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1. RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comtn en la poblacién anciana y se caracteriza por un
conjunto de sintomas motores gque son el resultado de la pérdida progresiva de las
neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SNpc). A pesar de
los Uitimos avances en €l estudio de la etiologia de esta enfermedad, aun no se ha
podido determinar cuéles son los mecanismos moleculares que desencadenan la
perdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la de SNpc, ni tampoco existe
un tratamiento eficaz que detenga el proceso neurodegenerativo. Nueva evidencia en
el estudio de la etiologia de la EP sugiere que el estrés de reticulo endoplasmatico
(RE) serfa una caracteristica patolégica importante en el desarrollo de esta
enfermedad. El estrés de RE desencadena una respuesta adaptativa conocida cdtr;*lo
la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, del inglés “unfolded protein response’},
que permite restablecer la homeostasis proteica, conduciendo a la adaptacion y
sobrevida celular. Sin embargo, cuando las condiciones de estrés son cronicas o
irreversibles esta misma respuesta celular conduce a la muerte celufar eliminando a
las células dafadas. Se han observado marcadores de estrés de RE, tanto en
modelos celulares de la EP, como en modelos animales, mas importante atin en tejido
post-mortem de pacientes. Sin embargo, aun no se conoce bien cual es la
contribucidn exacta de la UPR en la progresion de la EP. Estudios recientes han
logrado identificar dos compuestos que inhiben la via de sefalizacion de la UPR

mediada por PERK/ATF4 en diferentes puntos. En un estudio farmacolégico de

moléculas inhibidoras del dominio kinasa de PERK, se logro identificar un compuesto




conocido como GSK2606414 (GSK). Este inhibidor ha mostrado proporcionar una
proteccion global contra la patogénesis del Prion. En este modelo la fosforilacion
sostenida de elF2q, como consecuencia de la activacion de esta via de la UPR,
estaria inhibiendo la sintesis de proteinas sinapticas, proceso que la molécula GSK
revierte con un efecto terapéutico significativo contra los efectos patogénicos de la
proteina de Prion. Otra molécula, denominada ISRIB, fue identificada recientemente
en un estudio in vitro en busqueda de compuestos que bloquearan la expresion de
ATFE4. ISRIB no reduce los niveles de fosforitacion elF2a sino que inhibe sus efectos
rio abajo. Ha sido demostrado que ISRIB mejora las funciones cognitivas en ratones y
ratas, ademas previene la represidn traduccional inducida por Priones,
proporcionando proteccién tanto a nivel conductual como histopatologico.

Tomando en cuenta estos antecedentes el objetivo de este trabajo fue definir los
posibles beneficios terapéuticos de manipular farmacolégicamente la via de
sefializacion PERK/ATF4 con los compuestos GSK e ISRIB en el desarrollo de la EP
usando un modelo pre-clinico de la enfermedad. Para modelar la EP se utilizé el
modelo toxicoldgico de 6-hidroxipamina (6-OHDA) en ratones, en el cual se induce la
pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Nuestros resultados
muestran que la inhibicién farmacologica de la via PERK con los compuestos ISRIB y
GSK no indujo cambios significativos en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas
en nuestro modelo de 6-OHDA en ratones, sin embargo, el tratamiento con el
compuesto ISRIB generé una mejora en el rendimiento de los animales en algunas
pruebas motoras. Este estudio representa una contribucidn a la busqueda de nuevos
blancos terapéuticos y en la identificacién de nuevos compuestos gue permitan el alivio

de los sintomas motores de los paciente afectados por la EP.




1. ABSTRACT

Parkinson disease (PD) is the second most comimon neurodegenerative
disease in the older population and is characterized by a set of motor symptoms as a
result of extensive dopaminergic neuron loss in the substantia nigra pars compacta
(SNpc). Despite recent advances in the study of etiology of this disease, still has not
been determined which are the molecular mechanisms that trigger selective loss
dopaminergic neurons of SNpc and there is no effective treatment to stop the
neurodegenerative process. New evidence in the study of the etiology of PD suggests
that endoplasmic. reticulum (ER) stress is a salient feature of this disease. ER stress
triggers an adaptive reaction known as the unfolded protein response (UPRY) that aims
to reestablish protein folding homeostasis at the ER, leading to cell adaptation and
survival. However, if ER stress is chronic or irreversible the same cell response leads to
programmed death, in order to remove damaged cells. Signs of ER stress are observed
in cellular and animal models of PD and more importantly in post-mortem tissue from
patients. However, the exact contribution of the UPR in the progression of PD is not
well understood. Recent drug discovery efforts identified two potent compounds that
target the PERK/ATF4 branch of the UPR. One drug screening identified a potent and
specific inhibitor of PERK kinase domain known as GSK2606414 (GSK). This inhibitor
was shown to provide global protection against Prion pathogenesis. In this model
sustained elF2a phosphorylation, as consequence of UPR activation, was proposed to
inhibit the synthesis of synaptic proteins, a process that can be reversed by GSK, with

significant therapeutic effect against the pathogenic effects of the Prion protein. Another




compound, termed ISRIB, was recently identified on a cell-based screening for
compounds that block ATF4 expression. ISRIB does not reduces elF2a
phosphorylation levels but instead reverses its effects. ISRIB was shown to enhance
cognitive functions in both mice and rats and also it has been shown to prevent
translational repression induced by Priones, providing protection in both behavioral and
histopathological levels.

Given this evidence the aim of this work was to define the possible therapeutic
benefits of targeting PERK/ATF4 signaling, using GSK and ISRIB compounds, in the
development of PD using a pre-clinical model of the disease. To model PD we used a
toxicological animal model of PD in which is triggered dopaminergic neuron loss in
SNpc by the striatal injection of the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Our
results show that pharmacological inhibition of PERK pathway by ISRIB or GSK
compounds did not induce significant changes in dopaminergic neuron surviva! in our
model of 6-OHDA in mice, however the treatment with ISRIB compound improved
motor performance of animals in some motor tests. This study results a contribution to
defining novel therapeutic targets and identification of compounds able to improve

motor symptoms and cognitive damage in PD patients.




2. INTRODUCCION

2.1. La enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (EP) es Ila segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun relacionada con el envejecimiento después de la
enfermedad de Alzheimer (EA), manifestandose en el 1-2% de los individuos mayores
de 60 afios, porcentaje que incrementa con la edad, por lo que se ha propuesto que el
mayor factor de riesgo para esta patologia es el envejecimiento (revisado en de Lau y

Breteler 2006).

La EP es una patologia progresiva e irreversible cuyas caracteristicas clinicas
se asocian con la pérdida de control sobre los movimientos voluntarios, acompafada
de temblores en estado de reposo, rigidez, inestabilidad postural y lentitud en la
realizacion de los movimientos (bradiquinesia). Aproximadamente un 85% de los casos
de la EP son esporadicos, sin causa conocida, mientras que el 5% restante
corresponden a casos de Parkinson familiar que estan vinculados a mutaciones
genéticas hereditarias (revisado en Martin y col. 2011). Si bien el Parkinson familiar
corresponde a un pequefic porcentaje de los casos, la identificacion de los genes que
se encuentran alterados en dichos casos ha resultado de gran importancia para el
entendimiento de los mecanismos moleculares asociados a esta patologia. Entre las
mutaciones que se heredan de forma autosémica-dominante se han descrito
alteraciones en los genes LRRK2 (del inglés “leucine-rich repeat serine/threonine
kinase 2") y SNCA (del inglés “synuclein, alpha non A4 component of amyloid

precursor), que codifica para la proteina alpha-sinucleina (a-sin), siendo la primera la
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causa mas comun, correspondiente a un 2% del total de casos de la EP. Las
alteraciones identificadas en el gen SNCA se han asociado a mutaciones puntuales
(A53T, A30P y E46K), duplicaciones o triplicaciones del gen (revisado en Martin y col.

2011).

Dentro de las caracteristicas histopatolégicas comunes que se asocian a los
sintomas clinicos de la EP se encuentran; (i) la muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SNpc), que tiene como
consecuencia una disminucion en los niveles de dopamina, y (ii) la formacion de
agregados proteicos citoplasmaticos denominados cuerpos de Lewy, principalmente

conformados por agregados de tipo amiloide de la proteina a-sin Spillantini y col. 1997,

Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc forman parte del denominado circuito
nigro-estratial, compuesto por la SNpc y el cuerpo estriado Bach y col. 2014. Las
neurcnas dopaminérgicas de este circuito presentan sus somas en la zona de la SNpc
y desde alli proyectan sus axones hacia la zona del cuerpo estriado, donde ocurre la
liberacidon del neurotransmisor dopamina (Figura 1), permitiendo el control de los
movimientos voluntarios (revisado en Dauer y Przedborski 2003). El cuerpo estriado es
uno de los componentes de los ganglios basales que en conjunto con el cerebelo,
contribuyen a la modulacion de la iniciacion, coordinacion y finalizacion perfecta de los

movimientos voluntarios (Zuleta y col. 2007).
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Figura 1. Esquema representativo del circuito nigro-estratial que se encuentra afectado
en la EP. (A) Los somas neuronales dopaminérgicos localizados en la substantia nigra pars
compacta (SNpc) proyectan sus axones (en rojo) hacia la zona del cuerpo estriado (en
humanos compuesto por el Caudado y el Putamen) donde se produce la liberacion de
dopamina. En individuos que padecen la EP se produce una disrupcion en este circuito a causa
de la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. (B) Bajo condiciones
fisiologicas el neurotransmisor dopamina es liberado desde los terminales de las neuronas
dopaminérgicas posibilitando el control de los movimientos voluntarios. Bajo condiciones
patologicas, debido a la muerte masiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc disminuye
significativamente la cantidad neta de dopamina en la zona del cuerpo estriado. Esta reduccion
en los niveles de dopamina se traduce en una alteracion de la ejecucion y el control de los
movimientos voluntarios, caracteristica clinica clasica de esta patologia. Figura adaptada de la
revision “Parkinson’'s Disease: Mechanisms and Models” Dauer y Przedborski 2003.




En pacientes con la EP, el circuito nigro-estriatal se encuentra alterado,
especificamente en las neuronas que inervan la zona del putamen del cuerpo estriado.
La neurodegeneracion de este circuito conduce a un descenso en los niveles de
dopamina lo que tiene como consecuencia final una reduccion global en los
movimientos (hipoquinesia) (Figura 1B). La magnitud de la pérdida neuronal va
incrementando con Ia edad, como consecuencia de la neurodegeneracion progresiva.
Los sintomas de la EP se manifiestan cuando los niveles de dopamina en la zona del
putamen del cuerpo estriado se han reducido en un 80% lo que se corresponde con un
60% de pérdida de las neuronas dopaminérgicas de [a SNpc (revisado en Dauer y

Przedborski 2003).

Los tratamientos actuales contra la EP contemplan el uso de farmacos que
permiten disminuir los sintomas motores, efecto que es temporal y con periodos
refractarios. Desde hace casi 50 afios, la levodopa, un precursor metabdlico de la
dopamina, es el farmaco mas utilizado para el tratamiento de la EP, por su eficacia en
disminuir los sintomas motores (revisado en Poewe y col. 2012). La levodopa actla
aumentando los niveles globales del neurotransmisor dopamina, sin embargo, su uso
prolongado esta asociado a problemas motores como movimientos involuntarios
(disquinenesia) y fluctuaciones motoras dentro de las cuales encontramos el fendmeno
“on-off', que consiste en periodos de funcionamiento normal que se alternan
bruscamente con periodos de aquinesia (pérdida de movimiento) y aumento
imprevisible del temblor (revisado en Poewe y col. 2012). Otros efectos secundarios no
motores incluyen alucinaciones, problemas digestivos y cardiacos, entre otros

-

(revisado en Poewe y col. 2012).




Actualmente no existen terapias que sean efectivas en detener la progresion de
la enfermedad y todas las utilizadas son de tipo paliativas, otorgando un alivio temporal
de los sintomas de la enfermedad mediante medicaciéon y un tratamiento
multidisciplinario (revisado en Poewe y col. 2012). Este hecho estéa asociado a la falta
de conocimiento acerca de la etiologta de la EP. Es por ello que resulta de gran interés
dilucidar los mecanismos moleculares vinculados con la degeneracion selectiva de las

neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

La capacidad de modelar patologias humanas en animales es esencial para
entender la etiologia de esta enfermedad y para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. Los modelos celulares de la EP han demostrado ser Utiles para dilucidar
mecanismos moleculares individuales de manera robusta, sin embargo esta
aproximacion consiste en una mirada simplista de la patologia. En el cerebro las
neuronas dopaminérgicas presentan interacciones muy complejas, cruciales para el
control motor, las cuales no son reproducibles en cuitivos celulares. A pesar de que el
desarrollo y uso de modelos animales de la EP en ratones y ratas resulta mucho mas
complejo, éste es esencial para llevar a cabo ensayos pre-clinicos de nuevas
aproximaciones terapeuticas. Histéricamente, los modelos animales de la EP se han
basado en el uso de neurotoxinas que recapitulan generalmente la muerte selectiva de
las neuronas dopaminérgicas y en algunos casos la induccién de la EP en humanos
por factores ambientales, incluyendo pesticidas o drogas entre las cuales encontramos:
(i) MPP*, un inhibidor del complejo | mitocondrial, que es el metabolito activo de la
toxina MPTP (del inglés, “1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine”) (i) rotenona,

un pesticida, y (iii) 6-hidroxidopamina (6-OHDA), un metabolito de la dopamina que




induce estrés oxidativo. Todos estos compuestos desencadenan la degeneracion
selectiva de las neuronas dopaminérgicas de manera similar a lo que ocurre en la.EP.
Los modelos genéticos expresan mutaciones en genes que han sido
identificados como alterados en casos de Parkinson familiar, Estos modelos estan
hasados tipicamente en la sobreexpresién de genes autosémicos dominantes, como el
que codifica para la proteina a-sin, cuya disfuncion se encuentra relacionada con
ambos tipos de Parkinson, tanto familiar como esporadico. El mecanismo de accién
mediante el cual la proteina a-sin contribuye a la progresion de la EP aiin no ha sido
dilucidado. Es por ello que se han generado diversos modelos animales y celulares que
sobreexpresan la proteina o-sin, ya sea en sus formas silvestre o mutante,
Recientemente, se ha demostrade que la inyeccion estereotaxica de vectores virales
directamente en [a SNpc es una herramienta efectiva para sobreexpresar la proteina a-

sin en el sistema nigro-estriatal de animales adultos, conduciendo a la degeneracion

progresiva y selectiva de las neuronas dopaminérgicas (Ulusoy y col. 2010).

