemos examinado en varios tipos

neuronales la posibilidad de que el Ca2+ estimule la supervivencia

neuronal a través de la activación de proteínas con actividad tirosina

kinasa (TK) citoplasmáticas.



                                                                  GLOSARIO
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 complementario
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ARN Ácido ribonucleico
ARNm Acido ribonucleico
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ATP Adenosina trifosfato
BAG-1 Atanatogén 1 asociado

a Bcl-2
Bak Antagonista homólogo

a Bcl-2
Bax Proteína X asociada

a Bcl-2
BDNF Factor neurotrófico

derivado de cerebro
BSA Albúmina sérica bovina
CaM-BP100 Proteína de unión a la
 calmodulina de 100 kDa
CaMK-I Kinasa dependiente de
 calmodulina tipo I
CaMK-II Kinasa dependiente de
 calmodulina tipo II
cAMP Adenosina monofosfato

cíclico
CAMP Camptotecina
CAPK Proteína kinasa

activada por ceramida
CAPP Proteína fosfatasa

activada por ceramida
CDF Factor de diferenciación

colinérgica
Cdk Proteína kinasa

dependiente de ciclina
cGMP Guanosina monofosfato

cíclico
ChAT Colina acetil transferasa
ChDF Factor de desarrollo
 colinérgico
CHX Cicloheximida
CNTF Factor neurotrófico ciliar
CNTFR Receptor del CNTF
CNTFRα Subunidad α del CNTFR
CORD Cordicepina
CT-1 Cardiotrofina 1
DAG Diacilglicerol
db-cAMP dibutiril-cAMP
dC 2’-Deoxicitidina
dCTP 2’-Deoxicitidina trifosfato
Depr Deprivado de MEX

DMEM Medio Eagle
suplementado con sales
según modificación
de Earle

EDTA Tetraetilamonio disódico
EGF Factor de crecimiento
 epidérmico
ELA Esclerosis lateral

amiotrófica
ERK Kinasa de regulación
 extracelular
FCS Suero bovino fetal
FGF Factor de crecimiento
 fibroblástico
FGFa Factor de crecimiento
 fibroblástico ácido
FGFb Factor de crecimiento
 fibroblástico básico
FGF-5 Factor de crecimiento
 fibroblástico 5
GAP Proteína activadora de

la actividad guanosina
trifosfatasa

GAP-43 Proteína de 43 kDa
asociada al crecimiento

GCS Ganglio cervical
superior

G-CSF Factor estimulador de
colonias granulocítico

GDNF Factor neurotrófico
derivado de la glía

GDNFR Receptor del GDNF
GDNFRα Subunidad α del

GDNFR
GDP Guanosina difosfato
GFAP Proteína fibrilar de la

glía
GHEBS Tampón de disección

para el aislamiento de
MTN’s

GM-CSF Factor estimulador de
colonias granulocítico-
monocítico

GPA Actividad promotora de
 crecimiento
GPAR Receptor de la GPA
GPARα Subunidad α del GPAR
GPI Puente glicosil-fosfatidil-

inositol
GRF Factor de intercambio

de nucleótidos de
guanina

GTP Guanosina trifosfato
Herb-A Herbimicina A



HIHS Suero de caballo
 termoinactivado
HS Suero de caballo
hsp70 Proteína de shock

térmico de 70 kDa
ICE Enzima conversor de la
 interleukina 1β
IGF Factor de crecimiento
 insulinoide
IGF-I Factor de crecimiento
 insulinoide I
IGF-II Factor de crecimiento
 insulinoide II
IκB Subunidad inhibidora de

NFκB
IL-6 Interleukina 6
IP Fosfatidilinositol
IP4P Fosfatidilinositol

4-fosfato
IP4,5P Fosfatidilinositol

4,5-bisfosfato
IP1,4,5P Fosfatidilinositol

1,4,5-trisfosfato
IPG Inositol fosfoglicano
IRS-1 Substrato 1 del receptor

de la insulina
JNK Kinasa N-terminal de

c-Jun
kDa Kilodalton
kpb Kilopares de bases
L15-bic Medio de cultivo L15
 suplementado con

HCO3
-

L15H Medio de cultivo L15
 suplementado con HIHS
LIF Factor inhibidor de la

leucemia
LIFR Receptor del LIF
LIFRα Subunidad α del LIFR
LIFRβ Subunidad β del LIFR
MAP Proteína asociada a
 microtúbulos
MAPK Proteína kinasa

activada por mitógenos
MARCKS Substrato de la PKC
 miristoilado rico en

residuos de alanina
MEK MAPK kinasa
MEX Extracto de músculo
 esquelético
MTA Metil-5’-tioadenosina
MTN Motoneurona
NAD Nicotinamida adenina
 dinucleótido
NAIP Proteína inhibidora de la
 apoptosis neuronal

NBTI Nitrobenziltioinosina
N-CAM Molécula de adhesión

celular neurógena
NFκB Factor transcripcional

NFκB
NGF Factor de crecimiento

nervioso
NPY Neuropéptido Y
NT Neurotrofina
NT-3 Neurotrofina 3
NT-4 Neurotrofina 4
NT-4/5 Neurotrofina 4/5
NT-5 Neurotrofina 5
NT-6 Neurotrofina 6
PADPRP Poli(ADP-ribosa)

polimerasa
pb Pares de bases
PCR Reacción en cadena de
 polimerasa
PDGF Factor de crecimiento
 derivado de plaquetas
PDGF-α Factor de crecimiento

 derivado de plaquetas α
PDGF-β Factor de crecimiento
 derivado de plaquetas β
pI Punto isoeléctrico
PI-3K Fosfoinositol-3 kinasa
PKA Proteína kinasa A ó
 dependiente de cAMP
PKC Proteína kinasa C
PKN Proteína kinasa N
PLC-γ Fosfolipasa C-γ
PMA 12-O-Tetradecanoil-

forbol-13-acetato
pRb Proteína del

retinoblastoma
PTP1D Fosfatasa fosfotirosínica

1D
ROR Radical de oxígeno

reactivo
SDS-PAGE Electroforesis en geles

de acrilamida bajo
condiciones

 desnaturalizantes
SH2 Dominio de homología

con Src tipo 2
SH3 Dominio de homología

con Src tipo 3
SMP Proteína de migración

lenta
SN Sistema nervioso
SNA Sistema nervioso

autónomo
SNC Sistema nervioso

central



SNE Sistema nervioso
entérico

SNP Sistema nervioso
periférico

SNS Sistema nervioso
simpático

SNT Diana asociada a suc
de fosforilación a nivel
de residuos de tirosina
inducida por factor
neurotrófico

SOD Superóxido dismutasa
TCA Ácido tricloroacético

TGF Factor de crecimiento
 transformante
TGFβ Factor de crecimiento
 transformante β
TK Tirosina kinasa
TNFα Factor de necrosis

tumoral α
TRPM-2 Mensaje 2 prostático

inhibido por la
testosterona

Tyr Residuo de tirosina
UV Ultravioleta
2-AP 2-Aminopurina
6-TG 6-Tioguanina
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