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1. REsumEN

ERp57 es rna proteina multifuncional con actividad tiol oxidoreductasa.  Pertenece

a la familia de la§ proteinas disulfuro isomerasas (PDls) y se encuentra principalmente

localizada en el reticulo endoplasmico (RE), donde juega un rol importante en el control

de calidad y plegamiento de glicoproteinas recien sintetizadas, catalizando la fomaci6n

de puentes disulfuro en el ciclo de Calnexina/Calreticulina (CNX/CRT). A pesar de que

la funci6n  de  la  proteina  ERp57  en  el  sistema  nervioso  y su  posible contribilci6n  en

enfermedades   neurodegenerativas   at]n   no   ha   sido   dilucidado,   existe   numerosa

evidencia que sugiere un posible rol neuroprotector de la proteina ERp57 o su miembro

mas  cercano,  PDI,  en  la  enfemedad  de  Creutzfeldt-Jakob  (CJ),  la  enfermedad  de

Alzheimer (EA),  la esclerosis  Lateral  amiotr6fica  (ELA) y la  enfermedad de  Parkinson

(EP).  Es por ello  que  esta  proteina  reslllta  un  blanco  atractivo  para  el  desarro[]o  de

nuevos    tratamientos    y    el    diagnostico    temprano     de    varias    enfermedades

neurodegenerativas humanas.  En este seminario de titulo se estudi6 el posible efecto

de la sobreexpresi6n de ERp57 en la sobrevida de las neuronas dopamin6rgicas de la

St/bsfar)i/.a  Ivi.gra pars compaofa  (SNpc)  en  un  modelo toxicol6gico  i.n  vino de  la  EP.

Para  el[o se realiz6  [a inyecoi6n  estratial  de 6-hidroxidopamina  (6-OHDA)  en  ratones

transg6nicos   para   ERp57   (ERp57Tg)   en   el  sistema   nervioso   central   (SNC)   y  se

detemin6 la lesion generada por la neurotoxina en las neuronas dopamin6rgicas de la

SNpc.  Mediante un analisis histol6gico de cortes de cerebro que comprendian todo el

cuerpo  estn.ado  y  la  SNpc  en  el  eje  anteroposterior,  no  se  encontraron  diferencias

significativas en la perdida de c6lulas positivas para el marcador dopaminergico tirosina

hidroxilasa ITH) en la SNpc, ni tampoco en los teminales axonales del cuerpo estriado

de  animales   ERp57Tg  en  comparaci6n  con  aquellos  no  transgenicos  (ERp57N°Tg).



Ademas,   a   partir   del   test   del   cilindro   fue   posible   evaluar   asimetrias   motoras

espontaneas asociadas al dafio hemilateral causado  por la inyecci6n de 6-OHDA.  En

correlact6n con los resultados obtenidos por analisis histol6gico,  Ios animales ERp57Tg

no  mostraron  diferencias  en  los  niveles  de  asimetrla  motora  al  compararlos  con  el

grupo   de   animales   ERp57N°-T°.    En    conjunto   estos   resulfados   indican    que   la

sobreexpresi6n  de  ERp57  no  protege  frente  a  la  neurotoxicidad  inducida  por  la  6-

OHDA.

Adicionalmente, se evaluaron los niveles de expresi6n de las foldasas PD! y ERp72

en  la  SN  y  el  cuerpo  estriado  de  ratones  ERp57Tg y  EF`p57N°T0  inyectados  con  6-

OHDA,  observandose  un  aumento  significativo  en  los  nlveles  de  ARNm  de  PDl  y

ERp72    en    la    SN    de    ratones    ERp57N°Tg.    Estos    resultados    sugieren    que    la

neurodegeneract6n  inducida  por  6-OHDA  genera  alteraciones  en   la  expresi6n  de

chaperonas asociadas a esttes de RE.

EI presente trabajo contribilye a la exploraci6n actual de la etiologia de la EP y a la

bdsqueda  de  posibles  blancos terapeuticos  para  esta  patologia.  ya  que  proporciona

evidencia  del  efecto  funcional  de  la  sobreexpresi6n  de  una  proteina  moduladora  de

esttes celular,  en  un modelo toxicol6gico /.n  v/.vo que recapitula la neurodegeneraci6n

observada  en  pacientes  con  la  EP.  Ademas  estos  resultados  conducen  a  explorar

nilevas estrategias experimentales que complementen lo descrito anteriormente, como

la expresi6n  de  ERp57 en  la SN  mediante virus recombinantes o el  uso de modelos

geneticos de la EP como la expresi6n de alfa-sinucleina (a-sin) en ratones ERp57Tg.



1. ABSTRACT

ERp57 is a multifunctioiial protein with thiol oxidoreductase activity.  It belongs to the

protein  disulfide  isomerases  (PDls)  family  and  is  found  mainly  in  the  endoplasmic

reticulum  (ER) where  it plays an  important  role  in  quality control  and folding  of newly

synthesized   glycoproteins,   catalyzing   disulfide   bounds   formation   in   the   Calnexin/

Calreticulin (CNX/CRT) eycle. Although the role of ERp57 protein in the nervous system

and   its   possible   contribution   to   neurodegenerative   diseases   has   not   yet   been

elucidated,  there  is  a  lot  of  evidence  suggesting  a  possible  neuroprotective  role  of

ERp57  or  its  nearest  member,  PDl,  in  Creutzfeldt-Jakob  disease  (CJ),  Alzheimer's

disease  (AD),  Amyotrophic  Lateral  Sclerosis  (ALS)  and   PaTkinson's  disease  (PD).

Making this protein an attractive target for the development of new treatments and early

diagnosis of several human  neurodegenerative diseases.  In this seminar the  possible

effect  of  ERp57  overexpression  in  dopaminergic  neurons  survival  in  the  Subsfanf/.a

rvr.gra pars compacta (SNpc) in a toxicological /.n vt'vo model of PD was studied.  For this

purpose, the striatal injection of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) was performed  in mice

transgenic for  ERp57  (ERp57Tg)  in  the  central  nervoils  system  (CNS)  and  the  injury

caused  by  the  neurotoxin  6-OHDA  in  the  dopaminergic  neurons  from  SNpc  was

determined.  By histological analysis of brain sections spanning the entire striatum and

SNpc in the anteroposterior axis,  no  significant differences were found  in  the  loss of

cells posit.ive for the dopaminergic marker fyrosine hydroxylase ITH)  in the SNpc,  nor

axon terminals from the striatum of animals ERp57Tg compared to those non transg6nic

(ERp57N°n-Tg).  |n  addition,  the  cylinder  test was  used  to  evaluate  spontaneous  motor

asymmetn.es  associated  with  hemilateral  damage  caused  by  6-OHDA  injection.   In

agreement with  the  histological  analysis,  the transg6nic  ERp57Tg  animals showed  no



differences  in  the  levels  of  motor  asymmetry  compared  to  the  ERp57N°n-Tg  group.

Together these results indicate that ERp57 overexpression does not protect against 6-

OHDA neu rotoxicity.

Still, when expression levels of PDt ar`d ERp72 foldases in the SN and the striatum

of   ERp57T9   and   ERp57N°n-Tg  mice   injectecl   with   6-OHDA   were   evaluated   and   a

significant   increase   was   observed   in   mRNA   levels   of   both   proteins   in   SN   from

ERp57N°n-Tg   but  no  in  ERp57Tg  mice.  These  results  suggest that  neurodegeneration

induced  by  6-OHDA  produces  an  alteration  in  the  expression  of  some  ER  stress-

associated chaperones.

This work contributes to the current exploration  of PD's etiology and the search  of

potential therapeutic targets for this disease,  providing evidence of the functional effect

of a cellular stress modulator protein  in a toxicological i.n vivo model that recapitulates

the  neurodegeneration  observed  in  PD  patients.  Furthermore,  these  results  lead  to

explore new experimental strategies that complement previously done,  as the  ERp57

expression in the SN by recombinant viruses or the use of genetic models of PD as the

expression of alpha-synuclein (a-syn) in ERp57Tg mice.

2. ]NTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

2.1 La enfermedad de Parkinsori.

La     enfermedad     de     Parkinson     (EP)     es     la     segunda     enfermedad

neurodegenerativa  mss  comtin   relacionada  con  el   envejecimiento   despu6s  de  la

enfermedad de Alzheimer (EA), manifestandose en el 1 % de los individuos mayores de



60 afios.  El porcentaje de incidencia de la EP se ve incrementado con la edad, asi un

0,6% de la poblaci6n entre 60 y 69 afios se ve afectado por la enfermedad, en tanto un

2,6% de la poblaci6n entre 85 y 89 afros sufren esta patologia (revisado en de Lau y

col. 2006).

La  EP es una  patologia progresiva e  irreversible cuyas caracteristicas clinicas

se  asocian  con  la  perdida  de  los  movimientos  voluntarios,  temblores  en  estado  de

reposo,  rigidez,  inestabilidad  postiiral y  lentitud  en  la  realizaci6n  de  los  movimientos

(bradiquinesia).   Dentro   de   las   caracteristicas   patol6gicas   que   se   asocian   a   los

sintomas  clinicos  de   la   EP  se  encilentran   la  perdida   selectiva  de   las  neuronas

dopaminergicas  de  la  Sqbsfanf7'a  IV/.gra  pars  compacfa  (SNpc)  y  la  acumulaci6n  de

inclusiones citoplasmaticas proteicas denominadas cuerpos de  Lewy.  Los cuerpos de

Levy estan  conformados  principalmente por agregados de  la profeina  alfa-sinucleina

(cl-sin),     la    cual    puede    sufrir    modificaciones    post-traduccionales    tales    como

ubiquitinaciones, fosforilaciones y S-n.rtrosilaciones (Duda y col. 2006).

Las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc forman  parte  del  circuito  neuronal

nigro-estratial, el ciial esta compuesto por la SNpc y el cuerpo estriado.  Las neuronas

dopamin6rgicas de este circuito presentan sus somas en la zona de la SNpc y desde

allf proyectan sils axones hacia la zona del cuerpo estriado, donde ocurre la liberaci6n

del neurotransmisor dopamina (Figura 1). El cuerpo estn.ado es un componente de los

ganglio§  basales que en conjilnto con  el cerebelo,  contribuyen a  la  modulaci6n  de  la

iniciaci6n, coordinaci6n y finalizaci6n perfecta del movimiento voluntan-o (Zuleta, 2007).

De este modo, la liberaci6n de dopamina en el cuerpo estn.ado permite el control de los

movimientos voluntarios (revisado en Dauer y col.2003).
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Figura 1.  Esquoma  ropresorhativo del cireuito nigroestratial que so encuontra afectado
on  la  EP.  (A)  Los  comas  neuronales dopaminergieos  localizados  en  la  Subefanf/a  rvi.gra pars
compacfa   (SNpc)   proyectan   sus  axones  (en  rojo)   hacia   la  zona  del  cuerpo  estriado   (en
humanos  compue§to   por  el   Caudado  y   el   Putamen)  donde  se  produce   la   liberaci6n  de
dopamina. En individuos que padecen la EP se produce una disrupci6n en este circuito a causa
de  la  muerte  selectiva  de  las  neuronas  dopaminergicas  de  la  SNpe.   (a)  Bajo  condiciones
fisiol6gicas  fas  neuronas  dopamin6rgicas  liberan  el  neutransmisor  dopamina  en  la  zona  del
cuerpo   estriado   a   partir   de   sue   terminates   axonales,   lo   cual   posibilfa   el   control   de   los
movimientos voluntarios.  Bajo condiciones patol6gicas, la cantidad neta de dopamina di9minuye
significativamente   en   la   zona   del   cuerpo   estriado   debido   a   la   muerte   de   las   neuronas
dopaminergicas de la  SNpc qiie se procluce en Joe pacientes con la EP.  Esta reduccj6n en  los
niveles   de  dopamina   se   traduce   en   una   alteraci6n   de   la   ejecuci6n   y   el   control   de   los
movimientos  voluntarios,  una  caracterlstica  clinica  clasica  de  esta  patologra.  Figura  adaptada
de  la  revision  "Parkinson's  Disease:  Mechanisms  and  Models"  (Dauer  y  Pizedborski,  Neuron,
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 estn.ado.

La  neurodegeneraci6n  de  este  cirouito  condllce  a  un  descenso  en  los  niveles  de

dopamina   lo   que   tiene   como   consecuencia   final   una   reducci6n   global   en   los

movimientos   (hipoquinesia)   (Figura   18).   La   magnitud   de   [a   perdida   neuronal   va

incrementando con la edad,  como consecuencia de la neurodegeneraci6n progresiva.

Los sintomas de la EP se manifiestan cuando los niveles de dopamina en la zona del

putamen del cuerpo estriado se han depletado en  un  80% lo que se corresponde con

un 60% de perdida de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc (revisado en Dauer y

col,2003).

Los  tratamientos  actuales  contra  la  EP  contemplan  el  uso  de  farmacos  que

pemiiten disminuir los sfntomas motores.  Desde hace casi 50 afios de  uso clinico,  Ia

levodopa, un precursor metab6lico de la dopamina, es el farmaco mss utilizado, por su

eficacia en c]isminuir los sfntomas (revisado en Poewe, Mahlknecht y col.2012).

La   levodopa   acttla   aumentando   los   niveles   globales   del   neurotransmisor

dopamina en el circuito nigro-estratial (revisado en Poewe,  Mahlknecht y col.2012). Sin

embargo,  su  uso  prolongado esta asociado  a  problemas  motores como  movimientos

involuntarios (disquinesia) en la mayoria de los pacientes y otros efectos secundarios

como alucinaciones, problemas digestivos y cardiacos, entre otros (revisado en Poewe,

Mahlknecht y col.2012).

Actualmente no existen terapias que sean efectivas en detener la progresi6n de

la enfermedad y todas las utilizadas son de tipo paliativas, otorgando un alivio temporal

de    los    sintomas    de    la    enfermedad    mediante    medicaci6n    y    un    tratamiento



multidisciplinari.o (revisado en  Poewe y col. 2012).  Este hecho esfa asociado a la falta

de conocimiento acerca de la etiologla de la EP. Es por ello que re§ulta de gran intefes

dilucidar los mecanismo§ moleculares vinculados con la degeneraci6n selectiva de las

neuronas dopaminergicas de la SNpc.  Se han propuesto varios procesos patog6nicos

qi]e  podrian  contribuir  con  la  degeneraci6n  de  las  neuronas  dopaminergicas  de  la

SNpc, tales como el estfes oxidativo, la disfunci6n mitocondn.al, Ia desregulaci6n en la

homeostasis   del   calcio,   alteraciones   en   el   trafico   de   proteinas   entre   el   retfoulo

endop]asmico (RE) y el aparato de Golgi, entre otros (revisado en Dauer y col. 2013).