Se han propuesto diferentes vias de estrés que podrian contribuir con el
proceso patoldgico que induce la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc, tales como el estrés oxidativa, la disfuncidn mitocondrial, la desregulacion en la
homeostasis del calcio, alteraciones en el trafico de proteinas entre el reticulo
endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi (revisado en Dauer y Przedborski 2003) y
mas recientemente, la disfuncién de la red de homeostasis de proteinas (proteostasis).
Dentro del contexto de la proteostasis la EP pertenece a un grupo de enfermedades
humanas definidas como PMDs (del inglés “profein milfoding disorders”) entre las
cuales se incluyen varias enfermedades neurodegenerativas tales como la EA, la

esclerosis lateral amiotréfica (ELA), la patologia de Priones y la enfermedad de
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Huntington (EH) (revisado en Hetz y Soto 2003; Matus y col. 2011). La caracteristica
distintiva de estas PMDs es la presencia agregados de proteinas mal plegadas en el
cerebro (revisado en Soto 2003; Morales y col. 2010). A pesar de que las proteinas
implicadas en cada una de estas patologias asi como también' las manifestaciones
clinicas de estas enfermedades son muy distintas, el mecanismo molecular subyacente
al mal plegamiento de proteinas parece ser similar y el mecanismo mediante el cual
este mal plegamiento induce el mal funcionamiento y muerte neuronal también
(revisado en Matus y col. 2011). Varios estudios han demostrado que este fendmeno
es acompafiade por una condicién denominada estrés de RE (revisado en Matus y col.
2011). De este mismo modo, existe numerosa evidencia que sugiere que uno de los
eventos patolégicos principales en la EP es la desregulacion en la homeostasis

proteica a nive! del RE (revisado en Mercado y col. 2013).

El RE tiene funciones claves en el plegamiento, maduracion y secrecion de
proteinas, proporcionando un eficiente sistema de chaperonas y mecanismos de
contro! de calidad que permiten asistir el plegamiento y prevenir la agregacion anormal
de proteinas. Algunos factores pueden interferir con estas funciones, canduciendo a
una condicion denominada “estrés de RE” (Walter y Ron 2011; Hetz 2012). En
condiciones de estrés de RE.se activa una compleja red de sefalizacion celular
denominada respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, del inglés “unfolded protein
response”™) que contribuye a restablecer la homeostasis proteica. Sin embargo, si el
estrés de RE resulta cronico o irreversible se desencadena la muerte celular por
apoptosis (Tabas y Ron 2011; Urra y col. 2013). Se ha observado que perturbaciones
en las funciones del RE podrian contribuir a {a disfuncién neuronal observada en varias

enfermedades humanas (revisado en Roussel y col. 2013; Hetz y Mollereau 2014).

*
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Tres sensores que se encuentran en la membrana del RE, IRE1a {del inglés “insitol-
requiring kinase 127}, ATF6 (del inglés “activating transcription factor 6" y PERK (del
inglés “double-stranded RNA-activated protein kinase-like ER kinase”) inician la UPR
mediante diferentes efectores (revisado en Hetz y col. 2015) (Figura 2). PERK es una
quinasa que se activa por un proceso de dimerizacién y autofosforilacién Bertolotti vy
col. 2000. En su estado aclivado es capaz de fosforilar el factor iniciador de la
traduccion elF2a (del inglés “eukariotic initiation factor 2¢'), inhibiendo la sintesis
general de proteinas. Este evento reduce rapidamente la carga de proteinas en el
lumen del RE, lo cual tiene un efecto pro-sobrevida en la célula Harding y col. 2000. La
fosforilacion de elF2a también promueve [a traduccion especifica de ARNs mensajeros
(mARNSs) que contienen marcos abiertos de lectura de regiones 5' no traducible, dentro
de los cuales se incluye el Factor Activador de la Transcripcion 4 (ATF4, del inglés
“activating transcription factor 4'). ATF4 controla la expresién de genes involucrados en
el metabolismo redox, el metabolismo de aminoécidos, junto con la expresién de

chaperonas y foldasas del RE (Harding y col. 2000; Lange y col. 2008).

Bajo condiciones de estrés de RE prolongado o crénico ATF4 también puede
regular [a expresion de genes pro-apoptéticos, entre los cuales encontramos los
factores de ftranscripcion CHOP (del inglés “CCAAT-enhancer-binding protein
homologous protein™) y GADD34 (del inglés "growth arrest and DNA damage-inducible
protein”) (Rutkowski y col. 2006; Tabas y Ron 2011). GADD34 participa a su vez en un

cifeuito de retroalimentacion negativa, desfosforilando a elF2a (Novoa y col. 2001;

Tsaytler y Bertolotti 2013).
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Figura 2. Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Cuando se produce una acumulacion
de proteinas mal plegadas en el lumen del RE se desencadena la activacion de los sensores
IRE1a, PERK y ATF6 por la liberacion de la proteina represora BiP. Una vez activo IRE1a
dimeriza y se autotransfosforila activando su dominio ARNasa a partir del cual se produce el
procesamiento del ARNm de xbp7, dando como resultado el factor transcripcional (XBP1s) que
regula la expresion genes blanco de la UPR. Por su parte la activacion de PERK inhibe la
traduccion global de proteinas a partir de la fosforilacion del factor iniciador de la traduccion
elF2a. pelF2a permite la traduccion del ARNm del factor transcripcional ATF4, promoviendo la
expresion de genes relacionados con el plegamiento de proteinas, el estado redox celular y Ia
apoptosis, entre otros. En condiciones de estrées de RE, ATF6 sufre un procesamiento en el
aparato de Golgi, liberando su dominio citoplasmatico que corresponde a un factor
transcripcional activo que transloca al nucleo y regula de manera positiva la expresiéon de
chaperonas del RE y genes involucrados en la degradacion de proteinas asociada al RE
(ERAD). Figura adaptada de “An ERcentric view of Parkinson’s disease” Mercado y col. 2013,
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En resumen, la sedalizacion mediada por el sensor PERK tiene dos posibles
efectos, pro-sobrevida o‘pro-apoptético. dependiendo de la intensidad y la duracion del
estrés de RE, operando como un regulador de la homeostasis proteica y el destino
celular. En la proxima seccién haremos un resumen de la evidencia actual que vincula

el estrés de RE con la fisiopatologia de la EP.
2.2, El estrés de RE y la EP.

A pesar de que se desconoce la secuencia exacta de eventos moleculares que
conducen a la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc vy la
formacion de cuerpos de Lewy observadas en la EP, reportes recientes provenientes
de distintos laboratorios indican que el estrés de RE tendria una contribucion

importante en esta enfermedad (revisado en Mercado y col. 2013).

Un estudio gendmico en levaduras reveld que uno de los principales blancos de
interaccién de la proteina a-sin seria la proteina Rab1, un componente esencial en la
magquinaria de trafico entre el RE y el aparato de Golgi (Cooper y col. 2008; Gitler y col.
2008). Asi, la sobreexpresion de Rab1l en modelos animales de la EP reduce los
niveles de estrés y protege las neuronas dopaminérgicas contra la degeneracion

inducida por la proteina a-sin (Coune y col. 2011).

Por otro lado, estudios realizados a partir de células madres pluripotentes
inducidas (iPSc, del inglés “induced pluripotent stem cells”) derivadas de pacientes con
la EP indican que el estrés de RE es un marcador caracteristico de la enfermedad
(Chung y col. 2013). Se ha descrito que la sobre-expresion de a-sin mutante es capaz
desencadena un estrés de RE crénico e inducir apoptosis in vitro, posiblemente debido

a un blogueo en el trafico vesicular entre el RE y el aparato de Golgi. El estrés de RE
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inducido por a-sin se observa antes que cualquier otro signo detectable de disfuncion
mitocondrial (revisado en Mercado y col. 2013). Estudios in vivo demuestran que existe
una asociacién molecular entre los agregados de a-sin y la chaperona del RE, BiP (del
ingles “binding immunoglobulin protein®), lo que sugiere un impacto directo sobre la
funcion del RE y su respuesta a condiciones de estrés (Figura 3d} (Colla y col. 20125;
Colla y col. 2012b). Es mas, la sobreexpresion de BiP protege frente a la degeneracion
mediada por a-sin, reduciendo los niveles de estrés de RE (Gorbatyuk y col. 2012;
Salganik y col. 2015). Adicionalmente, un estudio reciente utilizando un modelo celular
de la EP en conjunto con ensayos de reconstitucidn bioquimica demostré que a-sin
inhibe el procesamiento de ATF6 lo que perjudica la sefnalizacion mediada por este
sensor. Esta condicion es acompariada por una disminucion de la funcién de ERAD y
un incremento en la via pro-apoptética, lo que sugiere que esta via se encontraria

alterada en esta patologia (Credle y col. 2015).

Existen varios trabajos que vinculan alteraciones de la via secretora con otros
genes asociados a la EP, como por ejemplo; LRRK2, Parkina, Pael-R, DJ-1, ATP13A2
(revisado en Mercado y col. 2013) y VPS35 (Zimprich y col. 2011). Estos reportes
sugieren que disfunciones a nivel de la via secretora son caracteristicas de la EP, las
cuales pueden converger en niveles de estrés de RE patoldgicos, contribuyendo a la

etiologia de la enfermedad.
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Figura 3. Estrés de RE y activacion de la UPR en tejido post mortem y en modelos
animales de la EP. a) Inmunohistoquimica contra pPERK, pelF2a, Herp y PDIp en las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc de pacientes con la EP. Las flechas indican neuronas
positivas para el marcador analizado. b) Co-localizacion (amarillo) de las proteinas a-sin (rojo) y
PDIp (verde) en cuerpos de Lewy (flechas) presentes en la SNpc de tejido post mortem
proveniente de individuos con la EP. ¢) Inmunohistoquimica contra CHOP en la SNpc de
ratones silvestres adultos inyectados con la neurotoxina 6-OHDA o MPTP. d)
Inmunofluorescencia de las chaperonas Grp94 o Grp78/Bip (ambas en rojo) en neuronas que
presentan depésitos de a-sin (verde) provenientes de la corteza de ratones transgénicos para a-
sin A53T. Se observa la codisribucion (amarillo) de Grp94 o Grp78 con pS129/ a-sin o a-sin 308
segun se indica. Los nucleos fueron marcados con la sonda fluorescente DAPI. e) Microscopia
electronica que muestra la deteccion de pS129/a-sin mediante una inmuno-oro de cortes de
medula espinal de ratones transgénicos que expresan la forma mutante A53T de a-sin. Figura
adaptada de la revision “An ERcentric view of Parkinson's disease” Mercado y col. 2013.
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Por ofra parte, en modelos toxicoldgicos que intentan recapitular los marcadores
histopatolégicos de la EP se ha visto una clara activacion de la UPR y se sugiere que
CHOP y ATF6 tienen un papel funcional en el control de la sobrevida de las neuronas
dopaminergicas in vivo (Silva y col. 2005; Egawa y col. 2011; Hashida y col. 2012),
Mas importante atn, en tejidos post mortem derivados de pacientes con la EP se ha
descrito inmunoreactividad positiva para algunos marcadores de la UPR tales como
PERK y elF2a fosforilados en neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Figura 3a),
junto con agregados de la protefna a-sin Hoozemans y col. 2007, lo que sugiere la
activacion de la UPR en neuronas dopaminérgicas qué presentan inclusiones de a-

sin.

Otros estudios en tejido post mortem de pacientes con la EP dan cuenta de la
induccién de proteinas que participan en la UPR en la SNpc de pacientes, como PDIp
{del inglés “pancreatic protein disulfide isomerase”), Herp (del inglés “homocysteine-
induced endoplasmic reticulum protein”) y BiP (Figura 3a). Estas proteinas ademas co-
localizan con los cuerpos de Lewy presentes en las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc de pacientes con la EP (Conn y col. 2004; Slodzinski y col. 2009; Selvaraj y col.
2012) lo cual representa otra evidencia que sugiere que las neuronas vulnerables de
esta patologia presentarian signos de estrés de RE. En conjunto estos hallazgos
sugieren que el estrés de RE es una caracteristica comin en casos esporadicos y
genéticos de la EP, lo cual abre camino a posibles aplicaciones terapéuticas basadas

en la modulacién de la UPR.

La mayoria de la evidencia que relaciona el estrés de RE con la EP proviene de
estudios in vitro, es por ello que se requieren estudios en modelos genéticos o

farmacologicos de la EP para definir el impacto de la manipulacion de los componentes
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de la UPR en esta enfermedad in vivo. Para evaluar la posible contribucion de la UFR
en la EP en nuestro laboratorio se han monitoreado los niveles de estrés de RE en
tejido cerebral de ratones transgénicos a-sin®**', En estas muestras se observa la
induccién de los marcadores de estrés de RE, ATF4, PDI y BiP (Figura 4A, datos no
publicados). En la siguiente seccion de detallan otros estudios en los cuales se ha

evaluado la manipulacion de componentes de la UPR en modelos de la EP.
2.3. Manipulacién de componentes de la UPR en modelos animales de la EP.

En el contexto de la EP, sdlo existen unos pocos estudios en los cuales se ha
manipulado genéticamente componentes claves de la UPR. Por ejemplo animales
nulos para ATF60. muestran un incremento en la acumulacion de inclusiones positivas
para ubiquitina asi como también una pérdida exacerbada de neuronas
dopaminérgicas inducida por la neurotoxina parkinsoniana MPTP (Figura 4B, arriba)

(Egawa y col. 2011).

A pesar de que ATF8 no es esencial para el desarrollo y la sobrevida de las
neuronas dopaminérgicas en ratones, este sensor de estrés controla los niveles de la
chaperona BiP y componentes del ERAD (del ingés “endoplasmic-reticulum-
associated protein degradation”) en condiciones basales (Egawa y col. 2011).
Interesantemente, un estudio reciente determind que ATF6 es un blanco directo de la
proteina a-sin. En este trabajo se muestra que la expresion de a-sin inhibe el
procesamiento de ATF6 a través de una interaccion fisica directa, alterando la

regulacion de genes de la ERAD, lo cual aumenta la susceptibilidad celular a la

apoptosis (Credle y col. 2015).
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Figura 4. Manipulacion de la UPR en modelos de la EP. (A) Western blot que muestra los
niveles de expresion de BiP, PDI, ATF4, a-sinucleina (a-Sin) y actina en ratones transgénicos a-
sin***" en etapa pre-sintomatica (4 meses) y sintomatica (9 meses). (B, arriba) Manipulacién de
la UPR en el desarrollo; animales deficientes para XBP1, CHOP y ATF6 fueron evaluados en
modelos toxicolégicos de la EP. (B, abajo) Manipulacién de la UPR en adultos: ratones
silvestres inyectados en la SNpc con (i) AAV que expresa un shRNA contra XBP1
(shXBP1/GFP), (ii) solo EGFP o (iii) AAV que sobreexpresa XBP1s. Un mes después de la
inyeccion, se indujo Parkinson experimental usando el modelo de 6-OHDA para monitorear la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc. En verde: células transducidas con AAV
expresando GFP. En rojo: neuronas dopaminérgicas marcadas con anti-tirosina hidroxilasa
(TH). Barra de escala: 200 um. Imagen modificada de Mercado y col. 2015. (C) Representacion
esquematica de la via de sefializacion de PERK y los puntos de inhibicién de las moléculas
GSK e ISRIB.
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Adicionalmente, se ha visto que la delecion del factor proapoptatico CHOP
protege las neuronas dopaminérgicas contra la toxicidad inducida por 6-OHDA vy

MPTP en ratones (Figura 4B, arriba) (Silva y col. 2005).

" Nuestro laboratorio ha contribuido en gran medida a definir el impacto del estrés
RE en diversas enfermedades neurodegenerativas utilizando modelos de raton y la
manipulacion genética de esta via, incluyendo la ELA, la enfermedad de priones, la EH,
y el dafio de la médula espinal (Torres y col. 2012; Valenzuela y col. 2012; Vidal y col.
2012; Zuleta y col. 2012; Matus y col. 2013a; Valdes y col. 2014). Recientemente
hemos reportado una serie de estudios in vivo con el fin de dilucidar la importancia de
la proteina XBP1 (del inglés “X-box binding protein 1"), un factor transcripcional de la
UPR, en el control de la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas (Valdes y col.
2014). En este estudio se encontré que la delecién de Xbp7 en el sistema nervioso de
ratones durante el desarrollo protege las neuronas dopaminérgicas, contra la
neurotoxina parkinsoniana 6-OHDA (Figura 4B, arriba). Este aumento en la sobrevida
fue asociado a un efecto de pre-acondicionamiento como resultado de la induccién de
una respuesta adaptativa de estrés de RE en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
y no en ofras regiones del cerebro. En contraste, el silenciamiento de XBP1 en
animales adultos indujo un estrés de RE cronico y degeneracion espontanea de las
neuronas dopaminérgicas. Acorde a estos hallazgos se observé que una estrategia de
terapia génica en la cual se sobreexpresa la forma activa XBP1 (XBP1s) directamente
en la SNpc mediante el uso de vectores virales adeno-asociados (AAVSs, del ingles
“adenoc-asociated virus") proporciona neuroproteccion y reduce la denervacion estriatal
en animales adultos inyectados con 8-OHDA (Valdes y col. 2014} (Figura 4B, abajo).

De manera similar, reportes previos también indican que la sobreexpresion de Xbp71s
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también protege las neuronas dopaminérgicas contra los efectos de la toxina
parkinsoniana MPTP (Sado y col. 2009). Estos resuitados destacan la importancia de
XBP1 en la mantencion funcional y viabilidad de las neuronas dopaminérgicas,
reforzando el concepto de que el estrés de RE es un factor determinante en la

vulnerabilidad neuronal diferencial caracteristica de la EP.
2 4. Rol de PERK en enfermedades neurodegenerativas.

Adicionalmente a la informacién proporcionada anteriormente que postula la
manipulacién de UPR como posible blanco terapéutico para la EP, actualmente se ha
abierto una nueva ventana terapéutica basada en la modulacion de la via de la UPR
mediada por el sensor PERK. De este modo se encuentran disponibles numerosas
estrategias para modular la sefalizacion de esta rama de la UPR en el contexto de
diferentes enfermedades neurodegenerativas, incluyendo inhibidores de la actividad
de PERK, inhibidores de las fosfatasas de elF2a e inhibidores de ATF4 (revisado en
Hetz y col. 2013). Por ejemplo, se ha observado que salubrinal, un compuesto que
inhibe a la fosfatasa de elF2a (Boyce y col. 2005}, es capaz de retardar el inicio de la
enfermedad y atenuar los problemas motores en un modelo de genético de la EP que
sobreexpresa la proteina o-sin en la SNpc de ratas (Colla y co). 2012a).
Inesperadamente, a pesar de que el tratamiento con salubrinal atenta los sintomas
de la enfermedad su administracién no protege las neuronas dopaminérgicas de la

degeneracion inducida en este modelo (Colla y col. 2012a).

En los dltimos 2 afos nuevos estudios postulan que la rama de sefializacion
PERK/ATF4 seria un blanco interesante para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas (Halliday y col. 2014). Por gjemplo, se ha visto que en la ELA, la
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activacion de PERK tiene consecuencias duales en la enfermedad (Matus y col.
2013b; Matus, Valenzuela y col. 2013). Por una parie se ha descrito que la deficiencia
de ATF4 reduce la tasa de nacimiento en el modelo de ratdn transgénico SOD1%%R
(un modelo clasico de la ELA) y por otro lado protege contra la progresion de la

patologia en aquellos animales que logran nacer, posiblemente debido a un

incremento en la sobrevida de las motoneuronas (Matus y col. 2013a).

En este escenario se encuentran disponibles nuevas herramientas para evaluar
los efectos de la inhibicion de la via de PERK a distintos niveles en modelos de la EP.
Recientemente se han publicado varios estudios que muestran que es posible
manipular la actividad de PERK mediante la utilizacion de drogas que inhiben algun
componente de esta via de sefializacion de la UPR y que esta manipulacion
farmacologica tiene efectos neuroprotectores en diferentes modelos experimentales.
Una de estas drogas, GSK2606414 (GSK), se identifico como una molécula que
inhibe la fosforilacion de PERK (Axten y col. 2012) (Figura 4C). Esta molécula resultd
ser activa oralmente Moreno y col. 2013 y efectiva en modelos de cancer (ver detalles
de su farmacocinética y descripcion completa en (Axten y col. 2012; Atkins y col.
2013). Adicionalmente, se ha demostrado que la presencia de Priones patogénicos es
capaz de inducir la fosforilacion de elF2a de manera sostenida, reprimiendo la
traduccién de proteinas sinapticas que se sintetizan a través de la via secretora
ER/Golgi (Moreno y col. 2012). Y se ha postulado que posiblemente este evento seria
responsable del deterioro neurolégico y conductual que se observa en la enfermedad
de Prion (Moreno y col. 2012). En concordancia con estos hallazgos, se ha observado

que la administracion oral de GSK previene esta represion traduccional,
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proporcionando  proteccién contra Priones fanto a nivel conductual como

histopatologico (Moreno y col. 2013).

Otro estudio reciente, en el cual se utilizd un reportero ATF4-luciferasa, se
identificd una molécula que inhibe los efectos de la fosforilacion de elF2a, sin afectar
directamente su fosforilacién (Sidrauski y col. 2013). A este compuesto se le
denomind ISRIB (del inglés “integrated stress response inhibitor") y ha demostrado ser
inocio en ratones, presentando propiedades farmacocinéticas favorables (ver
descripcion detallada en Sidrauski y col. 2013). Se ha descrito que cuando elF2u es
fosforilado se convierte en un inhibidor competitivo del intercambiador de nucledtidos
elF2B, inhibiendo la actividad de este complejo y con ello la sintesis proteica general.
ISRIB revierte este efecto de la fosforilacion de elF2a, inhibiendo la interaccion
efectiva entre elF2B y p-elF2a, lo que tiene como consecuencia la restauracion de Ia
sintesis general de proteinas y la inhibicion de la traduccion de ATF4, sin afectar la
activacion de PERK (Sidrauski y col. 2013; Sekine y col. 2015} (Figura 4C). Basado
en reportes previos que indican que la fosforilacion de elF2a y la expresion de ATr4
de manera sostenida tendrian un efecto negativo en el aprendizaje (Costa-Mattioli y
col. 2009}, en este estudio se probd que ISRIB produce una mejora en el aprendizaje
y la memoria de ratones. Este resultado concuerda con un estudio reciente en el cual
se demostré que la deficiencia de PERK en el cerebro en un modelo genético de la
EA en ratones protege contra el deterioro de la memoria (Ma y col. 2013).
Adicionalmente, se encontrd que el tratamiento ISRIB previene la represion
traduccional inducida por Priones (Halliday y col. 20135), proporcionando proteccion

tanto a nivel conductual como histopatolagico, sin los efectos secundarios toxicos en
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péncreas que se observa con el fratamiento con GSK (Moreno y col. 2013). No

3

obstante, estas moléculas adn no han sido probadas en modelos de la EP.

La evidencia presentada sugiere que la inhibicion de la sefializacién de PERK
tendria potenciales aplicaciones terapéuticas para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como la EP. Por las razones antes mencionadas resulta muy
interesante evaluar el efecto de la inhibicién farmacoldgica de la via de PERK en un
modelo pre-clinico de la EP. En este trabajo se evaluo el efecto de la regulacion de [a
via de sefalizacion de PERK en el desarrollo de la EP experimental. Para esto se
utilizé un modelo farmacolégico de la EP basado en la inyeccién de la neurotdxina 6-
OHDA, seguida por la inhibicion farmacolégica la via de PERK a distintos niveles
utilizando los compuestos GSK e ISRIB, para luego analizar su efecto a nivel
histopatologico y motor. El objetivo de esta tesis fue evaluar la posible contribucion

terapéutica de la inhibicion de [a via de PERK en la EP in vivo.
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3. HIPOTESIS.

La inhibicién de la via de sefializacién de la UPR mediada por PERK protege
frente a la degeneracion inducida por la neurotoxina 6-OHDA en las neurcnas

dopaminérgicas de la SNpc.

4, OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general: Definir el posible efecto terapéutico de bloguear la via se
sefializacion de PERK en el desarrollo de la EP usando el modelo toxicolégico de 6-

OHDA.

4.2 Objetivos especificos.

Objetivo especifico 1: Definir el impacto terapeutico de inhibir los efectos de la

fosforilacion de elF2a con el compuesto ISRIB en un modelo toxicolégico de la EP,

Objetivo especifico 2: Evaluar los posibles efectos terapéuticos de inhibir la actividad

de PERK con el compuesto GSK en un modelo toxicoldgico de la EP.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Modelo de 6-OHDA.
5.1.1. Inyecciones estereotaxicas de 6-OHDA.

Previo a la inyeccion estereotaxica, ratones C57BL/6 de 90 dias de edad se
anestesiaron con una mezcla de ketamina/xilacina {ketamina: 100 mg/Kg, xilacina: 10
mg/Kg, Vetcom, Chile) mediante inyeccion intraperitoneal. Transcurridos 5-10 min post
anestesia o en su defecto, hasta que el animal estuviera completamente
insensibilizado, se posicioné al animal en el aparato de estereotaxis para ratones
(David Kopf Instruments, USA). Se realizaron inyecciones estereotaxicas unilaterales .
en el cuerpo estriado derecho utilizando una jeringa Hamilton (Hamilton, USA) de 5 pl,
seglin el atlas de cerebro de ratén de Franklin y Paxinos {(segunda edicion, 2001), de
acuerdo a las siguientes coordenadas: AP: +0,07 cm, ML: -0,17 cm y DV:-0,31 cm. La

inyeccion consistié en 8 ng de 6-OHDA (Sigma-Aldrich, USA) a una concentracion de 4

ng/ul en acido ascorbico al 0,02% (Sigma-Aldrich, USA).

Para llegar a la coordenada DV: -0,31 cm se infrodujo la jeringa a una velocidad
de 0,05 cr/min. Una vez posicionada la aguja en las coordenadas, se inyectaron 2 ul
de esta disolucion, protegida de la luz y preparada el dia de la inyeccion, en un punto
tnico del cuerpo estriado a una velocidad de 0,5 pl/min. Despues de vaciar el volumen
establecido la aguja se retuvo en el sitio durante 5 min con el fin de evitar el retorno del

liquido inyectado. Finalmente, la aguja se retird a una velocidad de 0,1 cm/min. Los
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ratones se eutanasiaron 7 o 21 dias post inyeccion para el analisis histologico o

biogquimico.
5.1.2. Inmunohistoquimica anti-Tirosina Hidroxilasa.

Siete 0 21 dias post-inyeccion, los ratones se anestesiaron tal y como se
describié previamente y iuego se perfundieron con cloruro de sodio 0.9% y PFA al 4%
utilizando una bomba peristéltica. Se removio el cerebro y se incubd en PFA al 4% por
12 h a 4 °C. Posteriormente éste se deshidraté en sacarosa al 30% 0,02% azida de

sodio durante 48 h a 4 °C, cambiando por solucion fresca a las 24 h,

Los cerebros se incluyeron en medio de congelamiento OCT (del inglés,
“optimal cutting temperature compound’, Tissue-Tek, USA) y utilizando un criostato
(Leica, Alemania) se realizaron cortes coronales seriados, de 25 um de espesor que
comprendieron tanto la zona del cuerpo estriado como de la SNpc. Se colectaron los

cortes en PBS con azida de sodio al 0,02% en placas de 48 pocillos.