Aproximadamente un 95% de los casos de la EP son esporadicos y sin causa

conocida, mientras que el 5% restante corresponden a casos de Parkinson familiar que

estan vinculados a mutaciones geneticas hereditarias (revisado en Martin y col. 2011 ).

Si  bien  el  Parkinson  familiar corresponde  a  un  pequefio  porceritaje  de  los  casos,  la

identificaci6n  de  los genes  que  se  encuentran  alterados  en  dichos  casos  resulta  de

suma  importancia  para  el  entendimiento  de  los  mecanismos  moleculares  asociados

con la patologia. Entre las mutaciones que se heredan de forma autos6mica-dominante

se  han  descrito  alteraciones  en   los  genes  LRRK2  (del  ingl6s  "leucine-rich   repeat

serinefthreonine   kinase   2")   y   a-sin,   siendo   la   pri.mera   la   cauca   mas   comtin,

correspondiente a un 2% del total de casos de la EP. Las alteraciones identificadas en

el   gen   a-sin   se   han   asociado   a   mutaciones   puntuales   (A53T,   A30P   y   E46K),

duplicaciones o trip[icaciones del gen (revisado en Martin y col. 2011 ).

Por otra  parte,  varias  enfermedades  neurodegenerativas tales como  la  EA,  Ia

enfermedad   de   Huntington   (EH),   la   esclerosis   lateral   amiotr6fica   (ELA)   y   la   EP

comparten la presencia de agregados intracelulares y/o extracelulares de proteinas en

el sistema nervioso central (SNC). Varios estudios nan demostrado que este fen6meno
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es  acompafiado  por  una  condici6n  denominada  estfes  de  RE  (revisado  en  Matus,

Glimcher  y   Hetz,   2011).   Adn   cuando   no   hay   un   consenso   sobre   los   eventos

moleculares que subyacen  la  progresi6n de la  EP,  diversos estudios sugieren que  el

estfes   de   RE   participa   en   el   proceso   de   muerte   selectiva   de   las   neuronas

dopaminergicas caracteristica de esta patologia (revisado en Mercado, Valdes y Hetz,

2012). En la pr6xima secci6n resumiremos la evidencia actual que vincula el estfes de

RE con la progresi6n de la EP.

2.2 El estr6s de RE y la TespLlesta a proteinas mat plegadas (UF]F`).

La  homeostasis  del  RE  puede  ser alterada  por diversas causas  tales como.

cambios de los niveles de calcio en el lumen de este organelo, alteraciones del estado

redox de proteinas, el tfafico de proteinas mutantes a traves de la via secretora, entre

otras. Estas perturbaciones podrfan inducir la acumulaci6n de proteinas mal plegadas y

por consiguiente una condici6n de estfes de RE. Bajo estas condiciones se gatilla una

compleja  red  de  sefializaci6n   intracelular  denominada   respuesta  a  proteinas   mal

plegadas o UPR (del jngles "unfolded protein  response").  Si  la condici6n de esttes de

RE  es  temporal,  se  restablece  la  homeostasis  del  RE  a  partir  del  aumento  en  el

plegamiento y la capacidad de degradaci6n de proteinas mal plegadas. Sin embargo,

en  condiciones  de  estfes  cr6nico  esta  respuesta  celular  puede  gatillar finalmente  la

muerte celular por apoptosis eliminando las celulas dafiadas irreversiblemente.

En mamlferos se han identificado tres sensores que se activan en respuesta al

esttes  de  RE,  iniciando  la  UPR  (Figura  2).  Estos  sensores  estan  localizados  en  [a

membrana del RE y corresponden a PERK (del ingles "double-stranded RNA-activated

protein  kinase-like  ER  kinase"),  ATF6  (del  ing]es  "activating  transcription  factor  6")  e



IREler  (del  ingles  "insitol-requiring  kinase  leo")  (Walter  y  Ron  2011).  El  mecanismo

molecillar mss ampliamente aceptado para la detecci6n de proteinas mal plegadas en

el  RE  involucra  a  la  chaperona  Bip/Grp78.  En  condiciones  basales esfa  protefna  se

encontraria  interactuando  con  los  sensores  de  manera  represiva,  mientras  que  en

condiciones  de  estfes  de  RE,  la  chaperona  Bip  se  asociaria  a  las  protefnas  mal

plegadas,  liberando  a  los  sensores  de  la  interacci6n  represiva  y  permitiendo  asi  su

activaci6n.  Una  vez  activados,  estos  tres  sensores  modulan  la  expresi6n  de  varios

factores    de   transcripci6n    especificos   (Figura   2),    que   finalmente   favorecen    el

plegamiento,  el  control  de  calidad  y  la  degradaci6n  de  proteinas  alteradas  o  bien

conducen  a  la  muerte  celular  por  apoptosis,  segan  sea  el  nivel  y  prolongaci6n  del

esttes de RE .

El  sensor  PERK,  luego  de  su  activaci6n  fosforila  al  factor  iniciador  de  la

traducci6n elF2Ch (del ingles "eukariotic in.rtiation factor 2er")  provocando  la inactivaci6n

de  este y con  ello,  disminuye  la  traducci6n  de  proteinas  (Harding  y  col.  2000).  Este

mecanismo de acci6n permitiria atenuar la sobrecarga proteica en el RE, previniendo la

agregaci6n  de  proteinas.  No  obstante,  la  fosforilaci6n  de  elF2or  induce  tambien  la

traducci6n    especifica   del   factor   de   transcripci6n    ATF4    (det    ingles   qactivating

transcription factor 4")  (Harding.  Zhang y col.  2003).  La  proteina ATF4 corresponde a

un   regulador   pos.itivo   de   genes   implicados   en   el   plegamiento   de   proteinas,   la

mantenci6n  del  estado  redox celular y  en  el  metabolismo  de  aminoacidos.  De  este

modo, bajo condiciones de estfes de RE, la activaci6n de este sensor contribuye con la

recuperaci6n de la homeostasis. Sin embargo, si las condiciones de estfes son severas

o se vuelven cr6nicas la activaci6n de ATF4 conlleva a la transcripci6n de genes qLle

codifican   para   proteinas   pro-apopt6ticas   de   la   familia   BCL-2,   entre   los   cuales
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encontramos  PUMA,   BIM,  GADD34  y  CHOP,  conduciendo  a  la  muerte  celular  por

apoptosis.

En   cuanto   al   sensor  ATF6,   luego   de   su   activaci6n   por  disociaci6n   de   la

chaperona Bip, transloca hacia el aparato de Golgi, donde el sensor es procesado por

prote6lisis  y  su  dominio  citoplasmatico  es  liberado.   Este  fragmento  citoplasmatico

corresponcle  a  la forma  activa  de  la  proteina  y  se  denomina ATF6f.  Posteriormente

ATF6f se moviliza al nucleo, donde regula positivamente la expresi6n de chaperonas y

genes implicados en el control de la calidad de proteinas (Figura 2).

El sensor lREl a corresponde a una proteina serina treonina kinasa, que cuando

esta activa es capaz de procesar el ARN mensajero (ARNm) de la protefna XBP1  (del

ingles    "X-box    binding    protein    1")    mediante   su    actividad    endoribonucleasa.    EI

procesamiento  de  e§te  mensajero  genera  Lln  cambio  de  lectura  en  la  secuencia

codificante permitiendo la expresi6n de un factor de transcripci6n denominado XBpls

(del ingles "spliced form of XBPIP), e[ cual resulta ser mucho mss estable (Calfon y col.

2002;  Lee  y col.  2002)  (Figura  2).  La  proteina  XBpls  regula  la  expresi6n  de  genes

relacionados con el plegamiento y la degradaci6n proteica asociada al RE (ERAD, del

ingles "ER-associated degradation").  Por §u  parte, lREla en asociaci6n con proteinas

adaptadoras  permite  la  activaci6n  de  otras  rutas  de  sefializaci6n  como  por  ejemplo

JNK   (del   ingles   "c-Jun   N-terminal   kinase"),   ASK1    (del   ingl6s   "apoptosis   signal-

regulating  kinase") y NF-KB  (del  ingl6s "nuclear factor-kappa Bu) que regulan procesos

como la apoptosis, la autofagia y la respuesta inflamaton.a.

2.3 EI e§tr6s de RE y la EP.

A pesar de que se desconoce la secuencia exacta de eventos moleculares que condu-
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PERK                            ATF6 Citoplasma

Figura 2`  Respuosta a  protoinas mal plegadas (UPR). Cuando se produce una acumulact6n
de  protelnas mal plegadas en el  lumen del RE se gatil]a  la activaci6n de los sensores  IREla,
PERK y ATF6  par liberaci6n de la protefna  represora  Bip.  Una vez activo  lREIG  dimeriza  y se
autotransfosfdrila activando su dominio ARNa§a a partjr del cual se produce el  procesamiento
del ARNm de xbp/,  un factor transcripcional que regula la expresi6n genes blanco de la  UPR.
Por  su  parte  la  activaci6n  de  PERK  inhibe  la  tl.aducci6n  global  de  protelnas  a  partir  de  la
fosforilaci6n del factor iniciador de la traducci6n etF2o.  pelF2u  pemite la traducoi6n del ARNm
del  factor  transcripcional  ATF4,   promoviendo   la   expresi6n   de  genes   relacionados   con  el
p[egamiento de proteinas, el estado redox celular y la apoptosis, entre otro8. En condictones de
estres  de  RE,  ATF6  sufre  un  procesamiento  en  el  aparato  cle  Golgi,  liberando  su  dominio
citoplasmatico,  un  factor  transcripcienal  actiro  que  transloca  al  ndcleo  y  regula  de  manera
positiva  la  expresi6n  de  chaperonas  del   RE  y  genes  involucrados  en   la   degradaci6n  de
protefnas  asociada  al   RE  (ERAD).   Figura  adaptada  de  .An   ERcentric  view  Of  Parkinson's
disease" (Mercado G, Vald6s P y Hetz C, Trends in Molecular Medicine, 2013).
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-con a la muerfe selectiva de las neuronas dopaminergicas de la SNpc y la formaci6n

de cuerpos de  Lewy observadas en  la EP,  existe evidencia de iina gran variedad  de

procesos  que   podrian  estar  involucrados,   entre   los  cuales  se   incluyen   el  estfes

oxidativo,  el  desbalance  en  la  homeostasis  de  calcio,  la  disfunci6n  mitrocondrial,  la

alteraci6n en el tfafico entre el RE y el aparato de Golgi, y alterciones en la mitofagia y

la  funci6n  del  proteosoma,  entre  otras  (revisado  en  Mercado,  Valdes y  Hetz  2012).

Estudios  recientes provenientes de distintos laboratorios indican  que el estfes de  RE

tendria una contribuci6n importante en esta enfermedad (revisado en Mercado, Vald6s

y Hetz, 2012).

Asi,  en tejidos post morfem derivados de pacientes con la EP se ha descn.to .Ia

inmunoreactividad  para  algunos  marcadores  de  la  UPR  tales  como  PERK  y  elF2a

fosforilados en neuronas dopaminergicas de la SNpc (Figura 3a). jiinto con agregados

de la proteina a-sin (Hoozemans y col. 2007), lo que sugiere la activaci6n de la UFR en

neuronas dopamin6rgicas que presentan inclusiones de a-sin. Otros e§tudios en tejido

post morfem de  pacientes  con  la  EP  dan  cuenta  de  la  inducci6n  de  proteinas  de  la

UPR  en   la  SNpc,   como  PDlp,   Herp  y  Bip  (Figura  3a).   Estas  proteinas  ademas

colocalizan con los cuerpos de Lewy presentes en las neuronas dopaminergicas 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 neLlronas vulnerables de

esta patologfa presentarian esties de RE.

2.3.1 EI estfes de RE en modelos gen6ticos de la EP.

Con   el  fin  de  estudiar  la  etiolog[a  de  la   EP  e  identificar  posibles  blancos

terapeuticos se han generado numerosos modelos experimentales que intentan recapi-
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Figura  3.  Estrts  de  RE  y  ac6vac]6n  de  la  UPR  en  tejido  past  morfem  y  ®n  modolce
animalos do la  EP, a)  lnmunohistoqulmica de PPERK,  pelF2a,  Herp y  PDlp  en  las  neuronas
dopamin6rgicas de la SNpc de pacientes con la EP. Las flechas indican neuronas positivas pare
la marca. 1}) Co-Jocalizact6n (amar[llo) de las proteinas a-sin (rojo) y PDlp (verde) en cuerpos de
Lewy (f[echas) presentes en la SNpc de tejido post morfem proveniente de individuos con la EP.
c)   lnmunohistoqulmica   de   CHOP   en   fa   SNpc  de   ratones  WT  adultos   inyectados   con   la
neurotoxina  6-OHDA  o  MPTP.  d)  lnmunofluorescencia  de  las  chaperonas  Grp94  a  Grp78/Bip
(ambas  en  rojo)  en  neuronas  que  presentan  dep6sitos  de  a-sin  (verde)  provenientes  de  la
corteza  de  ratones  transgenicos  pare  a-Sin A53T.  Se  obeerva  la  colocalizaci6n  (amarillo)  de
Grp94 6 Grp78 con pS129/ a-sin o a-sin 308 segon 8e indica. Los ntlcleos fueron marcados con
la sonda flilorescente DAPI.  a) Microscopla elegiv6nica que muestra la deteccj6n  de pS129/a-
sin  mediante  una  inmuno-ore de cortes de medula espinal de ratones transg6nicos para a-sin
A53T.  Figura  adaptada de  la  revision  "An  ERcentric view Of Parkinson's  disease"  (Mercado  G,
Vald6s P y Hetz C, Trends in Molecular Medicine, 2013).
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-tular  los  marcadores  neuropato16gicos  de  la  enfermedad.  De  este  modo  podemos

dividir   los   modelos   generados   en   dos   grupos;   modelos   gen6ticos   y   modelos

toxicol6gicos a farmacol6gicos.  Los modelos geneticos expresan mutaciones en genes

que  ham  sido  identificados  coma  alterados  en  casos  de  Parkjnson  familiar,  mienti.as

que  los  modelos  toxicol6gicos  utilizan  neurotoxinas  para  provocar  la  muerte  de  las

neuronas dopamin6rgicas de [a SNpc, tal y como ocurre en los pacientes con la EP.

Una de las prote{nas mss ampliamente estudiadas en modelos experimentales

de la EP es la proteina a-sin cuya disfunci6n se encuentra relacionada con ambos tipos

de  Parkinson,  tanto familiar como  espofadico.  EI  mecanismo  de  acci6n  mediante  el

cual la proteina a-sin contribuye a la progresi6n de la EP adn no ha sido dilucidado. Es

por   ello   que   se   han   generado   diversos   modelos   anima[es   y   celulares   que

sobreexpresan  la  proteina  a-sin,  ya  sea  en  sus formas  silvestre  o  mutante.  Asi,  por

mucho tiempo se postul6 que los agregados fibrilares de tt-sin en los llamados cuerpos

de  Lewy  correspondian  a  la  confomaci6n  neurot6xica  de  la  proteina,  debido  a  su

presencia  en  cerebros  de  pacientes  con  la  EP  (Hensen  y  col.  2012).  Sin  embargo,

varios  estudios  en  modelos  celulares  y  animales,  asi  como  tambi6n  en  tejido  post

morfem de pacientes con la EP,  indican que la propagaci6n de a-sin por transferencia

c6lula-celula  podria  ser  Lln  evento  determinante  en  la  progresi6n  de  la  enfermedad

(Hensen y col. 2012). Se ha descrito que la sobreexpresi6n de la forma mutante de a-

sin en cil]tivos celulares es capaz de inducir esttes de RE de manera cr6nica y con ello

la activaci6n de la UPR conducente a mllerte celular (Smith, Jiang y col. 2005; Bellucci,

Navarria y col.  2011; Belal,  Ameli  y  col.  2012). Ademas de esta  evidencia  /.n  v/.fro,  en

ratones transgenicos para la proteina c[-sin se ha observado algiinos marcadores de la

UPR tales como Bip, ATF4, CHOP y XBP1. Cun.osamente, tambi6n existe evidencia de

15



que el esttes de RE favorece la formaci6n de agregados de ra proteina a-sin (Saxena y

Caroni 2011). De los antecedentes mencionados se desprende que existe una relaci6n

entre la agregaci6n de a-sin y el estfes de  RE y que ambos fen6menos se estarian

retroalimentando,  como  ocilrre  en  otros  desordenes  asociados  al  mal  plegamiento

proteico  (PMDs,  del  ingles  "protein  misfolding  disorders")  (Saxena  y  Caroni  2011).

Coincidentemente,   investigaciones  mss  recientes  en   ratones  transgenicos  para  la

proteina   Ch-sin   muestran   la  inducci6n   de  las  chaperonas   Bip  y  Grp94  en   el   RE,

acompafiada de la interacci6n fisica con formas oljgomericas t6xicas de cL-sin (Bellucci

y  col.   2011;   Col]a  y  col.   2012)   (Figura  3).   Los  trabajos  discutidos  anteriormente

sugieren  como  posible  evento  asociado  a  la  patologfa  de  la  EP,  que  el  RE  estaria

acumulando  olig6meros  neurot6xicos  de  la  proteina  er-sin  y  con  ello  generando  una

condici6n  de  estfes  de  RE,  en  un  circulo  de  retroalimentaci6n  en  el  cual,  el  mismo

estfes de  RE  induciria  a su vez la generaci6n  de mss de estos agregados proteicos

neurot6xicos.  Un  posible  mecanismo  par  el  cilal  estos  agregados  podrian  generar

estfes  de  RE  es  a  traves  de  la  interacci6n  con  ciertas  chaperonas  del  RE,  ciiyo

secilestro  podria  provocar disfunciones  en  el  plegamiento  de  proteinas,  acumulaci6n

de proteinas mal plegadas y en consecuencia la activaci6n de la UPR.

Otro  posible  mecanismo  por  el  cual  la  proteina  er-sin  podrfa  contribuir  a  la

neurodegeneraci6n  ca[acteristica  en  ]a  EP  es  a  traves  del  bloqueo  del  tfafico  de

proteinas entre el  RE  y el  aparato  de  Golgi,  lo cual  conduciria  a  la  acumulaci6n  de

proteinas en el RE.  Una posible explicaci6n a este fen6meno es qiie la prote[na or-sin

podria secuestrar a la GTpasa Rabl , afectando el transporte vesicular entre el RE y el

aparato de Golgi (Copper y col. 2006; Thayanidhi, y col. 2010).
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Adicionalmente,  existe evidencia que muestra que alteraciones en el tfafico de

protelnas  entre  el  RE  y  el  aparato  de  Golgi  inducen  estfes  mitocondrial  (Su  y  col.

2010),  un   importante  factor  que  contribilye  a  la  neurotoxicidad  de  Ch-sin.   Estudios

recientes muestran que el esttes nitrosativo,  la acumulaci6n  de sustratos de la via de

ERAD y el estfes de RE forman parfe de los eventos patog6nicos tempranos asociados

a  la  neurotoxicidad  gatillada  por ci-sin  miitante en  levadura y neuronas de  pacientes

con la EP (Chum, Khurana y col. 2013).

Otro factor que influye en la neurotoxicidad de u-sin son los niveles de calcio en

el  RE.  En  modelos  celulares  de  la  EP  y  en  tejidos  post morfem  de  pacientes  con

mutaciones  en  el  gen  de  er-sin  se  ha  observado  que  los  niveles  de  calcio  en  el  RE

regulan positivamente la agregact6n de la prcte[na generando una condici6n de estfes

de RE cr6nica (Belal y col. 2012).

Como se describi6 anteriormente,  mutaciones en la secuencia codificante pare

la  proteina serinaftreonina  kinasa  LRRK2  son  la  causa genetica  mas frecuente  de  la

EP.  LRRK2  co[ocal'Lza  parcialmente  con  el  RE  en  las  neuronas  dopaminergicas  de

pacientes  con  la  EP  (Vitte,  Traver  y  col.  2010).  Ademas,  se  ha  descrito  que  la

expresi6n de la LRRK2 WT en  Caenowhabclffi.s e/egans (C.  e/egans)  protege contra la

muerte  neiironal  inducida  por  la  toxina  parkinsoniana  6-hidroxidopamina  (60HDA)

(Yuan,   Cao  y  col.   2011).   Esta   neilroprotecci6n   esta   mediada,   en   parte,   par  la

regulaci6n  positiva  de  Bip  a  trav6s  de  la  via  de  p38  Oruan,  Cao  y  col.  2011).  En

C.e/egans  la  deficiencla  de  una  proteina  hom6loga  a  LRRK2  de  mamiferos,  induce

neurodegeneraci6n  de   manera  espontanea  y  ademas  genera   un   aumento  de   la

sensibilidad al estr6s de RE experimental (Samann, Hegermann y col. 2009).
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Otra prcteina asociada a la EP es Parkina. Se ha descrito que la deficiencia de

6sta proteina es responsable de la mayoria de los casos de parkinsonismo autosomal

recesivo (Bouman y col. 2010).  Interesantemente, Parkina es regulada por el factor de

transcripci6n  ATF4  en  respuesta  a  la  condici6n  de  estfes  de  RE  y  tambien  se  ha

demostrado que el dafio mitocondrial puede inducir estfes de RE y en consecuencia a

un aumento en los niveles de expresi6n de Parkina (Bouman y col. 2010).

En  resumen,  los estudios  realizados a  partir de modelos geneticos y de tejido

post morfein de pacientes con la EP familiar, mostrados auteriormente, dan cuenta que

el estfes RE y la activaci6n de la UPR serian eventos contribuyentes a la patogenesis

de la EP.

2.3.2 El e§tr6s de RE en modelos toxico[6gicos de la EP.

El 5% de los pacientes con la EP sufre este desorden  por causas geheticas,

mientras que en el 95% de [os casos restantes este desorden esta asociado a caiisas

de origen indeterminado,  No obstante, todos e[los comparfen caracteristicas comunes;

(i) la muerfe selectiva de las neuronas dopaminergicas de la SNpc y (ii) la formact6n de

agregados proteicos citoplasmatjcos denominados cuerpos de Lewy.

Decadas de estudios epidemiol6gicos sugieren que la exposici6n a pesticidas

esta  relacionada  con  el  desarrollo  de  la  EP.  Sin  embargo,  atln  no  es  del todo  claro

como son capaces de conducir a la perdida neuronal y gatillar los sfntomas de la EP

(Kamel  2013).  Con  el fin  de estudiar [os  posib[es  mecanismos  patogenicos  de estos

compuestos quimicos, se ham generado numerosos modelos celulares y animales que

utilizan   neurotoxinas.   Dentro   de   las   neurotoxinas   mas   utilizadas,   encontramos   el

compuesto   1-meti[4-feni[-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP),   Ia  6-hidroxidopamina  (6-
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OHDA). el insecticida rotenona y el herbicida paraquat . Se cree qiie el mecanismo de

acci6n principal mediante e[ cual esfas neurotoxinas ejercen su acci6n es a traves de la

producci6n   de   especies   reactivas  del  oxigeno   (ROS,   del   ingl6s   "reactive   oxygen

species")   y   especies   readivas   de   nitr6geno   (RNS,   del   ingl6s   "reactive   nitrogen

species"),  lo  cual  resulta  en  la  degeneraci6n  de  las  neuronas  dopaminergicas  de  la

SNpc    (Bove   y    Perier,    2012),    que    es    la    principal    caracteristica    de    la    EP.

Interesantemente, dos analisis de expresi6n g6nica en cultivo celiilar identificaron a la

UPR  como  la  via  mss  regillada  por estas  neurotoxinas  parkinsonianas  (Holtz  y  col.

2003;  Ryu y col 2002).  Los autores mostraron que las neurotoxinas MPTP, 6-OHDA y

el  pesticida  rotenona  generan  una  clara  activaci6n  de  las  vias  de  PERK  e  lREla,

induciendo la expresi6n de marcadores clasicos como Bip, c-Jun. XBpl s y chaperonas

del  RE como la proteina disulfuro isomerasa (PDI) y ERp57 (Ryu y col.  2002;  Holtz y

O'Malley  2003),  Este  hal[azgo  ha  sido  confimado  por  varies  otros  grupos  iisando

modelos toxicol6gicos de la EP (revisado en Matus y col. 2011).

El estfes de FtE en el mode[o toxicol6gico de 6-OHDA.

La  6-OHDA  foe  la  primera  droga  paTkinsoniana  utilizada  en  animales  que

selectivamente  induce  la  muerfe  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc.  Esta

neurotoxina  no atraviesa  la  barrera  hematoencefalica,  por lo que debe ser inyectada

mediante  estereotaxis  en  la  SNpc,  el  cuerpo  estriado  o  el  fasciculo  telencefalico

medial.   La   inyecci6n   de   6-OHDA   directamente   en   la   SNpc   o   en   el   fasciculo

telencefalico medial induce una lesi6n  fapida y mas.iva en los somas dopaminergicos,

Io cual dificulta el estudio de la progresi6n de  la degeneraci6n  neuronal.  Sin  embargo.

al   inyectar  esta   neiirotoxina   en   el   cuerpo   estriado   se   induce   una   degeneraci6n

retr6grada y progresiva de  las neuronas dopaminergicas,  Ia que se asemeja  mucho
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mas a lo descrito en la EP, resultando Lina perdida permanente de los somas TH+ en la

SNpc. Debido a la incorporaci6n especifica de esta neurotoxina por los transportadores

de dopamina y noradrenergicos, la toxicidad inducida por la 6-OHDA es selectiva sobre

las neuronas monoaminergicas, siendo las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc parte

de este grupo.  La inyecci6n hemilateral de 6-OHDA genera una asimetria motora que

depende directamente de la magnitud de la  [esi6n en  [as neuronas dopaminergicas y

que  puede  ser  evaluada  a  trav6s  de  diferentes  ensayos  de  comportamiento  (lancu,

Mohapel  y  col.  2005;  Alvarez-Fischer,  Henze  y  col.  2008;  Grealish,  Mattsson  y  col.

2010).

Una  de  las  desventajas  de  este  modeJo  toxicol6gico  de  la  EP  es  que  los

mecanismos moleculares jnvolucrados en  [a  milerte de  las  neuronas dopamin6rgicas

inducidos por la 6-OHDA in vivo, Ilo son del todo conocidos (revisado en Blum, Torch y

col. 2001). Tampoco se ha observado la formaci6n de cuerpos de Lewy en ningiino de

los  modelos  animales  basados  en  la  6-OHDA,  siendo  6sta  una  de  las  principales

caracten'sticas   histopatol6gicas   de   la    enfermedad.    No   obstante,    este    modelo

toxicol6gico  es  ampliamente  utilizado  en  roedores  para  estudiar  la  milerte  de  las

neuronas dopamin6rgicas de la SNpc debido a su selectividad sobre este tipo neuronal

y  disminuci6n  de  los  niveles  de  dopamina,   la  cual  es  otra  de  las  caracteristicas

fiindamentales  de  esta  enfermedad   (revisado   en   Bove  y   Perier  2012).   Ademas,

algunos estudios  indican  que,  tanto  /.n  vffro como  /.n  vino,  Ia toxicidad  de la  6-OHDA

esta  mediada  por  la  generaci6n  de  estfes  oxidativo  (Perumal,  Tordzro  y  col.  1989;

Perumal,   Gopal   y   col.1992;   Kumar,Agarwal   y   col.   1995),   uno   de   los   procesos

asociados  a  la  neurodegeneraci6n  en  la  EP  (revisado  en  Mercado,  Vald6s  y  Hetz

2012).
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Atln cuando existen evidencias de que la droga 6-OHDA genera estfes de RE y

activaci6n de la UPR /-n wffro quoltz y col. 2003;  Ryu y col 2002),  ]os estudios de este

fen6meno  /.n  v/.vo  son  controversiales.  Asi,  se  ha  descrito  que en  c6lulas  en  cultivo

expuestas a 6-OHDA se genera  la activaci6n  de  todas  las vfas de  la  UPR  lo que se

correlaciona con una p6rdida de la viabilidad celular (revisado en Wang and Takahashi