A continuacién se realizd una inmunohistoquimica (IHQ) para el marcador
dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH), en cories flotantes seleccionados cada 100 pym
para abarcar completamente desde anterior a posterior tanto la SNpc como el cuerpo
estriado. Primero se realizaron 3 lavados de 5 min en PBS para remover la azida de
sodio y luego los cortes se incubaron con la solucion inactivadora de la peroxidasa
endégena (H.O, al 0,03% en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente y en
agitacién. Luego los cortes se incubaron con una solucion de bloqueo (BSA al 5% y
Tritén X-100 al 0,2% en PBS) durante 1 h a temperatura ambiente y agitacion.
Finalmente los cortes se incubaron con el anticuerpo anti-TH (1:2500 para el cuerpo

estriado y 1:5000 para la SNpc, Calbiochem, USA) durante 16 h a 4 °C en agitacion. Al
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dia siguiente los cortes se lavaron en PBS 3 veces por 5 min e incubados con &l
anticuerpo secundario biotinilado (IgG-biotina 1:500, Vector Laboratories, USA) durante
2 h a temperatura ambiente en agitacion. A continuacién se realizaron 3 lavados de 5
min y se incubaron los cortes con el complejo avidina-biotina conjugado a peroxidasa
(1:1000, Vector Laboratories, USA) por 1 h a temperatura ambiente y en agitacion.
Luego de 3 lavados de 5 min se revelo utilizando el compuesto 3,3-diaminobenzidina
(Sigma-Aldrich, USA). Para el caso de la SNpc los cortes se incubaron con este
reactivo por un tiempo aproximado de 1-2 min y para el cuerpo estriado por alrededor
de 3 min. Los cortes obtenidos se montaron en porta objetos y se sellaron utilizando el

medic de montaje Entellan (Sigma-Aldrich, USA).

5.1.3. Cuantificacion de somas TH positivos de la SNpc y terminales axonales

dopaminérgicos del cuerpo estriado.

Para la zona del cerebro medio, en la cual se encuentra ubicada la SNpc, se
seleccionaron 12 cortes seriados de 25 um de espesor y separados cada 100 ym para
cada animal. Luego de la IHQ anti-TH los cortes se analizaron bajo un microscopio
usando un ocular micrométrico graduado, El conteo de somas TH positivos (THY en la
SNpc se llevd a cabo de manera manual para cada corte de la serie tanto en el
hemisferio inyectado como en el no inyectado, diferenciandose este ultimo del anterior
por una marca realizada con una aguja al momento del corte en el criostato. En las
cuantificaciones se considerd solo el drea de la SNpc, descartandose los somas TH*
de la SN pars reticulata y de la zona del VTA (del inglés “ventral tegmental area”).
Todas las cuantificaciones se realizaron a ciegas. Los resultados se graficaron como el
porcentaje de pérdida promedio de somas TH" en ta SNpc en el lado inyectado con

respecto al [ado no inyectado.
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Para la cuantificacion de los terminales axonales dopaminérgicos en el cuerpo
estriado de los ratones inyectados con 6-OHDA, luego de la IHQ anti-TH los cortes
seriados se escanearon en el escaner Epson Stylus CX5600, en escala de grises,
formato TIF y con una resolucion de 2400 bps. A continuacion las imagenes fueron
analizadas con el programa computacional ImageJ (NIH  software,

hitp://rsb.info.nih.gov/ii/} y fue calculada la densidad integrada del area del cuerpo

estriado, determinada por la marca TH, tanto para el lado no inyectado como para el
lado inyectado de cada corte por animal. La tincion inespecifica fue restada,
considerando el area especifica del cuerpo estriado por cada corte. Posteriormente fue
realizada la sumatoria de las densidades integradas por lado de todos los cortes para
cada animal vy fue calculada la pérdida de los terminales axonales TH* por animal en el
lado inyectado con respecto al lado control n;: inyectado. Los resuitados fueron
graficados como el promedio del porcentaje de pérdida de los terminales axonales TH*
con respecto al lado no inyectado. Un resu‘r‘nen general del procedimiento completo de

este modelo se muestra en la Figura 5.
5.2, Tratamiento con ISRIB o GSK.

Los compuestos ISRIB y GSK fueron proporcionados por nuestros
colaboradores; Dr. Peter Walter (UCSF, USA) y Dr. Jeffrey Axten {GlaxoSmithKline,

USA), respectivamente.
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Figura 5. Modelo de la EP de 6-hidroxidopamina. La linea temporal se basa en la inyeccién
de la neurotoxina 6-OHDA (dia 0), la cual se realizo en ratones C57BL/6 adultos de 90 dias.
Previo a la inyeccion estereotaxica de 6-OHDA en el cuerpo estriado, se realizo el test de
comportamiento del cilindro (Dia -1) en estos mismos animales con el fin de cuantificar
asimetrias motoras basales, este analisis se asignd como linea base. Transcurridos 7 dias
después de la inyeccion estereotaxica de 6-OHDA en el cuerpo estriado el test del cilindro se
realizé nuevamente en estos animales y a continuacion se procedié con el analisis histologico o
bioquimico segun fuera el caso.
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5.2.1. Preparacion de ISRIB o GSK.

El compuesto ISRIB se disolvic en DMSO y luego se mezcld con polietilenglicol
{(PEG) 400 (1:1). El compuesto se inyecté intraperitonealmente (i.p.) 2,5 uL por g de

peso para una concentracion final de [2,5 mg/Kg] o [5 mg/Kg] segun correspondiera.

El compuesto GSK se disolvio en el vehiculo (HPMC 0,5% + Tween-80 0,1% en
agua, pH 4,0) a una concentracion de [15 mg/ml] o [5 mg/ml]. El compuesto se
administrd por “gavage” oral en un volumen de 10 pl/g de peso para una
concentracion final de [150 mg/kg] o {50 mg/kg] seguiin correspondiese. Se resuspendio
la droga en el vehiculo adicionando gradualmente la cantidad deseada y agitando
constantemente a temperatura ambiente por al menos 2 h. Se preparo suficiente para 7

dias. Se almacend a temperatura ambiente para evitar su precipitacion hasta su uso.
5.2.2. Controles con tunicamicina.

Con el fin de determinar [a actividad de los compuestos ISRIB o GSK jn vivo en
la substantia nigra, se realizaron controles con el estresor de RE tunicamicina (Tm), el
cual inhibe la glicosilacion de proteinas induciendo la UPR. Para esto se hizo un
pretratamiento con ISRIB o GSK. En el caso de ISRIB se realizaron inyecciones i.p. dia
por medio durante una semana hasta el dia de la inyeccion estereotaxica de Tm (10
pg) directamente en la SNpc. En el caso de GSK, se hizo un pretratamiento
administrando el compuesto de manera oral dos veces al dia, 1 dia antes de la
inyeccion de Tm y el mismo dia de la inyeccion estereotaxica de Tm (10 ug)
directamente en la SNpc. Para ambos casos los animales se eutanasiaron 24 h

después de la inyeccién de Tm para su analisis.
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5.2.3. Tratamiento con ISRIB o GSK en el modelo de 6-OHDA.

Ratones C57BL/6 de aproximadamente 90 dias de edad se inyectaron
mediante estereotaxis en el cuerpo estriado con 6-OHDA tal y como se describid en el
modelo de 68-OHDA. A partir del mismo dia de la inyeccion de 6-OHDA se realizd el
tratamiento con ISRIB o GSK. En el caso de ISRIB el tratamiento consistio en
inyecciones i.p. a una concentracion de [5 mg/Kg] dia por medio a partir del dia de la
inyeccion de 6-OHDA como se muestira en la Figura 8A. El fratamiento con GSK se
llevé a cabo mediante “gavage” oral 10 pl/g de ratén a una concentracion [150 mg/kg]
o [50 mg/kg] segun correspondiese, dos veces al dia todos los dias a partir del dia de
la inyeccién de 6-OHDA como se muestra en la Figura 14A. Los animales se
eutanasiaron 7 o 21 dias después de la inyeccion de 8-OHDA para el anélisis

histolégico tal y como se describio en €] modelo de 6-OHDA.
5.3. Analisis bioquimico.
5.3.1. Extraccion de ARN, RT-PCR y PCR en tiempo real.

Transcurridas 24 h post inyeccion estereotaxica de Tm en la SNpc, los animales
fueron eutanasiados mediante inhalacion de CO, para la extraccion de tejido de
distintas areas del cerebro. Se hicieron disecciones de las areas de la corteza, cerebro
medio ventral (que incluye a la SNpc) y cuerpo estriado, haciendo distincion entre lado
inyectado y lado no inyectado en estos dos lltimos tejidos. Se extrajo como control
tejido de higado. Los tejidos fueron congelados a -80 °C hasta su procesamiento. Para
su homogenizacion estos tejidos fueron disgregados en 100 pl de PBS frio
suplementado con un cdctel de inhibidores de proteasas (Roche, Switzerland) con la

ayuda de homogeneizadores mecénicos. A continuacion 40 pl del homogenizado
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fueron destinados a la extraccion de ARN por lo que se les adiciono 1ml del reactivo
TRIzo!® (Invitrogen, USA). Luego de su extraccion, las muestras de ARN fueron
cuantificadas y 2 pg de ARN total fue utilizado para la sintesis del ADNc a partir del kit
iScript cDNA Syntesis (BioRad, USA), Buffer RT 10X, dNTPs 1 mM cada uno,
partidores random p(dN)6 (Roche,Switzerland) y 1 pL de transcriptasa reversa en un

volumen final de 20 pL.

El PCR en tiempo real (qPCR, del inglés “quantitative PCR") fue llevado a cabo
empleando EvaGreen™ Dye (Biotium, USA) en una mezcla que contenia 4 pL de una
dilucion 1:20 del cDNA, 0,5 pL de partidores 10 pM, 10 pL de Mix 2xy 7,5 uk de agua

libre de nucleasas en un volumen final de 20 pL.

Las secuencias de los partidores fueron disefiadas con el programa Primer
Express (Applied Biosystems, USA) o bien obtenidas desde el Primer Data Bank

(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.htmi).

El programa de qPCR usado fue: 10 min a 95 °C (ciclo de denaturacién), 35
ciclos de 15 s a 95 °C, 15 s a 57 °C (annealing), 158a72°Cy 1ciclode 10s a 95 °C,
5sa25°C,1sa70°Cy1sa95°C en el equipo ABl PRISM7700 system (Applied

Biosystems).

Los niveles relativos de ARNm para cada gen de interés fueron obtenidos a
partir del ciclo umbral y normalizados con los niveles de actina. El ciclo umbral de

actina fue utilizado como control de amplificacion.
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5.4. Analisis histologico.
5.4.1. Inmunchistoquimica anti-CHOP.

Un dia después de la inyeccién de Tm, los ratones se anestesiaron como se

describi6 previamente y luego de su perfusién los cerebros se fijaron y deshidrataron.

Para analizar la expresién de la proteina CHOP, cortes coronales de 25 pm que
contenian la zona de la SNpc se incubaron en HzQO; 3%, metanol 10% en PBS por 30
min a temperatura ambiente para bloquear la peroxidasa enddgena, seguido de una
exposicién de epitopes usando buffer citrato pH 6,0 (DAKO) por 20 min a 95 °C.
Después de la incubacion con la solucion de blogueo (Goat serum 10%, BSA 4%,
Triton X-100 0,1% en PBS) por 1,5 h a temperatura ambiente, los cortes se incubaron
con el anticuerpo anti-=CHOP rabbit (1:100, Santa Cruz) ON a 4 °C, seguido de la
incubacién con el anticuerpo secundario anti~rabbit conjugado a HRF (1:1000,
Invitrogen) por 1 h a temperatura ambiente. La inmunoreactividad se revelé usando el
kit DAB sustrato HRP (Vector Laboratories) usando las instrucciones del fabricante. La

tincion del tejido se visualizo bajo un microscopio invertido (Olympus IX71).
5.4.2. Inmunochistoquimica anti-pelF2a.

Para analizar la expresion de la proteina pelF2a, cortes coronales de 25 um
que contenfan la zona de la SNpc se incubaron en H,0, 0,3% en PBS por 30 min a
temperatura ambiente para bloquear la peroxidasa endégena, Después de la
incubacion con la solucién de bloqueo (BSA 1%, en PBS 0,1 M) por 2 h a temperatura
ambiente, los cortes fueron incubados con el anticuerpo anti-pelF2a rabbit (1:200,'
Invitrogene) ON a 4 °C en una solucién que contenia BSA 1%, Tritén X-100 0,2% en

PBS, seguido de la incubacién con el anticuerpo secundario anti-rabbit conjugado a
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HRP (1:500, Invitrogen) por 1 h a temperatura ambiente. La inmunoreactividad se
reveld usando el kit DAB sustrato HRP (Vector Laboratories) usando las instrucciones
del fabricante. La tincién del tejido se visualizo bajo un microscopio invertido (Olympus

IX71).
5.5. Monitoreo de animales y pruesbas motoras.
5.5.1. Mediciones de peso corporal.

Con el fin de monitorear la condicién fisica de los animales a lo largo de los
tratamientos con' las drogas, se realizaron mediciones de peso corporal de manera
regular tanto en los animales tratados con ISRIB como con GSK y sus respectivos

vehiculos,
5.5.2. Prueba motora del cilindro.

Esta prueba se realizd previo a la inyeccion de 6-OHDA (linea base) y luego1
vez a la semana hasta el dia,de la eutanasia. La prueba se utilizd para evidenciar, de
manera espontanea, posibles dafios motores asociados a la inyeccion de 6-OHDA.
Esta prueba consistié en introducir al ratén en un cilindro de acrilico translicido de 10
cm de diametro y 20 cm de alto. A continuacién se registré el movimiento del animal
mediante una camara filmadora durante 5 min. Posteriormente se cuantificé el nimero
de toques realizado con cada pata delantera del animal en los 5 min de duracion del
video. Los analisis se realizaron a ciegas. Los resultados se graficaron como
porcentaje de toques con la pata izquierda (contralateral al sitio de la inyeccion)

respecto al nimero total de toques con ambas patas.
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5.5.3. Prueba motora del “hanging”.