2007).   Sin   embargo  estudios  realizados  en   nuestro   laboratorio   muestran  que  la

inyecci6n intraestriatal de 6-OHDA en ratones WT adu[tos no indilce el procesamiento

del ARNm de xbp7 ni la sobreexpresi6n del factor transcripcional chap en SN y cuerpo

estriado  utilizando  m6todos  bioquimicos  en   los  que  se  analizan  extractos  totales

ovald6s  2013,  no  publicado),  sugiriendo  que  la  inyecci6n  de  6-OHDA  no  genera  la

activaci6n  de  las  vias  de  la  UPR  de  IREla  y  PERK  a  los  tiempos  evaluados.  No

obstante, no podemos descartar la activaci6n de la via de ATF6. En contraposici6n con

nilestros  resultados,  hay esludios que  demuestran  que 6-OHDA y  MPTP  inducen  la

activaci6n de la UPR en  la SN de rata y rat6n  (Akazawa,  Saito y col.  2010;  Selvaraj,

Sun y col.;  Egawa, Yamamoto y col. 2011). Adicionalmente, en un estudio reciente se

encontr6  por  analisis  prote6mico  un  ailmento  en  los  niveles  de  CHOP  y  ERp57,

blancos   de   la   UPR,   en   el   cilerpo  estriado  y  cerebro   medio   de   ratas   neonatas

inyectadas  con  6-OHDA  (Akazawa,   Saito  y  col,   2010).   En   esta  misma   linea,   la

inyecci6n de 6-OHDA en el cuerpo estn.ado de ratas neonatas genel-a un aumento en

la   expresi6n   del   factor  transcripcional   CHOP,   especifeamente   en   las   neuronas

dopamin6rgicas de  la  SNpc,  lo  que se  correlaciona  con  una  perdida de  la viabilidad

neuronal  (Silva,  Ries y col. 2005). Sin embargo,  no hubo cambios en  la expresi6n de

otros marcadores de  la  UPR tales como la  chaperona  Bip y en  el  procesamiento del

ARNm  de )(bp7  (Silva,  Ries y  col.  2005),  lo que  concuerda  con  nuestros  resultados

ovaldes 2013, no publicado). Se ha visto qile la sobreexpresi6n de CHOP pilede ocurrir
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independiente  de  estfes  de  RE,  como  por  ejemplo  disminuci6n  de  los  niveles  de

glucosa, restricci6n de aminoacidos e irradiaci6n UV y dafio al ADN (Fomace, Alamo y

col.1988; Wang,  Lawson y col.1996; Zhou y Pan  2011).  Por esta raz6n,  un  aumento

en la expresi6n de la proteina pro-apoptotica CHOP no es suficiente indicador de una

condici6n de estfes de RE y/o la activaci6n de la UPR.

Por otro lado, existe evI.dencja en tejido post morfem de pacientes con la EP asf

como  tambien  en  cultivos  celulares  tratados  con  neurotoxinas,  de  que  la  PDl,  una

ioldasa"  del  RE,  es  S-nitrosilada  bajo  estas  condiciones,   perdiendo  su  actividad

catalitica (Uehara, Nakamura y col. 2006).  La perdida de la actividad "foldasa" de esta

proteina del RE, podria ser un contribuyente a la neurodegeneraci6n observada /-n v/.fro

y en tejidos post morfem de pacientes con la EP, y daria cuenta de la importancta de la

homeostasis del RE en el desarrollo de esta patologfa.

En  resurnen,  tanto  los  modelos  geneticos  come  toxicol6gicos  de  la  EP  son

herramientas de gran  utilidad  para explorar los mecanismos moleculares asociados a

la  neurodegeneraci6n  observada en  esta. pato[ogia, y ban  permitido  identificar que el

estfes de RE y la activaci6n de la UPR podrian ser eventos asociados a la progresi6n

de la enfermedad, y que disfunciones en algunos blancos importantes de la UPR, como

par ejemp[o,  Ias  protefnas  disulfuro  isomerasas (PDls),  podrian  contn.buir de  manera

importante a la mi]erfe de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc. Por esta raz6n la

manipulaci6n gen6tica de algunos componentes de la  UPR,  como estas chaperonas,

podria ser explorada como herramienta neuroprotectiva en modelos animales de la EP

con  el  fin  de  encontrar  nuevos  blancos  terapeuticos  para  el  tratamiento  de  esta

enfermedad.
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2.3.3 Manipulaci6n de la UPR en modelos experimenta[es de la EP.

A  rarz  de  los  numerosos  estudjos  que  vinculan  la  muerte  de  las  neuronas

dopaminergicas de la SNpc con la activaci6n de la UPR (revisado en Mercado, Vald6s

y  Hetz  2013),  han  surgido  nuevas  lineas  de  investigaci6n  din.gidas  a  dilucidar  los

mecanismos  moleculares  que  subyacen  dicho  fen6meno.   De  este  modo  diversos

estudios se hah dedicado a estudiar el efecto de ]a modificaci6n de algdn componente

de  la  UPR en  la  sobrevida de las  neuronas dopaminergicas de la  SNpc en  modelos

experimentales  de  ]a  EP.  Par  ejemplo,  ratones  deficientes  para  ATF6a  presentan

mayor  acumulaci6n  de  inclusiones  positivas  para  ubiquitina  y  presentan  una  mayor

p6rdida de las neuronas dopaminergicas en el modelo toxicol6gico de MPTP (Egawa,

Yamamoto y col. 2011 ;  Hashida,  Kitao y col. 2012),  lo que sugiere que el sensor ATF6

o bien la activaci6n de la UPR por esta via seria un evento clave para contrarrestar los

efectos  de  la  neurotoxina.  Asi  mismo,  ratones  deficientes  para  la  proteina  CHOP

presentan  menor p6rdida  de  las  neilronas  positivas  para  el  marcador dopaminergico

tirosina  hidroxilasa  ITH)  en  el  modelo  de  inyeccl.6n  de  6-OHDA  (Si[va,  Ries  y  col.

2005),  sugiriendo  que la  deficiencia de este factor pro-apopt6tico  protege frente a  la

muerte celular por apoptosis gatillada por la neurotoxina.

Utilizando estrategias de terapia genica se ha descrito la contribuci6n funcional

del factor transcripcional XBpls en  un  modelo  experimental de  la  EP,  observandose

que ratas que sobreexpresan XBpls, a partir de la inyecci6n de vectores adenovirales

en   la   zona   del   cuerpo   estriado,   presentan   una   protecci6n   parcial   frente   a   la

neurodegeneraci6n  jndilcida  por la  neurotoxina  MPTP  (Sado,  Yamasaki y  col  2009).

Con   una   estrategia   similar,   otro   estudio   demostr6   que   la   sobreexpresi6n   de   la

chaperona Bip en la SNpc de ratas protege frente a la neurotoxicidad inducida por la
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sobreexpresi6n  a-sin  en  la  SNpc  (Gorbatyuk,  Shabashv].li y col.  2012).  Esto  se  logr6

mediante la co-inyecci6n del gen patogchico a-sin y el gen terapeutico Bip,  utilieando

vectores virales adenoasociados (AAV) en la zona de [a SNpc.  Estos son [os primeros

estudios que muestran que la manipulaci6n de algunos componentes de la UPR puede

ser utilizada como terapia genica en modelos experimentales de la EP.

Estudios   recientes   realizados   en   nuestro   laboratorio   demostraron   que   la

deficiencia de XBpl  en el SNC en ratones "knock-out" para el gen de xbp7 genera una

condici6n de estfes de RE adaptativo, no t6xico. especificamente en la SNpc lo que se

correlaciona con  una protecci6n de las neuronas dopamin6rgicas frente a la toxicidad

inducida por la 6-OHDA ovaldes 2013, no publicado). Por otra parte, la expresi6n de un

ARN   interferente   din.gido   contra   el   mARN   de   xbp7   Iocalmente   en   las   neuronas

dopamine[gicas adultas induce la perdida de los marcadores neuronales NeuN y TH.

Ademas,  provoca alteraciones en la morfologra neuronal, asociado a una condici6n de

estfes  de  RE  cr6nico y  letal  ovaldes 2013,  no  publicado).  Estos  resultados  sugieren

que la deficiencia de XBpl  en el  SNC desde etapas tempranas del desarrollo podria

generar   un   pre-acondicionamiento   o   ilna   condici6n   adaptativa   de   las   neuronas

dopamin6rgicas  que  permite  restablecer  de  manera  mss  eficiente  la  homeostasis

proteica frente a la toxicidad inducida por la 6-OHDA.

OtTa estrategia que permite explorar la contribiici6n funcional de la UPR en la

EP   es   la   manipu]aci6n   farmaco[6gica   de   componentes   de   la   UPR   en   modelos

experimentales de la EP. Un ejemplo de ello es el uso de salubrinal, un compuesto que

disminuye la desfosforilaci6n de elF2or por inhibici6n de la fosfatasa PP1  (Boyce y col.

2005), Ia cual disminuye la sobrecarga de protefnas del RE. Exjste evidencia de que la

aplicaci6n de Salubrinal disminuye la apoptosis en modelos celulares de la EP (Smith y
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col.  2005). Adicionalmente,  se ha descrito en  ratas que este compuesto provoca una

atenuaci6n y iln retardo de la deficiencia motora inducida por la sobreexpresi6n de la

proteina  a-sin  en  la  SNpc  (Colla,  Coune y  col.  2012),  sin  embargo,  no  se  observan

cambios  significativos  en  la   perdida  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la   SNpc

evidencfada   en   este   modelo   (Colla,   Coune   y   col.   2012).   Asi   mismo,    ratones

transgenicos   para   c(-sin   tratados  con   salubn-na[  tambien   presentan   itn   retardo  y

atenuaci6n    de    la    manifestaci6n    de    la   enfermedad    sin    proteger   frente   a    la

neurodegeneraci6n  evidenciada  en  este  modelo  (Colla,  Coune y col.  2012).  par otro

lado se ha descrito que el farmaco metoxiflavona aumenta los nive[es de la chaperona

Bip,    Io   que   correlaciona   con   una   reducci6n   de   la   perdida   de   las   neuronas

dopaminergicas  de  la  SNpc  en  ratones  tratados  con  la  neurotoxina  MPTP  (Takano,

Tabata y col. 2007).

En resumen, existe evidencia creciente, tanto /.n wlro como /.n vivo, que apunta a

que  el  estfes  de  RE  y  la  UPR  serian  eventos  celulares  que  podrian  modular  la

neurodegeneraci6n  en  la  EP.  Estos  estudios  muestran  que  la  sobreactivaci6n  o  la

sobreexpresi6n de algunos de los componentes de la UPR resiilta en iina disminuci6n

de  la  perdida  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc y/o  en  una  atenuaci6n  o

retardo    de    las    deficiencias    motoras.     No    obstante    la    protecci6n    contra    la

neurodegeneraci6n  no  es  observada  en  todos  los  casos,  por  lo  que  el  mecanismo

molecular  por el  cual  estaria  influyendo  esta  via  de  sefializaci6n  todavia  no  ha  sido

definido.   Por  lo  tanto,  atln   queda   por  dilucidar  los  mecanismos  moleculares  y  la

secuencia de eventos que vinculan el estfes de RE y la  UPR con  la progresi6n de la

EP, asi como tambien explorar la contribuci6n de blancos mss especificos riQ abajo de

la  UPR.  Uno  de  los  blancos  de  la  UPR qile  esfa adquiriendo gran  relevancia  en  los
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dltimos  tiempos   es  la  familia   de   las   PDls,   dado  sus   potentes  efectos  sobre  el

plegamiento proteico, el estfes oxidativo y la apoptosis (Andreu y col. 2012).

2.4 La familia de las protefnas disulfl]iro isomerasas (PDls).

Se  ha descrito  que  algunos  de  los  miembros de  la familia de  las  PDls  son

regulados por la UPR, dentro de los cuales se incluyen PDI, ERp57 y ERp72 (Domer y

col.  1990; Maattanen y col. 2010), entre otras. Las PDls corresponden a una familia de

proteinas  compuesta  por  aproximadamente  20  miembros  de  la  superfamilia  de  las

tiorredoxinas.  Dentro de los miembros de esta familia encontramos algunos miembros

tiol-reactivos como par ejemplo  PDl,  PDlp,  ERp57 y  ERp72 y miembros  no-reactivos

como ERp27 y ERp29 (Kozlov y col. 2010).

Las PDls se  localkan mayoritariamente en el  RE y catalizan la formaci6n de

puentes disulfuro. EI Iumen del RE resulta ser un ambiente favorable para su actividad

catalitica  pues  es  mss  oxidante  que  el  citoplasma  (Feige  y  Hendershot,  2011).  Los

puentes disulfuro  presentes en  las  proteinas se forman  por oxidaci6n  de dos grupos

tioles libres provenientes de dos residuos de cistefna.  La presencia de estos puentes

disulfuros  dentro  (intramolecular)  y  entre  (intermolecular)  proteinas  resulta  de  suma

importancia,   pues  tiene  una  contribuci6n  importante  a  su  estabilidad  estructura|  y

ademas pueden ser utilizados como sitios regulatorios para el control funcional de las

proteinas o los complejos proteicos (Feige y Hendershot,  2011).  De este modo,  para

muchas protefnas que transitan por el RE Ia fomaci6n de pLientes disulfuros resulta un

evento clave  para su  maduraci6n.  En adicit5n  a su  actividad foldasa,  Ias PDls ac"an

tambien  como  chaperonas  moleculares  previniendo  la  formaci6n  de  agregados  de

proteinas  mal  plegadas  que  carecen  de  puentes  disulfuro  (FerTari  y  Soling,   1999;
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Grubb y col„ 2012; Maattanen y col., 2010; Turano y col., 2002).

En cuanto a la confomiaci6n de estas proteinas, 6stas presentan una estriictura

modular  que   incluye   un   dominio   catalltico   "a"   tipo-tiorredoxina   y   un   dominio   no-

catalitico  "b"  (ver  Figl[ra  4a).  El  dominio  catalitico  "a"  de  las  PDls  contiene  motivos

CXXC que  reaccionan con  los grupos tioles de  proteina§  recientemente sintetizadas,

determinando el estado redox de la PDl y definiendo su rol como oxidasa, reductasa o

isomerasa (Kozlov y col. 2010). El dominio no-catalitico "b" actda como un "espaciador"

y es responsable del reclutamiento del sllstrato (Denisov y col., 2009). Adicionalmente

se ha descri-to iina regi6n "linker (x-linker) de 19 aminoacidos, la cual otorgaria mayor

flexibilidad entre los dominios a y b (Pimeskoski y col. 2004), facilitando asi la uni6n del

sustrato.   Las   PDls   tambi6n   tienen   la   capacidad   de   actuar   como   isomerasas,

catalizando el rearreglo de puentes disulfuro formados incorrectamente mediante ciclos

de oxidaci6n y reducoi6n (Appenzeller-HeTzog y EIIgaard, 2008).