La prueba del hanging nos permitié evaluar desempefio motor del animal, a
nivel de balance, coordinacion y fuerza muscular. Esta prueba se llevé a cabo previo a
la inyeccion de 6-OHDA (linea base) y luego1 vez a la semana hasta el dia de su
eutanasia. Los ratones se ubicaron de forma individual con sus patas delanteras scbre
una barra horizontal con un largo de 39 cm y a una altura de 35 cm. Se observo en L;n
periodo de 30 s grabando con una camara de video la reaccion del raton y su posicion

corporal,

Esta prueba se realizo tres veces para cada raton, durante un tiempo méximo
de 30 s. Cada video se analizd para asignarle un puntaje, y se promediaron las tres
mediciones por raton. El criterio de puntuacion utilizado fue: 0 cuando el ratén no pudo
sostenerse en la barra por mas de 10 s, 1 cuando el raton sélo pudo mantenerse en la
barra con las patas delanteras, 2 cuando el raton pudo mantenerse con las patas
delanteras y tratd de usar las traseras para llegar a la barra pero sin exito, 3 cuando
utilizo las patas delanteras y pudo usar una o las dos patas traseras, 4 cuando utilizé
las cuatro patas y ademas la cola, 5 cuando escap6 activamente de la barra horizontal,

hasta llegar a la barra vertical y 6 por bajar la barra vertical en un tiempo menor a 30s.

5.5.4. Prueba motora del “rotarod’.

La prueba motora del rotarod es una prueba de desempeio en la cual se utiliza
una rueda giratoria con aceleracion para forzar la actividad motora del roedor. En esta
prueba el roedor es posicionado en una rueda giratoria orientada horizontaimente y
suspendida por encima del suelo a una altura adecuada para evitar lesiones e inducir

la evasién de la caida por el animal. La velocidad de rotacion puede ser ajustada
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manualmente y puede se puede mantener en modo constante o acelerado. Los
animales tratan naturalmente de mantenerse en la rueda rotatoria para evitar la caida.
La duracion del tiempo en que el animal permanece en rueda sin caer es una medida

de su balance, coordinacion y condicion fisica.

La prueba motora del rotarod (Modelo LE8500, Panlab SL) se realizé previo a la
inyeccion de 6-OHDA (linea base) y luego1 vez por semana la semana hasta el dia de
su eutanasia. Antes de hacer las mediciones de la linea hase los animales se
entrenaron por 4 dias consecutivos con un protocolo a velocidad constante
comenzando desde 4 RPM, luego 10 RPM vy finalmente 15 RPM con el fin de promover
su aprendizaje y equilibrio. Para las mediciones experimentales se utilizé la modalidad
acelerada, donde la velocidad de la rueda giratoria se aumentd desde 4 a 40 RPM en

un periodo de 2 min.
5.5.5. Prueba motora del “pofe”.

La prueba del pole permite evaluar desordenes motores en ratones que han sido
dafiados corticalmente. El raton es posicionado en la cima de la barra orientada de
manera vertical con la cabeza hacia arriba. El tiempo de deslizamiento por la barra es
un indicativo de su condicion motora. Mientras mas tiempo demore en bajar por la
barra hasta la superficie horizontal mas dafio motor. La prueba motora de pole se
realizé previo a la inyeccion de 6-OHDA (linea base) y luego 1 vez por semana la
semana hasta el dia de su eutanasia. El parametro que se considera es el tiempo que
tarda el animal en bajar desde que se voltea hasta que toca [a superficie horizontal

inferior, a este tiempo se le denoriné tiempo de latencia (Tya).
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5.8. Expresion de resultados y analisis estadistico.

Para el analisis estadistico fue utilizado el programa GraphPad Prism®. Los
resultados se expresaron como el promedio por tratamiento + error estandar (SEM). Se
utilizé la prueba t de Student, el test no paramétrico Mann-Whitney o bien un ANOVA
de dos vias seguida de un post test de Bonferroni. Se considerd como limite superior

de significancia estadistica valores de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.4. Analisis de la actividad de ISRIB en la SN.

Antes de evaluar el posible efecto terapéutico del compuesto ISRIB en el
modelo murino de la EP, se determiné la actividad de éste en la zona de la SN. Puesto
que no hay reportes de genes blancos de ATF4 que se expresen especificamente en la
SNpc, se selecciond un grupo de genes blancos del factor de transcripcion ATF4
(Tabla 1) a partir.de estudios previos de analisis de perfiles de expresion génica
diferencial en sistemas celulares silvestres o deficientes para ATF4 (Harding y col.
2003; Lange y col.2008). Se generaron partidores para 12 de estos genes (Tabla 1) y
se evalud mediante gPCR el efecto de la adminjstracion de ISRIB cuando se indujo la
UPR_utilizando el estresor de RE Tm en la SNpc. En la Figura 6A se muestra un
esquema del sistema de administracion utilizado, éste consistié en [a inyeccion
intraperitoneal del compuesto ISRIB a una concentracion de [2,5 mg/kg] o su vehiculo
dia por medio durante una semana, luego de la cual se realizd una cirugia
estereotaxica para inyectar fa Tm directamente en la SNpc del hemisferio derecho y su
vehiculo DMSO SNpc del hemisferio izquierdo. Los animales se eutanasiaron 24 h
después de las cirugias estereotaxicas, y se realizd una diseccion de la zona del
cerebro medio ventral que abarca a la SNpc a partir de ambos hemisferios. En la
Figura 6B se muestran los resultados del analisis de gPCR para los blancos que

mostraron una mayor induccién en condiciones de estrés de RE y en los cuales [a
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Tabla 1. Partidores para PCR en tiempo real de los genes blancos de ATF4
seleccionados para evaluar el efecto de las moléculas ISRIB y GSK en la SN de
cerebros de raton en condiciones de estrés de RE.

Nombre Crientacion Secuencia
EIFAERP Ser?tido . GGG GAC TAC AGC ACC ACT C CTC
Antisentido ATC GCT GGT AGG GCT A
ABAT Sentido CAT CAACGACTC TGT TGT AGACC
Antisentido CTG GAT ACAGGATTG CGG TATTT
Sic3a2 Sentido TGA TGA ATG CAC CCT TGT ACT
Antisentido TGGCT CCC CAG TGAAAGTGG A
Cpo Sentido ACG GGC GTG TGT TTG AAA AG CAC
Antisentido AGA ACT TAC ACC CAT AGC AG
Herp Sentido GCAGTT GGAGTG TGAGTC GTCT
Antisentido GTGGATTCAGCACCCTTT
GADD34 Sentido GAGGGACGCCCACAACTTC
Antisentido TTACCAGAGACAGGGGTAGGT
Atf3 Sentido GAGGATTTTGCTAACCTGACACC
Antisentido TTGACGGTAACTGACTCCAGC
Trb3 Sentido CCA GAGATACTC AGC TCC CG
Antisentido GAG GAG ACA GCG GAT CAG AC
Pstaf Sentido AAG CCACCAAGC AAGTGG TTA
Antisentido GAT GCC GAG TCC TCT GTAGTC
Mitht2 Sentido AGT GCG AAA TGA AGC CGT TG
Antisentido GAC TGG CGG GAT TGT CAC C'
Nupr1 Sentido CCC TTC CCA GCA ACC TCT AAATCT
Antisentido TGG TCC GAC CTT TCC GA
Chop Sentido TGGAGAGCGAGG GCTTTG
Antisentido CCGCTCGIT CTC CTGCTC
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Figura 6. Validacién de la eficacia de ISRIB in vivo en la substantia nigra. (A)
Representacion esquematica del pretratamiento con ISRIB en un modelo clasico de estrés de

RE inducido por tunicamicina (Tm). Ratones silvestres C57BL/6 se sometieron a un
pretratamienta con ISRIB administrado intraperitonealmente dia por medio por una semana
seguido de la inyeccion de 10 pm de Tm directamente en Ia SN del hemisferio derecho y DMSO
en el hemisferio izquierdo del cerebro del animal. Veinticuatro horas més tarde los animales
fueron eutanasiados para la diseccion de tejido de cerebro medio, separando el lado inyectado

del lado no inyectado con Tm. (B) Los niveles de expresién de genes blancos de ATF4, Chop,
Mthf2, AAAT y Psatl, se determinaron en tejido de cerebro medio de animales tratados con
ISRIB o el vehiculo ufilizando gPCR (n = 3 por grupo). Los resultados se presentan como el
promedio y su error estandar. Para el andlisis estadistico se utilizé 1a prueba no paramétrica de
Mann-Whitney *: p < 0,05, ns: no significativo.

accion de la molécula ISRIB resultd significativa. Los resultados de estos andlisis
muestran que la administracion i.p. de ISRIB a [2,5 mg/kg] inhibe la regulacion
transcripcional de los genes blancos de ATF4, Chop y Mthf2, bajo condiciones de
estrés de RE (Figura 6B, arriba).

En cuanto a los blancos de ATF4, AAAT y Pstat, se observo un incremento no
significativo en sus niveles en condiciones de estrés de RE. Sin embargo, al
compararios con e! grupo ratado con ISRIB, es posible constatar niveles
significativamente menores de mensajero para estos blancos (Figura 6B, abajo).

Con el propésito de hacer un analisis cualitativo de los niveles proteicos de
CHOP en los animales pretratados con ISRIB o vehiculo y posteriormente inyectados
con Tm en la SN, se realizé una IHQ con un anticuerpo anti-CHOP en cortes de tejido
de cerebro medio de estos animales que contienen la zona de la SN. La inyeccion de
Tm produce un aumento en la inmunoreactividad del anticuerpo anti-CHOP en la SN,

efecto que se observa disminuido en los animales tratados con ISRIB (Figura 7).

Para comprobar que [SRIB no afecta la fosforilacion de elF2een la SN, se

realizé una andlisis IHQ con un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de pelFZa
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A IHQ anti-CHOP

Vehiculo

ISRIB

B IHQ anti-pelF2a

DMSO Tm

Vehiculo

Figura 7. Validacién de la actividad de ISRIB in vivo en la substantia nigra a nivel de
regulacién de proteinas. Andlisis histolégico de animales sometidos pretratamiento con ISRIB
en un modelo clasico de estrés de RE inducido por la inyeccién de tunicamicina (Tm). Ratones
silvestres C57BL/6 se sometieron a un pretratamiento con [ISRIB administrado
intraperitonealmente dia por medio por una semana seguido de la inyeccion de 10 um de Tm
directamente en la SN del hemisferio derecho del cerebro del animal. Veinticuatro horas mas
tarde se fijaron los animales para el analisis inmunohistoquimico (IHQ) utilizando anticuerpos
(A) anti-CHOP y (B) contra la forma fosforilada de elF2a (p-elF2a) en cortes de cerebro medio

de ratén que contienen a la SNpc.
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en cortes de cerebro medic. Como se observa en la Figura 7B, la inyeccion de Tm
i

indujo un incremento en los niveles de la forma fosforilada de la proteina eiF2c en la

SN en animales tratados con el vehiculo y este aumento se mantiene en aquellos

tratados con ISRIB. En conjunto estos resultados nos indican que ISRIB no inhibe la

fosforilacion de la proteina elF2a.

Segln lo descrito previamente en la literatura, el compuesto ISRIB logré inhibir
los efectos de la fosforilacion de elF2o sin afectar directamente su fosforilacion
(Sidrauski y col. 2013). Estos resultados, provenientes de un analisis sistematico y
laborioso, confirman que la ruta de administracion mediante inyecciones i.p. y el
régimen de administrazién (dia por medio a una concentracion de 2,5 mglkg) del
compuesto ISRIB inhibe blancos de ATF4 en condiciones de estrés de RE en el
cerebro, y especificamente en la SNpc, que es el area cerebral de interés para nuestro

estudios posteriores.
6.2. Efecto del tratamiento con ISRIB en un modelo toxicoldgico de la EP.

Con el fin de evaluar el posible efecto terapéutico del tratamiento con el
compuesto ISRIB en un modelo experimental de la EP, se realizaron inyecciones
estereotaxicas de la neurotéxina 8-OHDA en el cuerpo estriado de ratones C57BL/6
machos de aproximadamente 90 dias. Los animales se trataron dia por medio con
ISRIB [2,5 mg/kg] o su vehiculo L.p. a partir del dia de la inyeccion y se eutanasiaron 7
dias después de la inyeccion de 8-OHDA. Puesto que con esta dosis de ISRIB [2,5
mg/kg], correspondiente a la misma dosis empleada para los experimentos controles
con T, no fue posible observar ninguna diferencia a nivel de proteccién de neuronas

dopaminérgicas, ni comportamiento motor (resultados no mostrados), se decidio
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aumentar la dosis de ISRIB al doble [5 mg/kg] utilizando el mismo régimen de
administracién (Figura 8A). Durante el periodo de tratamiento se realizd un monitoreo
diario de los animales con el fin de identificar cualquier tipo de cambio fenotipico
asociado al tratamiento. El peso corporal de los animales se midio dia por medio
durante toda la semana de tratamiento con ISRIB o vehiculo (Figura 8B). En las
curvas de peso corporal obtenidas se observa que la inyeccion de 6-OHDA en el
cuerpo estriado induce una pérdida significativa de peso corporal, similar en animales
tratados con ISRIB o su vehiculo. Del mismo modo la recuperacion de peso luego de la
cirugia resulta similar en ambos grupos, observandose una tendencia (no significativa)
de recuperacién mas rapida de peso en el grupo tratado con ISRIB en comparacion

con el grupo tratado con vehiculo.

Para evaluar el posible efecto terapéutico de ISRIB a nivel del desempeiio
motor en este modelo toxicologico, se utilizé la prueba del cilindro, que permite
cuantificar los defectos motores hemilaterales espontaneos ocasionados por la

inyeccion de 6-OHDA.