Se  ha  descrito  que  la formaci6n  de  puentes d!sulfuro  en  el  RE  es  catalizada

principalmente  por  las  oxidasas  ERolcl  y  EROIB  (Feige  y  Hendershot,  2011;  Tu  y

Weissman,  2002).  Estas oxidasas participan en el ciclo de oxido-reducci6n en el cual

se transfieren electrones entre el sustrato y las PDls,  Iuego entre las PDls y  ERol  y

finalmente entre  ERol  y una  molecula de ox[geno generando per6xido de hidfogeno

(Tu y Weissman, 2002), como se observa en la Figura 48.

En  resumen,  las  PDls  desempefian  gran  diversidad  de  roles  estructuraTes  y

funcionales,  acttlan  como foldasas  del  RE  promoviendo  el  plegamiento  de  proteinas

nativas y participando activamente en  procesos relacionados con  el  RE. Ademas,  Ias

PDls  tambien  estarian  jugando  un  rol  de  chaperona  molecular  previniendo  el  mal
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plegamiento y agregaci6n de proteinas (Figura 4C).

2.5 Rol fisiol6gico de ERp57.

ERp57  (tambien  conocida  como  Grp58,  PDIA3  o  ERp60)  es  un  miembro  de  la

familia  de  las  PDls  que  corresponde  a  ilna  tiol-oxidoreductasa  de  58  kDa  que  se

expresa  mayoritariamente  en  el  RE,  sin  embargo  tambien  ha  sido  localizada  en  el

ntlcleo,  el  citoplasma y en  la  membrana  celular  (Coppari  y  col.  2002).  El  gen  Efap57

humano se encuentra localizado en el cromosoma 15ql5, tiene una extension de 18 kb

y consta de 12 intrones y 13 exones (Koivunen y col.1997).

Su  secuencja  codifica  pare  una  proteina  de  505  aminoacidos.  Su  hom6logo  en

rat6n  se  ubica  en  el  cromosoma  2  (Khanal  y  Nemere,  2007).  La  proteina  ERp57

humana   se   expresa   en   distintos   tejidos   entre   ellos   se   inc]ilye   higado,   pulm6n,

pancreas, placenta y rifi6n, asi como tambien musculo esqueletico, coraz6n y cerebro,

donde se han observado niveles de expresi6n basales bajos (Koivunen y col.1997).

La  funci6n  principal  de  ERp57  esfa  asociada  a`  control  de  la  calidad  de

proteinas en el RE.  ERp57 forma parfe del ciclo calnexina (CNX) y calreticulina (CRT),

promoviendo la formaci6n de puentes disulfuro y la isomerizaci6n de la§ glicoproternas

(Ellgaard  y  Frickel,  2003).   En  este  ciclo  las  glicoprotefnas  que  sefan  plegadas  se

asocian a CNX/CRT y ERp57 en el RE para luego ser exportadas al aparato de Golgi.

No  obstante,  si  el  plegamiento  de  los  sustratos  no fue  adecuado,  estos  retoman  al

ciclo.  Finalmente,  si  las  glicoproteinas  no  logran  ser  plegadas  correctamente  son

degradadas par la via ERAD (Figura 5).

Par otro lado,  ERp57 tambien juega un  papel en  la regulaci6n del transductor

de sefiales y activador tran§cripcional 3 (STAT3), dando secuestro tanto a la forma ac,
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Figura  4.  L]  famjlla  de  fas  PDls.  (A)  Dominios  estructurales  de  las  PDls:  En  azul,  los  domintos
catalfticos a y a';  Ios dominios nocataliticos b y b' en verde y morado,  respectivamente.  En  naranjo
se  muestra  el  linker x  entre  b'  y  a',  mjentras  que  el  dominio  transmembrana  en  rojo  oscuro.  (8)
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(C) Funciones de las PDls en el RE. Las prote[nas recien sintetizadas son translocadas al interior del
RE,  donde ocuTTe el  plegamiento mediado par CNX (verde) o CRT  (azul  claro) y  ERp57  (moTado).
ERp44 (rojo oscuro) retiene aquellas proteinas mat p]egadas previniendo su transporfe prematuro al
Golgi.  Las  prote[nas  p[egadas  comectamente  se  exportan  a  traves  de  la  via  secretoria  (GO).  Las
protefnas  mall)tegadas  (STOP)  pueden  unirse a  PDIA1  (naranjo) y  ERp72  (azul) y  retro-translocar
nacta el cttosol vla  ERAD,  donde  ERdj5 juega  un  rot importante en  la  ruptura  de puentes disuftyro.
Bajo estfes de RE,  PDIAl  puede ser liberada al citosol por activaci6n de BAX y  BAK, movilizandose
rtacia  la  mitooondria.  Este  evento  gatilla  el  ensamblaje  del  apoptosoma  conducente  a  la  muerte
celular. A partir del estado redox de los canales de calcio (IP3 y bombas SERCA),  las  PDls pueden
controlar la  liberaci6n  de  calcio del  F`E.  La  producci6n   anormal  de  H202  a  trav6s de  EFio1  (azul
oscuro) puede llevar a la generaci6n de F`OS.  Estos dos eventos contribuyen en fa permeabilizaci6n
de la  membrana  mitocondrial extema acompafiada de fa  liberaci6n de citocromo c (cfroulos rojos) y
la   actvacj6n   del   apoptosoma.   Figure   tomada   de   la   revis6n   "Protein   Disumde   lsomerases   in
Neurodegeneration: from disease mechanisms to btomedical applicationsd (Andreu y col. 2012).
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Figura 5.  Par(icipaci6n de ERp57 on el ciclo de CNX/CRT. La proteina que sera plegada se
une a CNX/CRT lo cual retrasa su plegamiento, previene su agregaci6n y retlene intermediarios
de  plegamiento  en  el  RE  en  asociaci6n  con  ERp57,  lo  que  permute  la  formaci6n  de  puentes
disulfuro e jsomerizact6n.  Sj el plegamiento de fa glicoprote/na fue correcto esta e9 finalmente
exportada  al  Golgi,   de  lo  contrario  ingresa  nuevamente  al  ciclo  CNX/CRT  hasta  que  sea
plegada  adecuadamente.   Las  glicoproteTnas  mal  p[egadas  que  pemanecen  par  un  tiempo
prolongado en  el  ciclo van  finalmente a  la  via  ERAD.  G=glucosa;  esfera  gris=  manosa.  Figura
adaptada desde Rutkevich y Williams, 2011.
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-tiva  como  inactiva  de  este  (Coe y  col.  2010)  (Figura  6).  STAT3  regula  numerosos

procesos celulares tales como la proliferaci6n celular y la apoptosis (Coe y col. 2010).

Adicionalmente, el rol de ERp57 ha sido ampliamente estudiado en el sistema inmiine,

debido  a  que  esfa  involucrada  en  el  ensamblaje  de  la  cadena  pesada  del  complejo

mayor de histocompatibi[idad de clase I (MHC I) (Garbi y col. 2006) (Figura 6).

ERp57     tambien     se     ha     relacionado     con     numerosas     enfermedades

nel]rodegenerativas,   como   lo   veremos   en   mss   detalle   en   la   secci6n   "PDls   y

neurodegeneraci6n", sin embargo el rol de ERp57 en el sistema nervioso central y su

contribuci6n en la EP adn permanece sin di[ucidar.

2.6 PDls y neurodegeneraci6Ti.

Se  han  identificado  diversas funciones  de  los  miembros  de  esta  familia  en

distintas  condiciones  neurodegenerativas.  Las  evidencias  actuales  sugieren  que  las

PDls    presentan    una   funci6n    dual,    ya    que,    dependiendo    de    las   condiciones

fisiopatol6gicas, son capaces de modular la muerte ce]u[ar (Andreu,  Hetz y col. 2012).

Por una parte presentan una acti`ridad anti-apoptotica,  atenuando el estfes de RE y la

agregaci6n   especifica  de  proteinas  asociadas  a  PMDs  y  por  otra  parte  exhiben

actividad pro-apopt6tica,  promoviendo la muerfe celular por apoptosis (Andreu,  Hetz y

col,2012).

Asi    las    PDls    han    sido    relacionadas    con     numerosas    enfermedades

neurodegenerativas como se resume en la Figura 7A.  Par ejemplo,  se observ6 en  un

analisis prote6mico de medula espinal de ratas transgenicas para la proteina SOD mu-
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-tante y de ratones modelos de ELA, que ERp57 y PDl son las protelnas que presentan

los mayores niveles de inducci6n (Atkin y col.  2006;  Massignan y col. 2007).  Ademas

se  encontr6  un  aumento  en  los  niveles  de  esfas  mismas  PDls  en  medula  espinal  y

liquido cefalorraquideo de pacientes con  ELA esporadica (Atkin y col. 2008;  Hetz y col.

2009)  (Figura  78).  At]n  mss  importante,  se  ha  sllgerido  el  uso  de  ERp57  como

biomarcador para  la progresi6n  de ERA a partir de sangre de pacientes (Nardo y col.

2011).

Otros estudios muestran  un aiimento en  los niveles de ERp57 en cerebros de

pacientes con la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJ), asi como tambien en cerebros

de  ratones  infectados  con  la  prote[na  de  Prp  (Hetz  y  col.  2005).  Par  ctra  parte  se

identific6 que ERp57 interactda con el peptido a-amiloide en liquido c6falo raquideo de

individuos sanos, lo que sugiere qile ERp57 podria estarjugando un papel de proteina

transportadora,  previniendo  la  agregaci6n  del  P-amiloide,  el  componente  principal  de

las  placas observadas  en  pacientes  con  la  EA  (Honjo y  col.  2010).  Junto  con  estos

antecedentes,  se describi6  la  presencia  de  PDI  en  ovillos  neurofibrilares de cerebros

de   pacientes   con    la   EA   lo   que   refuelza   su   participacl6n   en   este   proceso

neurodegenerativo (Honjo y col. 2010) (Figura 78).

Estudios /'n v/-fro e /.n who muestran que la disminuci6n de [os niveles de PDl o la

perdida  de  actividad  de  esta  se  correlaciona  con  un  aumento  de  las  inclusiones

proteicas de SODl  miltante y de manera inversa, la sobreexpresi6n de PDl disminuye

la agregaci6n de la proteina SODl  y de este modo la neurotoxicidad asociada a esta

enfermedad  (Walker y  col.  2010;  Jeon,  Nakamura  y  col.2013).  Estos  eventos  estan

vinculados con una interacci6n fisica entre [as proteinas PDl y SOD mufante (\^fa[ker y
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Flgura  7.  Evidencia  qua  vjncula  las  PDls  con  enfermedado§  nourodegenerativas.  (A)
Resiimen de los hallazgos mss relevantes que relacionan algunos miembros de la familia de las
PDls  con  varias  condiclones  neurodegenerativas.   (8)  Colocalizaci6n  /.n  vivo  de  inclusiones
proteicas, encontradas en tejido posf morfem de indivjdLios con la EA. fa EP y ELA, con distintos
miembros  de  la  familia  de  las  PDls.  CFS:  Ilquido  cefaloraquideo  (del  ingl6s,  "Cerebrospinal
fluid");    Prp:     pri6n.     Figura    adaptada    de    la    revis6n    "Protein    Djsutfide    lsomerases    in
Neurodegeneration: from disease mechanisms to biomedical applicatlons" (Andreu y col.2012).
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col.   2010).   De   manera   similar,   la   regulaci6n   negativa   de   ERp57   en   celulas   de

neuroblastoma  N2A  aumenta  la  neurotoxicidad  inducida  por  el  Prp  y  a  su  vez  una

sobreexpresi6n  de  ERp57  confiere  resistencia  a  la  toxicidad  de  priones  patol6gicos

(Hetz y col. 2005).

Interesantemente, en medula e§pinal de pacientes con ELA, asi coma tambien

en cerebros de pacientes con  ELA,  la EA y la  EP se ha encontrado PDI  S-nitrosilada

(Uehara y col. 2006), una forma inactiva de la proteina, sugiriendo que la disfunci6n de

esta     proteina,     podrla     contribuir    a     la     progresi6n     de     estas     enfermedades

neurodegenerativas (Uehara y col. 2006).

En   resumen,   los  estudios  antes   mencionados  muestran  evidencias  de   un

posible  rol  neuroprotector de  las  PDls  en  las  enfemedades  neurodegenerativas  (en

especial PDl y ERp57), dando lugar a niievos blancos terapeiiticos para el tratamiento

de estas patologias.

Por  otra  parte,  en  estudios  recientes  se  identificaron  5  compuestos  que  son

capaces de  prevenir la apoptosis inducida por huntingtina  mutante:  16F16,  Arteannuin

8,  BBC7M13,  BBC7E8 y tiomuscimol (Hoffstrom,  Kaplan, y col 2010).  Estas moleculas

son capaces de inhibir la actividad de las protefnas PDl y ERp57 (Hoffstrom,  Kaplan, y

col   2010).   En   este   mismo   estudio,   se   encontr6   que   PDl   y   ERp57   inducen   la

permeabilizaci6n  de  la  membrana  mitocondrial  externa  de  forma  dependiente  de  la

proteina  BAK,  gatillando la activaci6n  de la via apopt6tica can6nica.  EI fen6meno fue

asociado con la acumulaci6n de PDls en los sitios de uni6n entre el RE y la mitocondria

(Hoffstrom,  Kaplan, y col 2010).  Esta funci6n  pro-apopt6tica de las  PDls que vincula el

mal  plegamiento  de  proteinas  y  la  muerte  celular,  resulta  contrastante  con  los  roles
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anteriormente  descritos de  las  PDls,  los cuales  mostraban  que  estas  prote[nas  eran

capaces  de  aliviar el  estfes  de  RE y  promover la  sobrevida  celular (Andreu,  Hetz y

col.2012).