En esta prueba el animal se posiciona en un cilindro de acrilico transltcido y se
cuantifica el numerc de veces que éste toca las paredes del cilindro con cada pata
delantera (ver detalles en la seccion 5.5.2. de Materiales y métodos). Un animal
hemilesionado disminuye el nimero de toques con la pata contralateral al lado de la
inyeccién. Como se observa en la Figura 8C el porcentaje de toques contralaterales
disminuye desde ~50% (linea base) hasta ~25% una semana después de la inyeccion
de la 6-OHDA, esta disminucion resulta de igual magnitud en ambos grupos, el tratado

con ISRIB y el con vehiculo.
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Figura 8. Administracién de ISRIB en un modelo toxicolégico de la EP (tratamiento corto).
{A) Representacion esquemdatica de las condiciones experimentales utilizadas para evaluar el
potencial terapéutico de ISRIB contra [a neurotoxina parkinsoniana 6-OHDA. Se inyectaron
ratones silvestres C57BL/6 con 8 pg de 6-OHDA en el cuerpo estriado derecho y posteriormente
se trataron con ISRIB [5 mg/kg] o su vehiculo dia por medio durante7 dias. (B) El peso corporal
se midio durante el periodo de tratamiento y en el grafico muestra el peso corporal relativo como
porcentaje del peso inicial. (C) Las asimetrias motoras espontaneas se evaluaron con la prueba
del cilindro. Se cuantificé el numero de toques con cada pata delantera en las paredes del
cilindro. Los datos se expresan como porcentaje de togues con la pata izquierda (contralateral
al sitio de inyeccion con la neurotoxina) respecto al numero total toques con ambas patas
delanteras. Los graficos representan el promedio y error estandar por grupo (n=10 por grupo).
E| andlisis estadistico se llevo a cabo mediante el test ANOVA de dos vias seguido de un post-
test de Bonferroni. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos para ninguno de los tiempos analizados (p > 0,05).

Para evaluar el efecto de! tratamienio con ISRIB a nivel de la pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la SNpc se realizo un analisis IHQ con un anticuerpo anti-
TH en cortes seriados de 25 pm de espesor, cada 100 pm abarcando la zona del
cuerpo estriado y del cerebro medio. Para determinar si el tratamiento de 1SRIB tiene
algtin efecto sobre la magnitud de la lesion provocada por [a toxina 6-OHDA en los
terminales axonales de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, se cuantifico [a
inmunoreactividad del anticuerpo anti-TH en la zona del cuerpo estriado. Se determind
la densidad integrada asociada a TH en cortes seriados que abarcan toda la zona del
cuerpo estriado en animales inyectados con 6-OHDA y tratados con ISRIB o vehiculo.
La inyeccion de la neurotoxina indujo una pérdida promedio de aproximadamente un
70% del marcador dopaminérgico TH en el hemisferio inyectado luego de 7 dias,
siendo esta pérdida similar para ambos grupos, tratados con ISRIB o controles tratados
con el vehiculo (Figura 9A). Los resultados demuestran que el tratamiento con la dosis
utilizada de I1SRIB no produce diferencias significativas a nivel de inervacion estriatal

bajo estas condiciones experimentales.

Para evaluar el efecto del tratamiento con ISRIB directamente en el nimero de

neuronas dopaminérgicas se cuantifico el nimero de somas TH* a lo largo de toda la
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Figura 9. Efecto de la administracién de ISRIB en la neurodegeneracion inducida por 6-
OHDA (tratamiento corto). (A) La denervacion estriatal inducida por 8-OHDA se midio como
densidad integrada de la intensidad de pixeles calculada a partir de imagenes de IHQ con un
anticuerpo contra el marcador dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH) abarcando toda la zona
del cuerpo estriado. Los resultados se expresan como porcentaje de pérdida relativo al lado
control no inyectado. Los resultados se presentan como los promedios por grupo y sus errores
estandar (n=10 por grupo). Imagenes representativas se muestra en el panel izquierdo. Barra
de tamario 1mm. (B) Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc fueron cuantificadas mediante
IHQ anti-TH en cortes de cerebro medio de 25 um de espesor espaciadas cada 100 um y
abarcando toda la zona de la SNpc. Los resultados se expresan como porcentaje de pérdida de
somas TH-positivos (TH") relativo al lado control no inyectado y se presentan como los
promedios por grupo y sus errores estandar por grupo (n=10 por grupo). Imagenes
representativas se muestra en el panel izquierdo. Barra de tamafio 100um El andlisis estadistico
fue realizado utilizando la prueba t de student, no se observaron diferencias significativas
(p>0,05).
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SNpc, observandose que tanto el grupo de animales tratados con ISRIB como
con el vehiculo presentan porcentajes de pérdida de somas TH"* similares y cercanos al
25% en ambos casos (Figura 9B). De este resultado se puede concluir que el
tratamiento de ISRIB no genera proteccion frente a la g8-OHDA en las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc bajo estas condiciones experimentales.

r

Los resultados obtenidos con el tratamiento de ISRIB en el modelo toxicoldgico
de la enfermedad no evidencian ningn cambio significativo inducido por esta
molécula, sin embargo la inspeccion visual de los animales durante el periodo de
tratamiento evidenciaban para un ojo entrenado que los animales tratados con ISRIB
se encontraban en mejores condiciones que el grupo tratado con el vehiculo, debido a
esto se decidio extender el periodo de tratamiento a 21 dias para poder complementar

estos estudios con mas pruebas motoras (Figura 10A).

El peso corporal se midi6 dia por medio durante todo el periodo de tratamiento
con ISRIB o vehiculo (Figura 10B). De estas mediciones se desprende que luego de la
inyeccion de 6-OHDA en el cuerpo estriado hay una pérdida significativa de peso
corporal y que ésta es similar en ambos grupos de animales, aquellos tratados con
ISRIB o con el vehiculo. Por ofro lado, la recuperacion de peso corporal luego de la
inyeccion de 6-OHDA resultd ser similar en ambos grupos, observandose una
recuperacion significativamente mayor de peso en aguellos animales tratados con el

vehiculo al final del tratamiento en comparacion con sus controles tratados con 1SRIB

(Figura 10B).
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Figura 10. Administracion de ISRIB en un modelo toxicolégico de la EP en raton
(tratamiento largo). (A) Representacion esquematica de las condiciones experimentales
utilizadas para evaluar el potencial terapéutico de ISRIB contra la neurotoxina parkinsoniana 6-
OHDA. Se inyectaron ratones silvestres C57BL/6 con 8 ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado
derecho y posteriormente se trataron con ISRIB [5 mg/kg] o su vehiculo dia por medio durante
21 dias. (B) Se midié el peso corporal durante el tiempo de tratamiento y en el grafico se
muestra representado como porcentaje del peso inicial. Los resultados se expresan como
porcentaje promedio con respecto a la linea base para ambos grupos y su respectivo error
estandar (n=10 por grupo). El analisis estadistico se realizé mediante un test de ANOVA de dos
vias seguido de un post-test de Bonferroni. *: p < 0,05; ***: p < 0,001.

50




‘“Lr"f

La prueba del cilindro se realizb una vez a la semana comenzando una semana
después de la inyeccion de 6-OHDA. El porcentaje de toques contralateraies disminuyo
desde ~50% (linea base) hasta ~25% 7 dias después de la inyeccion de 6-OE:lDA,
manteniéndose cercano a este valor a los 14 y 21 dias post-inyeccion (Figura 11A). La
disminucion del porcentaje de toques contralaterales a los 7 dias es de igual magnitud
en animales tratados con ISRIB o con el vehiculo, asi como también la curva de

recuperacion en el tiempo.

Con el objetivo de evaluar el desempeiio motor del animal, a nivel de balance,
coord.inacién y fuerza muscular se realizd la prueba del hanging 7, 14 y 21 dias
después de la inyeccion de 68-OHDA. Como se describid previamente en la seccion
materiales y métodos 5.5.3, los animales se posicionaron en una barra horizontal con
sus patas delanteras y fue asignada una puntuacién de acuerdo al desempeiio del
animal. En la Figura 11B se muestra la puntuacion obtenida en esta prueba para cada
semana de tratamiento tanto en los animales tratados con ISRIB como en los animales

tratados con el vehiculo.

Sorprendentemente, se observaron mejoras significativas en los animales
tratados con ISRIB a los 14 y 21 dias de tratamiento, lo que indica que ISRIB mejora la

recuperacion motora bajo estas condiciones experimentales.

Se realizd la prueba del rotarod para evaluar la capacidad fisica, el balance y la
coordinacion fisica de los animales 7,14 y 21 dias después de la inyeccion de 6-OHDA

tanto en animales tratados con ISRIB como en animales tratados con vehiculo.
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Figura 11. Efecto de la administracion de ISRIB a nivel motor en un modelo toxicolégico
de la EP en ratén (tratamiento largo). (A) Las asimetrias motoras espontaneas se evaluaron
con la prueba del cilindro. El niumero de toques con cada pata delantera en las paredes del
cilindro fue cuantificado. Los datos se expresan como porcentaje de togues con la pata
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izquierda (contralateral) respecto al nimero total toques con ambas patas delanteras. En el
grafico se presentan el promedio y error estandar por grupo {(n=10 por grupo). (B} EIl
desempefio motor funcional se cuantificd usando la prueba de hanging. Los ratones se
posicionaron en una barra horizontal con las dos patas delanteras y se les asignd un puntaje
desde 0 a 5 en unidades arbitrarias (U.A.) segun su desplazamiento desde esta posicion. La
prueba tuvo una extension total de 90 segundos (s) por animal. Se evalué cada animal tres
veces en intervalos de 30 s. Los datos se expresan como puntaje promedio por grupo y su error
estandar respectivo (n=10 por grupo). {C) La coordinacion motora se evalud utilizando la prueba
de rotarod. El equipo de rotarod se configuro para comenzar a una velocidad de 4 rpm, con una
tasa de aceleracion de 20 rpm/min y se registro el tiempo de latencia por animal. Los resultados
corresponden al promedio de 3 intentos por animal y se expresan como porcentaje promedio
con respecto al rendimiento de la linea base para ambos grupos y su respectivo error estandar
(n=10 por grupo). El andlisis estadistico se realizd mediante un test de ANOVA de dos vias
seguido de un post-test de Bonferroni. *: p < 0,05; =™ p < 0,001.

Como se menciond en la seccion materiales y métodos, los animales fueron
posicionados en una rueda giratoria y se midié el tiempo (latencia) que demora el
animal en caer desde ésta, siendo un mayor tiempo de latencia indicativo de una mejor
capacidad motora. En esta prueba motora se observé una tendencia a mejorar la
recuperacion motora luego de la inyeccion de 6-OHDA en los animales tratados con
ISRIB al compararios con los controles, sin embargo esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (Figura 11C).

Al evaluar el efecto de ISRIB en la inervacion estriatal y sobrevida de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc se observo que 21 dias después de la inyeccion
de 6-OHDA, el hemisferio inyectado con la neurctoxina muestra una gran pérdida del
marcador dopaminérgico TH en el cuerpo estriado (Figura 12A), alcanzando un ~B5%
en el grupo de animales tratados con el vehiculo y un ~50% para animales tratados
con ISRIB, sin embargo esta diferencia no resulté ser estadisticamente significativa. La
cuantificacién de la pérdida de somas TH" en la zona de la SNpc mostro una tendencia
inversa a lo obtenido para el cuerpo estriado, esto es; mayor pérdida de somas TH'en
animales tratados con ISRIB {~65%) que en aquellos tratados con el vehiculo (~50%),

sin embargo esta tendencia no es estadisticamente significativa (Figura 12B).
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Figura 12. Efecto de la administracion de ISRIB en la neurodegeneracion inducida por 6-
OHDA (tratamiento largo). (A) La denervacion estriatal inducida por 6-OHDA se midié como
densidad integrada de la intensidad de pixeles calculada a partir de imagenes de IHQ con un
anticuerpo contra el marcador dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH) abarcando toda la zona
del cuerpo estriado. Los resultados se expresan como porcentaje de pérdida relativo al lado
control no inyectado. Los resultados se presentan como los promedios por grupo y sus errores
estandar (n=10 por grupo). Imagenes representativas se muestra en el panel izquierdo. Barra
de tamafio 1 mm. (B) Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc se cuantificaron mediante IHQ
anti-TH en cortes de cerebro medio de 25 um de espesor espaciadas cada 100 um y abarcando
toda la zona de la SNpc. Los resultados se expresan como porcentaje de perdida de somas TH-
positivos (TH") relativo al lado control no inyectado y se presentan como los promedios y sus
errores estandar por grupo (n=10 por grupo). Imagenes representativas se muestran en el panel
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izquierdo. Barra de tamario 100um E! analisis estadistico se hizo utilizando la prueba t de
student, no se observaron diferencias significativas (p >0,05).

De este resultado se desprende que el tratamiento de ISRIB no genera
proteccion frente a la 6-OHDA en las neurcnas dopaminérgicas de la SNpc, aun

cuando produce mejoras en algunas de las pruebas motoras con las que se evaluaron

los grupos experimentales.
6.3. Analisis de la actividad de GSK en la SN.

Previo al analisis del potencial terapéutico del compuesto GSK en un modelo
animal de la EP, se probé la eficiencia de esta molécula en un régimen de
administracion oral a una concentracién de [150 mg/kg; dos veces al dia] en nuestro
modelo de estrés de RE agudo basado en la inyeccién de Tm directamente en la SNpc
(Figura 13A). Los animales se eutanasiaron 24 h después de la inyeccion de Tm, y se
realizaron disecciones de cerebro medio, que contiene la zona de la SNpc, separando
el lado inyectado del lado no inyectado. Se seleccionaron aquellos genes blancos de
ATF4 (Tabla 1) en los cuales se observé una induccion significativa con Tm en

animales controles y algun efecto en aquellos tratados con GSK.
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Figura 13. Validacion de la eficacia de GSK in vivo en la substantia nigra (dosis alta). (A)
Representacion esquematica del pretratamiento con GSK en un modelo clasico de estres de RE
inducido por tunicamicina (Tm). Se sometieron ratones silvestres C57BL/6 a un pretratamiento
con GSK [150 mg/kg] administrado con una sonda oral dos veces al dia desde un dia antes de
la inyeccion de 10 um de Tm directamente en la SN del hemisferio derecho del cerebro del
animal. Veinticuatro horas mas tarde se eutanasiaron los animales para la diseccion de tejido de
cerebro medio que contiene a la SN, separando el lado inyectado del lado no inyectado con Tm.
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(B} Los niveles de expresién de genes blancos de ATF4 (Chop y Mthf2) se determinaron en
tejido de cerebro medio de animales tratados con GSK o el vehiculo utilizando PCR en tiempo
real. (n = 3 por grupo). Los resultados se presentan como el promedio por grupo ¥ su efror
estandar. El andlisis estadistico se hizo utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, *:
p < 0,05; ns: no significativo.

6.4. Efecto del tratamiento de GSK en un modelo toxicoldgico de la EP.

Para determinar el potencia! terapéutico de GSK en un modelo toxicologico de la
EP, ratones C57BL/6 se inyectaron mediante estereotaxis en el cuerpo estriado con 8
ug de 6-OHDA. A partir del dia de la inyeccion los animales se trataron oralmente con
GSK [150 mg/kg] o su vehiculo dos veces al dia todos los dias durante 7 dias (Figura

14A).

El peso corporal de los animales se midio dia por medio durante toda la semana
de tratamiento con GSK o vehiculo. En el grupo de animales fratados con GSK se
observé una pérdida progresiva y estadisticamente significativa en los 3 dltimos dias

de tratamiento al compararlo con el grupo tratado con vehiculo (Figura 14B).

Para evaluar el posible efecto terapéutico de GSK a nivel del desempefio motor en
este modelo toxicolgico, se utilizé la prueba del cilindro. En los animales tratados con
el vehiculo el porcentaje de toques contralaterales disminuyd desde un ~50% (linea
base) hasta un ~30% despues de la inyeccion de 6-OHDA, esta disminucion fue de
mayor magnitud en animales tratados con GSK, alcanzando un ~15%, sin embargo
esta diferencia no es estadisticamente significativa (Figura 14C). Este resultado nos
indica que GSK no induce mejoras motoras en Ia prueba del cilindro luego de la lesién

de 6-OHDA, en estas condiciones experimentales.
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Figura 14. Administracion de GSK en un modelo toxicologico de la EP en raton
{tratamiento corto). (A) Representacion esquematica de las condiciones experimentales
utilizadas para evaluar el potencial terapéutico de GSK contra la neurotoxina 6-OHDA. Ratones
siivestres C57BL/6 se inyectaron con 8 pg de 6-OHDA en el cuerpo estriado derecho y
posteriormente se trataron con GSK [150 mgfkg] o su vehiculo dos veces al dia durante 7 dias.
(B) Se midi6 el peso corporal durante e! tiempo de tratamiento y en el grafico se presentan los
datos como porcentaje del peso inicial (linea base). {C) Las asimetrias motoras espontaneas se
evaluaron con Ja prueba del cilindro. Se cuantific el ntmero de toques con cada pata delantera
en las paredes del cilindro. Los datos se expresan como porcentaje de togues con la pata
izquierda (contralateral) respecto al numero fotal toques con ambas patas delanteras. En los
graficos se presentan los promedios y errores estandar por grupo (n=10 por grupa). El analisis
estadistico se realizé utilizando el test ANOVA de dos vias seguido de un post-test de
Bonferrani. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p >
0,05).

Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con GSK a nivel de la perdida
de neuronas dopaminérgicas de la SNpc se realizé un andlisis [HQ con un anticuerpo
anti-TH en cortes de 25 um de espesor, seriados cada 100 um, abarcando la zona del
cuerpo estriado y del cerebro medio. Para determinar si el tratamiento con GSK tiene
algun efecto sobre la magnitud de la lesion provocada por la toxina 6-OHDA en los
terminales axonales de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, se cuantificd la
inmunoreactividad del anticuerpo anti-TH en la zona del cuerpo estriado. Se determind
la densidad integrada asociada a TH en cortes seriados que abarcan toda la zona del
cuerpo estriado en animales inyectados con 6-OHDA vy tratados con GSK o vehiculo.
La inyeccién de la neurotoxina 6-OHDA produce una pérdida promedio de
aproximadamente un 60% del marcador dopaminérgico TH en el hemisferio inyectado
luego de 7 dias, siendo esta pérdida similar para ambos grupos de animales, tratados
con GSK o controles tratados con el vehiculo (Figura 15A). Estos resultados
demuestran que el tratamiento con GSK no produce diferencias significativas a nivel de

inervacion estriatal bajo estas condiciones experimentales.
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Figura 15. Efecto de la administracion de GSK en la neurodegeneracion inducida por 6-
OHDA (tratamiento corto). (A) La denervacion estriatal inducida por 6-OHDA se midié como
densidad integrada de la intensidad de pixeles calculada a partir de imagenes de IHQ utilizando
un anticuerpo anti-TH y abarcando toda la zona del cuerpo estriado. Los resultados se expresan
como porcentaje de pérdida relativo al lado control no inyectado. Los resultados se presentan
como promedios y sus errores estandar (n=10 por grupo). Imagenes representativas se
muestran en el panel izquierdo. Barra de tamafio 1mm. (B) Las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc se cuantificaron mediante IHQ anti-TH en cortes de cerebro medio de 25 um de espesor y
espaciadas cada 100 um, abarcando toda la zona de la SNpc. Los resultados se expresan
como porcentaje de pérdida de somas TH" relativo al lado control no inyectado y se presentan
como los promedios y sus errores estandar por grupo (n=10 por grupo). Imagenes
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representativas se muestran en el panel izquierdo. Barra de tamano 100um. El analisis
estadistico se realizd utilizando la prueba t de Student, no se observaron diferencias
significativas (p >0,05); ns: no significativo.

Para analizar el efecto del tratamiento con GSK directamente en el numero de
neuronas dopaminérgicas se cuantifico el nimero de somas TH* a lo largo de toda la
SNpc, v se observé que en el grupo de animales tratados con GSK el porcentaje de
perdida de somas TH™ resulté ser menor (~15%) que el de los animales tratados con el
vehiculo (~30%), sin embargo esta diferencia no resultd ser estadisticamente

significativa (Figura 15B).

Considerando la tendencia prote;ctora del tratamiento con GSK [150 mg/kg] por 7
dias a nive! de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, asi como sus efectos
adversos evidenciados en la pérdida de peso corporal de los animales tratados con
GSK, se decidié ensayar una concentracion 3 veces menaor de GSK [50 mg/kg] vy
extender €] tiempo de tratamiento a 21 dias con el fin de monitorear el desempefic
motor de los animales tratados con pruebas motoras complementarias. Previamenie se
corroboré que la dosis de GSK [50 mg/kg] fuese igualmente activa en la SN (Figura
16). El analisis de genes blanco de ATF4 mediante gPCR reveld un aumento
estadisticamente significativo de los niveles de Chop, Mthf2, Atf3 y Trb3 en los
animales inyectados con Tm y tratados con el vehiculo en comparacién a su lado
control, indicando que el estresor de RE Tm induce la regulacién transcripcional de
estos genes. En los animales tratados con GSK se observé la reduccion parcial de los
niveles de Chap, Mthf2 y Atf3, y una reduccion significativa de los niveles de Trb3 en
condicicnes de estrés de RE en comparacion con el grupo tratado con vehiculo.
(Figura 16B). Interesantemente, A3 no mostrd una induccion significativa con Tm en

los animales tratados con GSK a diferencia del grupo tratado con el vehiculo.
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Figura 16. Validacion de la eficacia de GSK in vivo en la substantia nigra (dosis baja). (A)
Representacion esquematica del pretratamiento con GSK en un modelo clasico de estrés de RE
inducido por tunicamicina (Tm). Se sometieron ratones silvestres C57BL/6 a un pretratamiento
con GSK [50 mg/kg) administrado con una sonda oral dos veces al dia desde un dia antes de fa
inyeccion de 10 pm de Tm directamente en la SN del hemisferio derecho del cerebro del animal.
Veinticuatro horas mas tarde se eutanasiaron los animales para la diseccion de tejido de
cerebro medio que contiene a la SN, separando el lado inyectado del lado no inyectado con Tm.
{B) Los niveles de expresion de genes blancos de ATF4 (Chop, Mthf2, Aff3 y Trb3) se
determinaron en tejido de cerebro medio de animales tratados con GSK o el vehiculo utiiizando
PCR en tiempo real. (n = 3 por grupo}. Los resultados se presentan como el promedio por grupo
y su error estandar. El analisis estadistico se hizo utilizando la prueba no parametrica de Mann-
Whitney; *: p < 0,05; ns: no significativo.

-

De estos resultados se desprende que el tratamiento con GSK puede inhibir
parcial o totalmente los blancos de ATF4 analizados, sin embargo resuita menos
eficiente en alcanzar la SNpc o en inhibir la regulacion transcripcional estos blancos en

comparacion con el compuesto ISRIB.

El peso corporal de los animales se midio todos los dias durante las 3 semanas
de tratamiento con GSK o vehiculo (Figura 17B). Las mediciones de peso corporal
durante el tratamiento mostraron que ambos grupos, tratados con GSK o con vehiculo,
pierden peso de manera significativa después de las inyeccion de 6-OHDA y que la
recuperacion posterior de peso corporal es similar para ambos grupos (Figura 17B) a

diferencia de lo observado con la dosis mayor de GSK (Figura 14B).

l.a prueba del cilindro se realizé una vez a la semana comenzando una semana
después de la inyeccion de 6-OHDA. El porcentaje de toques contralaterales disminuyé
desde ~50% (linea base) hasta ~35% 7 dias después de la inyeccién de 6-OHDA para
el grupo de animales tratados con GSK, mientras que la disminucion en el porcentaje
de togues contralateral se observo recién a los 14 dias para el grupo tratado con

vehiculo, luego estos valores se mantuvieron cercanos a este valor hasta los 21 dias

post-inyeccion (Figura 18A).
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Figura 17. Administracién de GSK en un modelo toxicologico de la EP en raton
(tratamiento largo). (A) Representacion esquematica de las condiciones experimentales
utilizadas para evaluar el potencial terapéutico de GSK contra la neurotoxina parkinsoniana 6-
OHDA. Ratones silvestres C57BL/6 se inyectaron con 8 ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado
derecho y posteriormente se trataron oralmente con GSK [50 mg/kg] o su vehiculo dos veces al
dia durante 21 dias. (B) Se midi6 el peso corporal durante el tiempo de tratamiento y en el
grafico se muestra representado como porcentaje del peso inicial (linea base). El analisis
estadistico se realizé mediante un test de ANOVA de dos vias seguido de un post-test de
Bonferroni. No se observaron diferencias significativas (p >0,05).
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Figura 18. Efecto de la administracion de GSK a nivel motor en un modelo toxicolégico
de la EP en ratén (tratamiento largo). (A) Las asimetrias motoras espontaneas se evaluaron
con la prueba del cilindro. Se cuantifico el numero de toques con cada pata delantera en las
paredes de un cilindro transparente. Los datos se expresan como porcentaje de toques con la
pata izquierda (contralateral) respecto al numero total toques con ambas patas delanteras. En el
gréfico se presentan los promedios y error estandar por grupo (n=10 por grupo). (B) El
desempefio motor funcional se cuantificé usando la prueba del hanging. Los ratones se
posicionaron en una barra horizontal con las dos patas delanteras y fue asignado un puntaje
desde 0 a 5 en unidades arbitrarias (U.A.) segin su desplazamiento desde esta posicion. La
prueba tuvo una extensién total de 90 segundos (s) por animal. Se evalub cada animal tres
veces en intervalos de 30 s. Los datos se expresan como el puntaje promedio por grupo y su
error estandar respectivo (n=10 por grupo). (C) La coordinacion motora se evaluo utilizando la
prueba del rotarod. El equipo de rotarod se configurd para comenzar a una velocidad de 4 rpm,
con una tasa de aceleracion de 20 rpm/min y se registré el tiempo de latencia por animal. Los
resultados corresponden al promedio de 3 intentos por animal y se expresan como el porcentaje
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promedio con respecto al rendimiento de la linea base para ambos grupos y su respectivo error
estandar (n=10 por grupo). Otra prueba que permite evaluar desordenes motores es (D} la
prueba de pole, que se llevé a cabo en estos mismos animales. Los ratones se posicionaron en
la cima de una barra orientada verticalmente. E| tiempo de deslizamiento por la barra, tiempo de
latencia (Tia), es inversamente proporcional a su condicion motora. Los resultados
corresponden al promedio de 3 intentos por animal y se expresan como el promedio por grupoc y
su respectivo error estandar (n=10 por grupo). El analisis estadistico se realizdé mediante un test
de ANOVA de dos vias seguido de un post-test de Bonferroni. No se observaron diferencias

significativas : p > 0,05.

Complementariamente se evalud el desempefio motor de estos animales a nivel
de balance, coordinacion y fuerza muscular utilizando la prueba del hanging. 7, 14 y 21
dias después de la inyeccion de 6-OHDA. La puntuacion obtenida en esta prueba
motora para cada semana de tratamiento tanto en el grupo tratado con GSK como en

el tratado con vehiculo fueron similares (Figura 18B).

Se realizé la prueba del rofarod para evaluar la capacidad fisica, el balance y la
condicion fisica de los animales, 7,14 y 21 dias después de la inyeccion de 8-OHDA.
En esta prueba no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura
18C), sin embargo es posible constatar una tendencia a mejorar el desempeiio en los
animales tratados con GSK en comparacion con aquellos tratados con el vehiculo (p-

value = 0,3).

Adicionalmente, se realizé la prueba del pole que permite evaluar problemas
motores en animales gque presentan dafios a nivel cortical. El animal se posiciond en la
cima de una barra orientada de manera vertical y se midio el tiempo de deslizamiento
por la barra hasta que tocé con sus cuatro patas la base de la barra vertical, o tiempo
de latencia {T.), que es un indicativo de su condicion motora. Mayor T4 se asocia a
un mayor dafio motor. La prueba motora de pofe se realizo previo a la inyeccion de 6-

OHDA (linea base) y luego 1 vez por semana hasta el dia de su eutanasia. En los
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animales tratados con el vehiculo se observd mayor dafic motor después de [a
inyeccion de 6-OHDA en comparacion con aquellos tratados con GSK, sin embargo

estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas (p-value = 0,2) (Figura

18D).