Finalmente, de los antecedentes presentados se desprende la idea de que el

estfes   de   RE   podria   participar   en   la   etiologra   o   el   desarrollo   de   patologfas

neurodegenerativas tales como la EP,  sin embargo, es necesario investigar en detalle

cual  es  la  partictpaci6n  de  cada  uno  de  los  componentes  de  este  complejo  proceso

celular,  con  el  fin  de  encontrar posibles  blancos terapeuticos  para  esta  enfermedad.

Las  PDls  podrian  ser i]no  de estos blancos,  especlficamente  resulta de gran  interes

estudiar la participaci6n de ERp57 considerando la gran cantidad de evidencia que da

cuenta de su posible rol neuroprotector en enfermedades neurodegenerativas.

En este seminario de tltulo se explor6 el efecto de la sobreexpresi6n de ERp57

en  el  SNC  en  la  sobrevida  de  las  neuronas dopamin6rgicas  de  la  SN.  Para  ello  se

utiliz6 un modelo farmacol6gico de la EP basado en la neurotoxina 6-OHDA. Con este

estudio  se  pretendi6  evaluar la  posible  contribuci6n  funcional  de  ERp57  en  la  EP  /.n

vivo.

3. HIP6TESIS.

La  sobreexpresi6n  de  ERp57  en  el  SNC  protege  frente  a  la  neurodegeneraci6n

gatillada por la neurotoxina 6-OHDA en las neuronas dopaminergicas de la Subsfanf/.a

Nigra pars compacta.
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4. OBJETIVOS.

4.1 0bjetivo general.

Evaluar  la  neurodegeneraci6n  provocada  por 6-OHDA  en  ratones transg6nicos  para

ERp57 en el SNC.

4.2 0bjetivos especificos.

Objetivo especifico 1: Cuantificar la expresi6n basal de PDls en la SI/bsfanfi.a IV/.gra y

en el cuerpo estriado de ratones transg6nicos para ERp57 en el SNC.

Objetivo especifico 2:  Evaluar la susceptil)ilidad de las neuronas dopaminergicas de

la   SNpc   fi-erite   a   la   muerte   inducida   por   la   neurotoxina   6-OHDA   en   ratones

transgenicos para ERp57 en el SNC.

Objetivo especffico 3: Cuan{jficar la expresi6n de PDls en la Subsfanffa rv/gra y en el

cuerpo   estriado   de   ratones   transg6nicos   para   ERp57   en   el   SNC   despues   del

tratamiento con 6-OHDA.

5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 GeneTaci6n de un Tat6n transg6nico para ERp57 en el sistema nervioso

central.

En  nuestro  laboratorio  se  gener6  un  modelo  de  ganancia  de  funci6n   para

ERp57  en  el  SNC  como  parte  del  seminario  de  titulo  de  Catherine  Andreu  (Andreu

2012).  Esto  fue  llevado  a  cabo  introduciendo  el  gen  que  codifica  para  la  proteina
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ERp57  humana  (Gene  lD:  2923),  derivado  del  ADNc,  en  el  plasmido  de  expresi6n

Moprp.Xhol  (adquirido  de  David  Borchelt  of the  Johns  Hopkins  School  of  Medicine,

Baltimore,  USA,  Borchelt y  col.  1996), junta  con  la secitencia codificante  para  el  tag

Flag  a  partir  del  sitio  de  restricci6n  Xhol.  El  plasmido  resultante  porta  la  secuencia

codificante para ERp57 humana fusionada al tag Flag bajo el control del promotor Prp

(Figura 8A).

Para   la   generaci6n   de   ratones   transgenicos   para   ERp57   (Figura   88),   el

plasmido  fue  purificado  y  linealizado  en  el  "Centro  de  Estudios  Cientificos"  (CECS).

Valdivia.  Posterior al  cruzamiento de ratones  machos con  hembras, fueron  extraidos

los cigotos y se microinyectaron los prondeleos masculinos con dicho plasmido.  Luego

estos cigotos fueron transferidos a hembras pseudo-prefiadas (hembras cruzadas con

machos  vasectomizados)  y  se  obtuvieron  aproximadamente  10  a  15  embriones  por

oviducto.  Las  crias  resultantes  fueron  genotipificadas  para  conocer  el  ntlmero  de

animales transgenicos. Cada animal transg6nico obtenido fue asignado como una llnea

independiente  de  fondo  genctico  mixto  C57BL/6.  La  genotipificaci6n  fue  realizada  a

partir de  ADN  procedente  de  la  cola  de  los  ratones.  Pare  la  extracci6n  de  ADN,  se

cortaron piezas de 5 mm de la cola del rat6n, las que fueron incubadas con 600 uL de

buffer de lisis ITris 50 mM [pH 8,0], EDTA 100 mM,  Nacl 100 mM y SDS 1 %) y 6 lil de

proteinasa  K  10  mg/mL  par  16  h  a  55  °C.  A  continuaci6n  se  centrifug6  por  5  min  a

13000  g.  El  sobrenadante  fue  mezclado  con  450  i]L  de  isopropanol  al  100%  y  se

centrifug6 nuevamente par 5 min a 13000 g. Finalmente el precipitado fue lavado con 1

mL  de  etanol  70%,  resuspendido  en  300  ijL  de  buffer TE  ITris-Cl  10  mM  [pH  7,5],

EDTA 1  mM) e incubado 2 h a 55 °C para facilitar su homogenizaci6n.
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Figura  8.  Estratogia  exp®rimontal  utillzada  para  la  gon®raci6n  do  ratonos  ERp57T°.  (A)
Clonamiento  del  p[asmido que  porta  la  secuencia  codificante  para  ERp57  humana  con  el tag
Flag  bajo el control del  promotor de Prp en el  plasmido de expresi6n  Moprp.Xhol a  partir del
sitfo de  restnccj6n  Xhol.  (B) Generacidn de ratones  tranegenjcos  llevade  a cabo en el  CECs,
Valdivia.   El  plasmido  obtenido  en  (A)  fue  microinyectado  en  un  cigoto  extraido  desde  una
hembra   y   a    continuaci6n   este   cigoto   file   transferido   a    una    hembra    pseudoprefiada.
Transcurridos  21  dias  de[  periodo  de  gestaci6n,  algunas  de  las  crias  nacidas  resurtaron  ser
transgenicas  para  ERp57-Flag.  Cada  uno  de  los  animales  transg6nicos  obtenidos  constituy6
uno linea independiente de la FO. Figura (8) modificada de la pagina web de la UC San Diego.
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La reacci6n de PCR file realizada con  1  uL de ADN,10 uL de Go Taq Master

Mix (Promega) y cada partidor a una concentraci6n 1  LIM en un volumen final de 20 iiL.

Las secuencia§ de los partidores utilizados fueron las siguientes: erp57 866 sentido 5'-

AAITCCTGGATGCTGGGCACAAAC       -3'       y       erp57       1535       antisentido       5'-

TCTGCITGTCATCGTCGTCCITGT-3'.  El  programa  de  PCR  IIsado  consistib  en  1

ciclo de denaturaci6n por 2 min a 94 °C, 20 ciclos de 30 seg a 94 °C, 3o seg a 65 °C

(descendiendo 0,5 °C por ciclo), 50 seg a 72 °C;  16 ciclos de 50 seg a 94 °C, 30 seg a

55 ac, 50 seg a 72 °C y un ciclo final de elongaci6n de 5 min a 72 ac.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al

1%  con  bromuro  de  etidjo  1  ug/mL  y  corridos  a  un  volfaje  constante  de  100  V.  En

ratones transg6nicos (ERp57Tg) fue observada una banda de 650  pb mientras que en

los no transgnenicos (ERp57N°-Tg) no se observ6 dicha banda.

Las  lineas  de  ratones  transgenicos  seleccionadas  fueron  mantenidas  en  los

bioterios de la Facultad de Medictna de la Universidad de Chile (Santiago, Chile). Para

este seminario de titulo fue utilizada solo la linea 1. Todos los experimentos realizados

en animales fueron previamente aprobados por el comite de bioetica de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile.

5.2 Inyecc!ones estereofaxicas de 6-hidroxidopamina.

Previo a la inyecci6n estereofaxica, ratones ERp57N°-Tg y ERp57Tg de 90 d[as de

edad  fueron  anestesiados  con  ketamina/xilacina  (ketamina:  100  mg/Kg,  xilacina:  10

mg/Kg,  Vetcom,   Chile)   por  inyecci6n   intraperitoneal,   Transcurridos  5-10   min   post

anestesia o en su defecto, hasta que el rat6n estuviera completamente insensibilizado,

fue  dispuesto  en  el  aparato  de  estereotaxis  para  ratones  (David  Kopf  Instruments,
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USA).  Se  realizaron   inyecciones  estereotaxicas  unilatera[es  en  el  cuerpo  estriado

derecho  utilizando  una jeringa  Hamilton  (Hamilton,  USA)  de  5  ul,  segtln  el  atlas  de

cerebra  de  rat6n  de  Franklin  y  Paxinos  (segunda  edici6n,  2001),  de  acuerdo  a  las

siguientes  coordenadas:  AP:  +0,07  cm,  ML:  -0,17  cm  y  DV:  -0,31  cm.  La  inyecci6n

consisti6 en 8 pg de 6-OHDA (Sigma-Aldrich, USA) a llna concentraci6n de 4 Hg/pl en

acido asc6rbico al 0,02% (Sigma-Aldrich, USA).

Para  llegar  a  las  coordenadas  DV:  -0,31   cm  se  introdujo  la  jeringa  a  una

velocidad de 0,05 cm/min. Una vez en las coordenadas, fueron inyectados 2 pl de esta

disoluci6n, prctegida de la luz y preparada el dia de la inyecci6n, en un piinto t]nico del

cuerpo   estriado   a   una  velocidad   de   0,5   ul/min.   Despues  de  vaciar  el  volumen

establecido la aguja fue retenida en el sitio durante 5 min con el fin de evitar el retomo

del llquido inyectado. Finalmente, la aguja fue retirada a una velocidad de 0,1  cm/min.

Los  ratones  fueron  sacrificados  7  dias  post  inyecci6n  pal.a  el  analisis  histol6gico  o

molecular.

5.3 lnmunoliistoqujmica anti-Tirosina Hidroxilasa.

Siete  dias  post  inyecoi6n,  los  ratones  fueron  anestesiados  tal  y  como  se

describi6 previamente y luego fueron perfundidos con cloruro de sodio 0,9% y PEA al

4% utilizando una bomba de perfusi6n. El cerebro fue removido e incubado con PFA al

4% por 12 h a 4 °C.  Posteriormente fue deshidratado en sacarosa al 30% 0,02% azida

durante 48 h a 4 °C, cambiando por soluci6n fresca al menos dos veces.

Se realjzaron cortes coronales seriados en criostato (Leica,  USA), de 25 prm de

espesor qiie comprendieron tanto la zona del cuerpo estriado como de la SNpc. Antes

de ello fue necesan.o aplicar a los cerebros el medio de congelamiento OCT (del ingl6s,
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"optimal   cutting   temperatilre   compoundn,   Tissue-Tek,    USA).    Los   cortes   fueron

colectados en PBS con azida al 0,02% en p]acas de 48 pocil[os.

A  continuaci6n  se  realiz6  una  lHQ  para  el  marcador  dopaminergico  TH,  en

cortes flotantes seleccionados con  una distancia de 100 urn tanto para la SNpc como

para el cuerpo estriado. En primera instancia fueron realizados 3 lavados par 5 min en

PBS para remover la azida s6dica y luego los cortes fueron incubados con la soluci6n

inactivadora  (H202  al  0,03%  en  PBS)  durante  30  min  a  temperatura  ambiente  y  en

agitaci6n,  para  bloquear la  actividad  de  la  peroxidasa  encl6gena.  Posteriormente  los

cortes fueron  incubados con  una  soluci6n  de  bloqueo  (BSA al  5%  y Trit6n  X-100  al

0,2% en PBS)  durante 1  h a temperatllra ambiente y agitaci6n.  Finalmente los cortes

fueron  incubados 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 agitaci6n. Al dia siguiente los

cortes  fueron  lavados  en  PBS  3  veces  por  5  min  e  incubados  con  el  anticuerpo

§ecundario  biotinilado  (IgG-biotina  1:500,  Vector  Laboratories,  USA)  durante  2  h  a

temperatura ambiente en agitaci6n. A continuaci6n se realizaron 3 lavados de 5 min y

los  cortes fueron  incubados  con  el  complejo  avidina-biotina  conjugado  a  peroxidasa

(1:1000,  Vector  Laboratories,  USA)  par  1  h  a  temperatilra  ambiente y  en  agitaci6n.

Luego de 3 Iavaclos de 5 min se revel6 utilizando el compuesto 3,3-diaminobenzidina

(Sigma-Aldn-ch,  USA).  Para el caso de la SNpc los cortes fueron  incubados con  este

reactivo por un tiempo aproximado de 1-2 min y para el cuerpo estn.ado por alrededor

de  3  min.  Los  cortes  obtenidos  fueron  montados  utilizando  el  medio  de  montaje

Ente[Ian (Sigma-Aldrich, USA).
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5,4  Cuantificaci6n  de somas  TH+ de  la SNpc  y terminales  axonales  del  cLlerpo

estriado.

Para    la    zona    del    cerebro    medio   oorrespondiente    a    fa    SNpc,    fueron

seleccionados 12 cortes seriados de 25 Llm de espesor y separados cada 100 Llm pare

cacacla animal.  Luego de fa lHQ anti-Tl+ Ios cortes fueron analizados bajo un microscopio

usando un ocular microm6trico graduado. El conteo de somas TH  positivos (TH+) en La

SSNpc  fue  efectuado  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  agL+ja al  momento  del  corte en  el  criostato.  En  las

cuantificaciones fue oonsiderada  solo el area  de  fa  SNpc,  descartandose  los  comas

TH+ de  fa  zona  del  VTA  Todas  las  cuantificaciones  fueron  realizadas  a  ciegas.  Los

resultados fueron graficados como el promedio del ndmero total de neuronas TH+ en La

SNpc por cada hemisferio y tambien como el porcentaje de perdida pronedio por grupo

del marcador Tri en el Iado inyeetado con respecto al lado no inyectado. Ademas con

el fin de comparar fa distribuci6n de somas TH+ por grupo a le largo de toda fa zona de

SNpc,  fue  graficado  el  nllmero  promedie  de  neuronas  par  corte  haciendo  distinci6n

entre lado inyectado y ro inyectado.

Para fa cuantificacich de Ice terminates axonales dopamin6rgieos en el ouerpopo

estriado  de  los  ratones  inyectados  con  60HDA,  Iuego  de  la  IHQ  anti-TH  los  cortes

seriados fueron escaneados en el escaner Epsom Stylus CX5600, en escala de grises,

formato  TIF  y  con  una  resoluci6n  de  2400  bps.  A  conthuaci6n  las  infagenes fueron

analizadas      con      el      programa      computacional      Image      J      ONIH      software,

httD:/rfeb.info.nih.aovtiif)  y  fue  caleulada  le  densidad  integrada  del  area  del  cuerpo

estriado,  determinada  por la malca TH, tanto  para el  lado no inyectado como para el
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lado   inyectado   de   cada   corfe   por   animal.   La   tinci6n   inespecifica   fue   resfada,

considerando el area especifica del cuerpo estn.ado por cada corte. Posteriormente fue

realizada la sumatoria de las densidades integradas por lado de todos los cortes para

cada animal y fue calculada la p6rdida de los terminales axonales TH+ por animal en el

lado  inyectado  con   respecto  al  lado  control  no  inyectado.   Los  resultados  fueron

graficados como el promedio de [a sumaton.a de las densidades integradas por lado y

como el promedio del porcentaje de p6rdida de los terminales axonales TH+, tanto para

los ratones ERp57N°-T9 como para los ERp57Tg.

5.5 Analisis rnediante SOS-PAGE y Western blot .

Transcurridos  7  dias  post  inyecci6n  estereofaxica  de  6-OHDA  en  el  cuerpo

estriado, ratones ERp57N°-Tg y ERp57Tg fueron sacrificados mediante inhalaci6n de C02

para la extracci6n de tejido de distintas areas del cerebro.  Se hicieron disecciones de

las areas de la corteza, cerebelo, SN y cuerpo estriado, haciendo distinci6n entre lado

inyectado  y   lado   no   inyectado   en   estos   dos   tlltimos  tejidos.   Los  tejidos  fueron

congelados a -80 °C  hasta su  procesamiento.  Para el  homogeneizado de los tejidos,

6stos fueron  disgregados  en  100  prl  de  PBS  frfo  con  inhibidor de  proteasas  (Roche,

Switzerland)  con  la ayuda de homogenizadores  mecanicos.  A cont[nuaci6n  60  prl  del

homogen.Hzado  fueron  destinados  a  la  extracci6n  de  proteinas  por  lo  que  se  les

adicion6 60 prl de la soluci6n tampon RIPA 2x (Tris 20 mM [pH 8,0],  Nacl 150 mM, SDS

0,1%,  DOC 0,5% y Triton X-100 0,5%) con inhibidor de proteasas.  Posten.ormente las

muestras fueron sonicadas 2 veces por 10 seg  cada vez y luego la concentraci6n  de

proteinas fue determinada en cada muestra utilizando el kit BOA Protein Assay (Pierce,

Rockford, lL).
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Las muestras de proteina fueron  preparadas usando  60-70  ijg  de proteina fatal

incubadas con  DIT  100 mM  per  10  min en  hie[o,  mezcladas con  buffer de carga  5X

(Tris-Hcl 0,2 M [pH 6.8], SDS  10%, azul de bromofenol 0,05%, y glicerol 20%) y luego

calentadas   por  5   min   a   95   °C.   10   ug   de   proteina   fueron   cargados   en   geles

denaturantes al 8%.  El gel de poliacrilamida separador al 8% file preparado con Tris-

Hcl 380 mM [pH 8,3],  acrilamida-bis-acrilamida 8°/T,  SDS  0,1%,  Persulfato de amonio

0,1 % y TEMED 0,06%.  El gel de poliacrilamida compresor fue preparado con Tris-Hcl

60 mM [pH 6,8], acrilamida-bis-acrilamida 4%, SDS 0,1 %,  persulfato de amonio 0,1% y

TEMED 0,06%.

La electroforesis fue llevada a cabo en buffer de corrida ITris 25 mM, Glicina 250

mM y SDS 0,1 %) a un voltaje constante de 90 V hasta que el frente abandonara el gel

compresor, luego el voltaje fue ajustado a 100 V. La corrida electrofofetica fue detenida

cuando el frente azul abandon6 el gel. A continuaci6n las proteinas fueron transferidas

a  una  membrana  de  PVDF  en  buffer de transferencia  (Tris  25mM,  glictna  250  mM  y

metanol 20%) a un voltaje constante de 120 V por 2 h 15 min en hielo.  Posteriomente

la  membl.ana  fue  incubada  en  soluci6n  de  bloqueo  (leche  5%  en  PBS)  por  1   h  a

temperatura  ambiente  y  en  agitaci6n.  Finalmente,  las  membranas fueron  incubadas

con alguno de los siguientes anticuerpos, diluidos en leche 5% PBS tween 0,02%; anti-

TH (1 :2000, Chemicon, USA), anti-ERp571 :3000 (SC-28823, Santa Cruz), anti-HSP90

1:3000  (SC-7947.  H114,  Santa  Cruz),  anti-PDl  1:3000  (SPA-891,  ENZO/Stressgen),

anti-ERp72   1:3000   (SPS-720,   ENZO/Stressgen),  anti-Pactin   HRP-conjugate   1:1000

(5125,  Cell  Signaling)  por  16  h  a 4  °C  en  agitaci6n.  Al  dia  siguiente  las  membranas

fueron lavadas 3 veces por 5 min con PBS Tween 0,1% y posteriormente incubadas 1

h    a    temperature    ambiente   y    en    agitaci6n    con    los    anticuerpos    secundarl.os
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correspondientes:   anti-rabbit-llRP   o   anti-moLise-HRP   (lnvitrogen),   dilLiidos   1 :3000

(leche  5%  en  PBS  Tween  0,02%).  Transcurrido  este  periodo,  Ias  mernbranas fueron

lavadas con PBS Tween 0,1%, esta vez 5 veces por 5 min.  Finalmente, el revelado fue

realizado  utilizando  el  kit  Western  blotting  Substrate  (Pierce)  y  los  films  fotograticos

Super HRu lfujrm).

El nivel de expresi6n de las proteirias fue cuanfficado a partir de fa intensidad de

fas  bandas,  6sta  fue  deterrninada  utilizando el  programa  computacional  lmageJ  (NIH

s~osoftware,htto://rsb.info.nih.ciovtiif).Losvaloresobtenidosparafaprcteimadeintefesis

fufueron  normalizados  por  La  intensidad  obtenida  para  el  control  de  carga  HSP90  o

actina.

5.6 Extracci6n de ARN, RT-PCR y PCR en tiempo real.

Transcurridos  7  dias  post  inyecct6n  esterectaxica  de  60HDA  en  el  cuerpo

estriado, ratones ERp57N°-T9 y ERp57T° fueron sacrificados mediante inhalaci6n de C02

para la extracci6n de tejido de distintas apeas del cerebro.  Se hicieron disecojones de

las areas de la corteza, cerebelo, SN y ouerpo estriado,  haciendo distincton entre lado

inyectado  y   lado   no   inyectado   en   estos   dos   dltimos  tejidos.   Los  tejidos  fueron

congelados  a -80  °C  hasta  su  procesamiento.  Para  el  homogeneizado  estos tejidos

fueron   disgregados   en   100   ul   de   PBS   frlo   con   inhibidor  de   proteasas   (Roche,

Switzerland)  con  la ayuda  de  homogenizadores  mecanicos.  A continuacj6n  40  Ill  del

homogenizado fueron destinados a la extracci6n de ARN por lo que se lee adicion61 ml

del reactivo TRlzoro (lnvitrogen,  USA).  Luego de su extracci6n,  las muestras de ARN

fueron cuantificadas y 2 ng de ARN total fue utilizado para la sintesis del ADNc a partir

del   kit  iscript  CDNA  Syntesis  (BioRad),   Buffer  RT   10X,   dNTPs   1   mM   cada   uno,
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partidores random p(dN)6 (Roche) y 1  I.L de transcriptasa reversa en un volumen final

de 20 HL

EI PCR en tiempo real (qpcR. del ingles "quantitative PCR") fue llevado a cabo

empleando    el    master    mix    Brillant    11    Sybr    Green    qpcR    (Nrs00828,    Agilent

Technologies) en  una mezcla que contenia 2 LIL de una diluci6n de CDNA 1 :20,  0,5 uL

de  partidores  10  HM,  10  uL  de  Mix  2x y  7,5  LIL  de  agila    libre  de  nucleasas  en  un

volumen final de 20 uL. Los siguientes pares de partidores fueron utilizados:

Ep57 sentido 5'€AGGCITGCCCCTGAGTATG -3'

Ep57 antisentido 5'-GITGGCAGTGCAATCCACC -3'

EriJrf2sehiwhoEJ-NfJGNCRTCNCIGANCGNC;CAA3

Ep72 antisentido 5'- AGCCAGGCcllTAAAGCTCT-3'

Pd/. sentido 5'-CMGATCMGCCCCACCTGAT-3'

Pd/. antisentido 5'-AGITCGCCCCAACCAGTACIT-3'

Beta-acfi.na sentido 5'€TCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3'

Beta-acfi.na antisentido 5'-TACCACCATGTACCCAGGCA-3'.

Las  secuencias  de  los  partidores  fueron  disefiadas  con  el  programa  Primer

Express (Applied  Biosystems,  Foster City,  CA) o bien obtenidas desde el Primer Data

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

El  programa de qpcR  usado fue:  10 min  a 95  °C (ciclo de denaturaci6n),  35

ciclos de 15 seg a 95 °C,15 seg a 57 °C (annealing),15 seg a 72 °C y 1  ciclo de  10
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seg  a  95  °C,  5  seg  a  25  °C,  1   seg  a  70  °C  y  1   seg  a  95  °C  en  el  equipo  ABI

PRISM7700 system (Applied Biosystems).

Los  niveles  relativos  de  ARNm  para  cada  gen  de  intefes  fueron  obtenidos  a

partir del  cic[o  umbral y normalizados con  los nlveles  de actina.  El ciclo  umbral de  de

actina fite utilizado como control de amplificaci6n.

5.7 Test de comportamiento del cilindro.

Esta  prueba  fue  realizada  previo  a  la  inyecci6n  (Iinea  base)  y  7  dias  post

inyecci6n de 6-OHDA en el cuerpo estriado de los ratones ERp57N°-Tg y ERp57Tg.  Se

utilizd  este  test  para  evidenciar,  de  manera  e§pontanea,   posibles  dafios  motores

asociados  a  la  inyecct6n  y  consiste  en  introducir  al  rat6n  en  un  cilindro  de  vidrio

translticido de aproximadamente 20 cm de diametro y luego registrar el movimiento del

animal  mediante  una  camara filmadora  durante  5  min.  Posten.ormente  el  nt]mero  de

toques realizado con cada pata delantera del animal fue cuantificado por los 5 min de

duraci6n del video.  En  el case de aquellos ratones que presentaron  baj.os  niveles de

movimiento  la  duraci6n  de  la  grabaci6n  fue  extendida  hasta  un  maximo  de  8  min

dependiendo  de  cada  caso,  siempre  considerando  el  mismo  tiempo  para  contar  los

toques con ambas patas. Los analisis fileron realizados a ciegas.

Los  resulfados  fueron  graficados  como  porcentaje  de  toques  con  la  pata

izquierda (contralateral al sitio de la inyecci6n) respecto al namero total de toques con

ambas patas.

5.8 Expresi6n de resultados y analisis estad[stico.

Los resultados fueron expresados como el promedio por genotipo ± error estan-
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Neurodegeneraci6n

Dia -1                  Dia o

Test del cilind ro                  lnyeccl6 n estereotalica
llnea base                            COHDA c`ierpo e8mado
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-Test  del cilindro
-Anali8is histol6gico o bioquinioo
de  la  lesbn  en  el  ciierpo estriado  y fa
SNpc

Cuerpo estriado                     Su bstantia Nkyra pars com pacta

a:   `_-     I:i .,

-J,l         -,

Figure 9.  Curse temporal  do los exp®rf mentos  llevados a cabo on  ratonos  ERp57T9.  La

::e:tt:nine:°Era!pS5e7Pga;aEeRnp:a7fa¥ffi+6unlto¥d::3u:£i:rj;:e:loo:PaAjn(;:i!n'ae:tue:::ucaeraT:]jdz:d=
OHDA en el cuerpo estriado, se realjzo el test de comporfemjento del cilindro (Dia -1) en estos
mismos   animales   con   el  fin   de  cuantificar  asimetrfas  motoras   basales,   este   analisi§  fue
asignado como  llnea  base.  Transcurridos  7  d[as  despues  de  la  inyecci6n estereofaxica  de  6-
OHDA en el cuerpo estriado fue realizado nuevamente el test del cilindro en estos animales y a
continuaci6n  el analisis histol6gico o bioquimico segdn fuera el caso.
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-dar  (SEM).  Pare  el  analisis  estadistico  se  utiliz6  la  prueba  t  de  Student,  el  test  no

parametrico Mann-Whitney a bien  un ANOVA de dos vias seguida del un post test de

Bonferroni. Se consider6 como limite superior de significancia estadistica valores de p

< 0,05.

6. RESULTADOS.

6.1 Modelo de estudio: Rat6n transg6nico para ERp57 en el SNC.

En este trabajo fue utilizado coma modelo de estudio un rat6n transgenico para

ERp57 en el SNC.  La sobreexpresi6n  localizada de ERp57 en el sistema nervioso se

[ogr6 utilizando la regi6n promotora de Prp como elemento genico enca[gado de dirigir

la  expresi6n  de  este  transgen.  La  protelna  Prp  tiene  altos  niveles  de  expresi6n  en

tejidos   del   sistema   nervioso   (Ford   et  al.,   2002;   Linden   et   al.,   2008)  y   ha   sido

ampliamente utilizada para regular la expresi6n de genes en el cerebro (Waldron-Roby

et al., 2012).