El analisis histologico reveld que luego del tratamiento de GSK [50 mg/kg] por 21 dias
la 6-OHDA indujo la pérdida del marcador TH en el cuerpo estriado de estos animales
que alcanzod un ~40% sin diferencias entre los grupos tratados con GSK o vehiculo
(Figura 19A). La cuantificacion del nimero de somas TH" en la zona de la SNpc
mostré Ja misma tendencia que la obtenida para el tratamiento de 7 dias, esto es;
menor pérdida de somas TH* en el grupo de animales tratados con GSK (~30%) en
comparacion con los tratados con vehiculo (~50%), sin embargo esta tendencia no es

estadisticamente significativa (p-value = 0,1) (Figura 19B).

Estos resultados sugieren que el tratamiento oral con GSK (en las dos dosis
probadas) induce un nivel no significativo de proteccion de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc contra el efecto toxico de la 6-OHDA y también una

tendencia a mejorar el rendimiento motor de los animales tratados en la prueba del

pole.
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Figura 19. Efecto de la administracion de GSK en la neurodegeneracion inducida por 6-
OHDA (tratamiento largo). (A) La denervacion estriatal inducida por 6-OHDA se midié como
densidad integrada de la intensidad de pixeles calculada a partir de imagenes de IHQ con un
anticuerpo contra el marcador dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH) abarcando toda la zona
del cuerpo estriado. Los resultados se expresan como porcentaje de pérdida relativo al lado
control no inyectado. Los resultados se presentan como los promedios y sus errores estandar
(n=10 por grupo). Iméagenes representativas se muestra en el panel izquierdo. Barra de tamafio
1mm. (B) Las neuronas de la SNpc se cuantificaron mediante IHQ anti-TH en cortes de cerebro
medio de 25 um de espesor y espaciadas cada 100 um, abarcando toda la zona de la SNpc.
Los resultados se expresan como porcentaje de pérdida de somas TH-positivos (TH") relativo al
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lado control no inyectado y se presentan como los promedios y sus errores est&ndar por grupo
(n=10 por grupo). Imagenes representativas se muestran en el panel izquierdo. Barra de
tamafio 100um El analisis estadistico se hizo utilizando la prueba t de Student, no se
observaron diferencias significativas {p >0,05); ns: no signitivativo.
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7.DISCUSION

Con el objetivo de evaluar el potencial terapéutico de la inhibicion farmacoldgica
de la via de la UPR mediada por el receptor PERK en ia enfermedad de Parkinsorn, se
realizaron tratamientos con dos compuestos recientemente descritos, ISRIB y GSK.
Estos compuestos inhiben a distintos niveles esta via de sefializacion. El modelo
animal de la EP utilizado consiste en la inyeccion estereotaxica de la neurotoxina 6-
OHDA en el cuerpo estriado de ratones, que induce la pérdida selectiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Para ambos compuestos se evalué mediante
histologia los efectos neurodegenerativos de la toxina y desempefio motor de los

animales.

Nuestros resultados muestran que la modulacion de la via de PERK a partir de
la administracion de los inhibidores ISRIB y GSK no genera cambios significativos en fa
sobrevida de las neuronas dopaminérgicas en nuestro modelo de 8-OHDA en ratén, sin
embargo el tratamiento de ISRIB durante 21 dias en ratones inyectados con 6-OHDA
induce una mejora en el desempefio motor de la prueba motora de hanging de estos
animales, mientras que el tratamiento cronico con GSK induce una tendencia de
aumento en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc acompafiado por
un mejor desempeio en la prueba del pole, siendo ambas tendencias no significativas (

p-value = 0,1y p-value = 0,2, respectivamente).

Esta tesis resulta un aporte a la busqueda y validacion de nuevos posibles
blancos terapéuticos y compuestos para el tratamiento farmacoldgico de la EP, que

idealmente detengan la progresion de la neurodegeneracion o bien que mejoren los
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problemas motores y cognitivos causados por ésta. Este trabajo ademas representa un
aporte al estudio de la contribucion del estrés de RE en la etiologia de la EP y los
posibles efectos de su manipulacion farmacol6gica con fines terapéuticos. Nuestros
resultados corresponden al primer estudio del efecto de la inhibicién farmacoldgica de
la via mediada por el sensor PERK de la UPR in vivo en un modelo animal de la EP.
Estudios previos usando la manipulacion farmacologica de esta via con la molécula
salubrinal, que es un inhibidor de la fosfatasa de elF2a, demostraron que la activacion
sostenida de la via de PERK en un modelo genético animal de la EP (o-sin**TTg)
atentia los sintomas motores en este modelo Colla y col. 2012a, sin embargo este
compuesto no genera proteccion a nivel de las neuronas dopaminérgicas de la SNpcy
ademas presenta limitaciones adicionales pues su uso prolongado provoca

nefrotoxicidad en ratones (Wu y col. 2011).

En esta tesis demostramos que ISRIB y GSK son activos en el cerebro,
especificamente en el tejido de interés, 1a SN. Este corresponde al primer reporte de
que ISRIB y GSK son capaces de llegar a la zona de la SN e inhibir la regulacién
franscripcional de la via de la UPR mediada por PERK inducida por la inyeccion de Tm
en este tejido, lo que representa un antecedente importante para el estudio de sus

posibles efectos terapéuticos sobre las neuronas dopaminérgicas en diferentes

modelos pre-clinicos de fa EP.

Adicionalmente, mediante este estudio fue posible confirmar lo previamente
reportado en la literatura; relativa inocuidad general de los compuestos a las
concentraciones utilizadas, a excepcion del compuesto GSK a altas dosis [150 mg/kgl,
y por otro lado efectividad a los tiempos utilizados de acuerdo a los estudios farmaco

cinéticos previos. La dosis mas aita probada del compuesto GSK [150 mg/kg] indujo
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una pérdida significativa del peso corporal de los animales tratados con respecto a los
tratados con el vehiculo, sugiriendo que GSK provoca un deterioro en la condicion
fisica de los animales. Este hecho concuerda con reportes previos en los cuales los
animales tratados con GSK sufren pérdida de peso e hiperglicemia debido a efectos
sistémicos del compuesto. Dichos efectos han sido asociados a niveles insuficientes de
insulina por la muerte de las células de los islotes pancreaticos e insuficiencia

pancreatica exocrina (Moreno y col. 2013).

En esta tesis se utilizd un modelo animal de la EP en el cual se inyecta la
neurctoxina 6-OHDA directamente en el cuerpo estriado de ratones adultos para
inducir la pérdida aguda de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Este modelo
presenta numerosas ventajas al estar rigurosamente estandarizado en nuestro
laboratorio, logrando resultados reproducibles en tiempos cortos de tratamiento. Puesto
que la 6-OHDA fue inyectada en el cuerpo estriado, donde se encuentran los
terminales axonales de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y por su alta
selectividad, la 6-OHDA induce especificamente la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc que inervan la zona del cuerpo estriado ventral. Este es un
modelo en el cual se obtiene una neurodegeneracion retrograda y progresiva, que
comienza en los terminales axonales dopaminérgicos del cuerpo estriado y se extiende
hasta los somas localizados en la SNpc, al igual como ocurre en pacientes con la EP.
A los 7 dias de la inyeccion de 6-OHDA se alcanza aproximadamente un 70% de
denervacion axonal, lo que se traduce en asimetrias motoras espontaneas que pueden
ser cuantificadas. Sin embargo este modelo presenta tambien varias limitaciones. Una
de sus desventajas es que los mecanismos moleculares involucrados en la muerte de

las neuronas dopaminérgicas inducidos por la 6-OHDA in vivo, no son del todo
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conocidos pero se deduce por su temporalidad que no serian similares a los que
ocurren en los pacientes (revisado en Blum'y col. 2001). Tampoco se ha observado la
formacion de cuerpos de Lewy en ninguno de los modelos animales basados en la
inyeccion de 6-OHDA, siendo ésta una de las principales caracteristicas

histopatolagicas de la enfermedad.

Existe gran controversia acerca de Ia contribucion del estrés de RE sobre la
muerte neuronal inducida por la 8-OHDA. Trabajos actuales muestran la activacion de
algunos de los marcadores de estrés de RE y la UPR en este modelo toxicologico tanto
in vitro como in vivo {Silva y col. 2005; Wang y Takahashi 2007; Akazawa y col. 2010;
Egawa y col. 2011; Fouillet y col. 2012; Selvaraj y col. 2012). Sin embargo, estudios
realizados en nuestro laboratorio mostraron que en nuestro modelo toxicoldgico no se

observa la activacion de las vias mediadas por PERK o IRE1a de la UPR (Valdes y cal.

2014; Castillo y col. 2015).

Puesto que el principal mecanismo mediante el cual la 6-OHDA estaria
generando neurotoxicidad seria a través del estrés oxidativo, ISRIB o GSK podrian
modular algtn(os) blancos en comtn rio abajo de PERK y mediar respuestas
adaptativas en otro tipo de mecanismos implicados en ia neurodegeneracion inducida
por esta neurotoxina, como por ejemplo estrés oxidativo y/o disfuncion mitocondrial. No
obstante, si el mecanismo molecular de neurodegeneracién de nuestro modelo
comparte blancos rio abajo de la via de PERK, la inhibicion farmacologica de esta via
no fue suficiente para ver un efecto neuroprotector. Por lo tanto, el modelo de 6-OHDA
no setfa el mas apropiado para evaluar el potencial de estos compuestos, seria
conveniente evaluar el efecto de estos compuestos en otros modelos pre-clinicos de la

enfermedad de Parkinson en los cuales el estrés de RE tenga una mayor contribucion
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en el proceso neurodegenerativo, por ejemplo en modelos de agregacion de protefnas

como el modelo de a-sin.

Un punto interesante a tratar es que a pesar de no observar neuroproteccion en
el modelo de 8-OHDA con el tratamiento de ISRIB por 21 dias si fue posible evidenciar
mejoras en el desempefio motor en una de [as pruebas motoras realizadas (la prueba
de hanging). Este resultado abre la posibilidad de que ISRIB podria estar mejorando el
funcionamiento de las neuronas dopaminérgicas remanentes y con ello contribuyendo
a paliar e! dafio motor ocasionado por la pérdida masiva de neuronas dopaminérgicas
en nuestro modelo. Una hipotesis es que ISRIB, por algin mecanisrmo alin no descrito,
esté aumentando la capacidad secretora de las neuronas dopaminérgicas y esta
manera aumentando los niveles de dopamina en los terminales axonales del cuerpo
estriado. Igualmente, podria estar favoreciendo la sintesis de dopamina o inhibicion de
la degradacion en algun punto de la via. No hay que descartar algun efecto de ISRIB a
nivel sistémico. Para descartar esta hipotesis seria necesario repetir el analisis en
animales tratados con ISRIB versus el vehiculo a nivel basal, esto es, sin danar con la
neurotoxina. Considerando estudios anteriores en los cuales se ha observado que
ratones tratados con ISRIB mejoran su capacidad de memoria y aprendizaje en
condiciones basales (Sidrauski y col. 2013) existe la posibilidad de que los ratones
tratados con ISRIB simplemente hayan aprendido mejor a llevar a cabo la prueba
siendo capaces de compensar sus problemas motores, esto concuerda con nuestros
resultados; el grupo de animales tratados con ISRIB muestran mejor desempefio motor

en todo el periodo de tratamiento (Figura 11C).

Este estudio deja abierta la posibilidad de probar estas drogas en otros modelos

pre-clinicos de la EP, en los cuales el estrés de RE represente una mayor contribucion
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a la neurodegeneracion, como por ejemplo el modelo de MPTP o modelos genéticos
en los cuales la neurodegeneracion es mediada por la sobreexpresion de {a proteina a-
sin. Es por ello que actualmente en nuestro laboratorio se estd evaluando el
tratamiento de ISRIB y GSK en un modelo de ratas adultas inyectadas con AAVs que
sobreexpresan la proteina a-sin silvestre humana directamente en la SNpc de estos
animales. Adicionalmente se planea analizar el efecto de ISRIB y GSK en un nuevo
modelo lentiviral de ratén que sobreexpresa la proteina a-sin. Estos experimentos
resultan prometedores considerando que los mecanismos moleculares de Ia
neurodegeneracion, sumado a una lenta progresion se asemejan mas a las
condiciones patolégicas que afectan a los pacientes que padecen de la EP. Ademas,
los modelos en los cuales se han descrito efectos protectores de la inhibicién de la via
de la UPR mediada por PERK, son modelos mediados por la agregacion patologicas

de proteinas mal plegadas (Moreno y col. 2013; Halliday y col. 2015).

Finalmente, con el objetivo de comparar la inhibicion farmacologica de la via de
PERK con el efecto de la inhibicién genética de esta misma, actualmente se estan
generando ratones deficientes para la proteina PERK en el sistema nervioso central,
en los que se evaluara también el efecto sobre las neuronas dopaminérgicas y sus

fenotipos motores luego de ser [esionados con la neurctoxina 6-CHDA.
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8. CONCLUSIONES

Los compuestos GSK e ISRIB inhiben la induccion de blancos de ATF4

mediada tunicamicina in vivo en la SN de ratones inyectados directamente en

este tejido.

ISRIB mejora significativamente el desempefio motor (prueba de hanging) en
nuestro modelo de 6-OHDA en raton, sin embargo este compuesto no ejerce

efectos neuroprotectores.

GSK induce una leve proteccién a nivel de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc en nuestro modelo de 6-OHDA, asi como también una tendencia a

mejorar el desempefio motor en la prueba del pole.

Este trabajo representa una contribucion en la blsqueda de blancos
terapéuticos contra la EP y corresponde al primer reporte de la inhibicion
farmacologica de la via de PERK/ ATF4 en un modelo pre-clinico de la
enfermedad, sin embargo, ya que el modelo de 6-OHDA presenta las
limitaciones antes mencionadas, seria idéneo probar estas drogas en otros
modelos pre-clinicos de la EP, en los cuales el estrés de RE y la agregacion de

proteinas sean eventos claves en el proceso neurodegenerativo.
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