Previamente en nuestro laboratorio fue generado un plasmido que contiene el gen

Ef?p57 humano fusionado a un tag  Flag  bajo el promotor Prp utilizando iln vector de

expresi6n  Moprp.Xhol  (Borohelt  et  al.,  1996).  Posteriormente,  en  el  CECS  ovaldivia,

Chile) este plasmido fue utilizado para generar un modelo de rat6n que sobreexpresa

la   proteina   ERp57   humana   en   el   SNC.   Se   obtuvieron   cinco   lineas   de   ratones

transgenicos,  las que fueron confirmadas por PCR.  Para genotipificar estos animales

§e disefiaron partidores especificos, asi como tambien iln programa de PCR apropiado

(ver  secci6n  5  Materiales  y  m6todos).  Para  el  caso  de  los  animales  ERp57Tg  fue

obtenido un producto de PCR de 650 pb, en tanto que para los anima|es ERp57N°Tg no
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se  obtuvo  dicho  producto  (Figura  10A).  Los  niveles  de  expresi6n  de  ERp57  fueron

analizados  por  Western  blot  en  cada  una  de  las  lineas  para  tejidos  de  la  m6dula

espinal  y  cerebelo  (Figura   108).   EI  nivel  de  expresi6n  de  la  proteina  ERp57  fue

cuantificado en cada linea de acuerdo a su intensidad de banda lltilizando el programa

lmageJ  y  norma[izando  por  el  control  de  carga  HSP90.  Posteriormente  el  nivel  de

sobreexpresi6n de cada linea fue calculado normalizando por el nivel de expresi6n de

|os  ratones  ERp57N°-Tg  (Tabla  1).  Las  l[neas  ERp57Tg  1  y  5  (FO)  resultaron  tener  los

niveles  de  sobreexpresi6n  mss  altos  para  los  tejidos  de  medula  espinal  y  corteza,

alcanzando casi dos veces el nivel de expresi6n de los animales ERp57N°-Tg por |o que

fueron seleccionadas para su expansi6n y mantenimiento.

Adicionalmente,   los  niveles  de  expresi6n  de  ERp57  fueron  analizados  en   los

tejidos  de  corteza  e  higado  para  animales  de  las  lineas  1  y  5  (FO).  Tal  y  como  se

esperaba, fue posible observar la sobreexpresi6n de la proteina en la corteza, pero no

en el higado (Figura 10C). Finalmente. Ios niveles de sobreexpresi6n de ERp57 fueron

analizados  en  animales  ERp57Tg  de  las  lineas  1  y  5  correspondientes  a  la  Fi  en

m6dula y cerebelo para confirmar que la sobreexpresi6n del transgen se mantiene en

el tiempo (Figura 10D). Estos resultados dan cuenta de la obtenci6n de iln modelo de

rat6n transgenico que sobreexpresa la protelna ERp57 en el sistema nervioso central

(Andreii,   2012,   no   publicado),   Este  modelo  fue  caracterizado  fenotrpicamente   por

Cathen.ne Andreu en  su seminario  de titulo de  lngeniero en  Biotecnologia  molecular.

Los resultados correspondientes a las mediciones de peso corporal y pruebas motoras

de  Rotarod  y  Hanging  test  no  arrojaron  diferencias  significativas  entre  los  animales

ERp57Tg  y  ERp57N°-T8,   indicando  que  la  sobreexpresi6n  de  ERp57  en  el  SNC  no

provoca cambios fenotlpicos, al menos en las condiciones testeadas (Andreu 2012, no
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Ios  nivetes  de  sobreexpresi6n  de  ERp57  mss  altos  por  lo  qile  fueron  seleccionadas  para

:rip:ap:k:*=!o:#:oo!eeditiT::|ii*i,:pR:;¥ffe;ie:di:ni#::diRbfir::O:f#n:'!i::id.T:;
en las lineas transgenicas  1  y 5 para todos los lejidos analizados, a excepci6n del hjgado que
muestra  niveles  similares  al  de  log  anjmales  no  transg6nicos.   (D)  Western  blot  de  m6dula

:#:[raydoc°£enzae£:£i:n::ER¥:;Le®nT'g:Sfec':nEr`m:eqLaes,I:ne£:re¥xnp¥e69T+#Sde`ER5p5(7n=s2:
mantiene entre generaciones. Los n.Iveles de la prctelna ERp57 fueron dctectadce utilizando un
antlcueTpo  anti-ERp57  que  reconoce  tanto  la  isoforma  humana  coma  la  de  rat6n.  Se  utiliz6
HSP90 como control de carga.
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como en medula espinal par lo que fueron 9eleccionadas para mantener la colonia.  Nt}meros  1 -
5  corresponden   a  [as   5   IIneas  transg6nicas  obtenidas  y  NT  corresponde  a  animales  no
transgenicos.

N.veces de expreslch
(re]atfro al NT}

Lineanejido Cerebelo              Medula
espinal

1 1,8 1,8

2 1,3 1,1

3 1,5 1'3

4 1j 1,7

5 1,8 2,1
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publicado).

'1

I

6.2 0bjetivo especifico +: Cuantificar la expresi6n basal de PDls en la SN y en el

cL]erpo estriado de ratones transg6nicos para ERp57 en el SNC.

Para el desarrollo de este trabajo fueron utilizados ratones ERp57Tg de la llnea 1.

Con el fin de comprobar la sobreexpresi6n de ERp57 en los tejidos de intefes para este

estildio, un analisis por Western blot fue llevado a cabo en tejidos de la SN y el cuerpo

estriado de animales  ERp57N°-Tg y ERp57Tg  (Figura  llA).  Los niveles de expresi6n de

ERp57 fueron determinados a partir de la intensidad de bandas, utilizando el programa

lmageJ y normalizando por los niveles de la protefna HSP90 usada como control.

El  nivel  de  sobreexpresi6n  de  ERp57  en  los  ratones  ERp57Tg  fue  calculado

normalizando por la inten§idad de banda obtenida en los animales ERp57N°-Tg para |as

respectivas prote[nas ITabla 2).  Para determinar los niveles de expresi6n en  el tejido

de intefes para este trabai.o fue realizado un analisis por Western blot de disecciones

de  SN  de  6  animales  ERb57N°-Tg y  5  animales  ERp57Tg  (Figure  llC).  Los  niveles  de

expresidn de ERp57 fueron deteminados a partir de la intensidad de bandas utilizando

el programa lmageJ y normalizando por el control de carga actina (Figura 11 D).

A par{ir de este analisis fue posible observar un  incremento significativo de los

niveles de ERp57 en los animales ERp57Tg que result6 ser aproximadamente 4 veces

por  sobre  los  niveles  de  la  misma  proteina  en  animales  ERp57N°-Tg.  Los  resultados

obtenidos pemiten verificar la sobreexpresi6n de  ERp57 en  los tejidos de  la SN y el

cuerpo estriado de animales ERp57Tg.

54



A

Tejido           SN           St             Cbl        Co            liig

PIT    Tg   NT    Tg   NI    Tg   NTllg     NTT9

L-ty--+*

ERp57No.Tg                          ERp57to
NO

aninales

ERp57

Actlna

12     3     4     5     6        12     3     4     5

EI   ERp57No-T9

Ill   ERp57TO

ERp 57NC.Tg                         ERp57Tg

:g#:i'deAn::gfsdeEiap:;R®r¥;i;nEdR°p:a7Por(¥;peAnEaE:7p::#:#eci°nb#tdd®eseN#:::¥

!i:;:d':(:Hj;£::Sa"##i:;aEeF"8€8iSe!):yai5epdEeja:e:¥tN:eTds):ES:e;;'7uTe:Se*=;::?£!%b:k::°EiaeB=d7etcTS.;£
ut]liz6  como  control  positivo  de  sobreexpresi6n  tejidos  previamente  analizados  (cerebelo  y
corteza) y coma control negatlvo h[gado. Se uti[iz6 actina coma control de carga.  (8) Gfafico que

iigaj:S¥NopinLsn§5;:;::£##:::ufre;§jv§V€dee¥:Ig±e::g:'!::6i&d!:#uti::!i!RE;:5jt5::::;:a:::;e=i€:::||!
analizados (cerebelo y coTteza) y oomo control negative hlgado. Actina fue utilizada como control
de carga. (D) Gfafico que muestra un analisis semi{uantitativo de los niveles de ERp57 en la SN
relativos  a  actina  de  (C),   los  valores  corresponden  a  los  promedios  y  respectlvos  el.rores
esfandar.  El analisis estadJstico fue realizado mediante el test no param6trico Mann-Whjtney.  ut:
p < 0,01.
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de sobreexpresi6n y el higado como control negativo.

TeFTO N.veces de expresi6n
(relative al NT)

Substantia nigra 3,1

Cuerpoestriado 4,4

Cerebelo 3,3

Corteza 8,4

H,'gado 1,2
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Posteriormente,    los}  niveles   basales   del   ARNm   de   PDl   y   ERp72   fueron

cuantificados en la SN de animales ERp57Tg y ERp57N°Tg de 90 dfas de edad (Figura

12).  No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos para ninguno de

los  mensajeros  analizados,  sin  embargo se  observa  una  tendencia al  incremento  de

PDl y a la disminilci6n de ERp72 en los animales ERp57Tg en relaci6n a |os ERp57N°-Tg

De estos resultados se desprende que no hay cambios compensatorios en los niveles

de  otras  PDls  asociados  a  la  sobreexpresi6n  de  ERp57  en  la  SN  de  los  animalesL

ERp57Tg.

6.3    0bjetivo   especifico    2:   Analizar   la   susceptibilidad    de    las    neuronas

dopamjn6rgicas de [a SNpc frente a la muerte inducida pop la neurotoxina 6-

OHDA en ratones transg6nico§ para ERp57 en el SNC.

6.3.1  Efecto de la sobreexpresi6n de ERp57 sobre la viabilidad de las neuronas

dopamin6rgicas de ]a SNpc luego de ]a inyecc]6n de 6®llDA.

Con el fin de evaluar el posible rol protector de ERp57 en las neuronas dopamin6rgicas

de  la  SNpc  en   un   modelo  experimental  de  la   EP  fueron   realizadas  inyecciones

estereofaxicas de  la  6-OLiDA en  el  cuerpo  estriado de ratones  ERp57NCLTg y  ERp57Tg
I

de  aproximadamente  90 .,dias  incluyendo  tanto  machos  como  hembras,  Siete  dfas

despues  de  la  inyecci6n,  los  animales  fueron  sacrificados  y  se   realizaron  cortes

seriados  de  25  urn de  espesor de  la  zona  del  cuerpo  estriado  y  de  cerebra  medio.

Posten.ormente fueron seleccionados cortes cada 100 urn tanto para el cuerpo estriado

como pare el cerebro medio (abarcando toda la zona de la SNpc) y la detecci6n de la
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I  ERp57TO

Figura 12. Af`alisls de lo§  nivoles de  ARNm de las foldasa§  ERp72 y PDl ®n dls¢cciones
de SN  de  ratones  ERp57N°-T° y ERp57Tg.  Gfaflco que  muestra  la cuantificaci6n  de los  niveles
basales de ARNm de [as foldasas  ERp72  y PDI  en disecciones de SN de ratones ERp57N°-T0 y
ERp57T° de 90 dies de edad. Le cuar\tificaci6n se llevo a cabo medfante un PCF` en tiempo real.
Los valores se expresan oomo los promedios y los errores estandar de los niveles de ARNm de
ERp72 y PDl  relativos a actina obtenidos para 3  ERp57N°-Tg y 3 ERp57T°.  El analisis estadistico
fue realizado mediante el test no parametrico Mann-Whiney. ns: diferencia estadlsticamente no
significativa (p > 0,05).
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proteina TH fue llevada  a cabo mediante  una  lHC  (Figura  13).  Para de{emiinar si  la

sobreexpresi6n de ERp57 tiene algtln efecto §obre la magnitud de la lesi6n provocada

por la toxina 6-OHDA en los terminales axonales de las neuronas dopamin6rgicas de la

SNpc,  la  marca  TH  fue  cuantificada  en  la  zona  del  cuerpo  estriado.  Para  ello  la

densidad integrada asociada al marcador TH fue determinada en cortes que abarcan

toda la zona del cuerpo estriado en animales ERp57N°.Tg y ERp57Tg inyectados con 6-

OHDA.   La  sumatoria  de  las  densidades  integradas  rue  hecha  utilirzando  todos  los

cortes tanto para el lado inyectado como para el lado no inyectado y posteriormente fue

calculado el porcentaje de p6rdida del marcador TH del Iado inyectado con respecto al

no  inyectado   para  ambos  grupos  de  animales  (ERp57N°-Tg  y  ERp57TO).   Como  se

observa en la Figura 138, el hemisfen.o inyectado con la neurotoxina muestra una gran

p6rdida del marcador dopaminergico,  a[canzando una perdida promedio alrededor del

80%   tanto   para   animales   ERp57NcrTg   como   para   ERp57Tq   (Figura   13D).   Estos

resultados muestran que no existen diferencias sign`rficativa§ en la perdida de la marca

TH  entre  ambos  griipos  de  animales.  Ademas  se  descartan  diferencias  basales  del

marcador  dopaminergico   TH   en   el   cuerpo   estn.ado   entre   animales   ERp57N°-Tg   y

ERp57Tg(Figura13C).

Por  otro  lado  el  namero  de  somas  TH+  a   lo  largo  de  toda  la  SNpc  fue

cuantificado a  partir de conteo  manual  utilizando  microscopia de  lue visible.  Este fue

llevado  a  cabo  excluyendo  la  zona  del  VTA  y  haciendo  distinci6n  entre  hemlsferio

inyectado y  no  inyectado  (Figura  14A). Al  cuantificar el  nt]mero de somas TH+ en  la

zona de la SNpc desde cortes ma§ anteriores hasta cortes mss posteriores (Figura 14)

no  se  encontraron  diferencias  significativas  en  el  ndmero  de  somas  TH+  del  lado

control no inyectado en las distintas areas de la SNpc entre anima|es ERp57N°.Tg y
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cerebro de rat6n de Franklin y Paxjnos (2001) de una secci6n representativa del area cerebral
del cueTpo estriado.  En La esquina superior izquierda se muestra la localizaci6n anteroposterior
de la seccion seleccionada y a la derecha uno representaci6n de un corte coronal en el cual se
marca en rojo la zona del cuerpo estriado.  (a) lHQ anti-TH en cortes coronales seriados de 25

:#mda::SRi:5S7°#?ospdaecj:8°ds[agddae`£°aduTny:bi=ondfnt¥aH;adze°::odHeb;u;i:c:::addo°7ded,::
despues. Log ndmeros asignados al [ado izquierdo de cada corte indican el orden del mismo en

fl:+eafensteE'R¥5S7tfjT°gr(::'rcFY:uT::§#;a;°E#!;F9Cd:ng%TdTa:edecofa:::;:S=#ot:V::d8m::°d8ed6e.
OHDA  y  cacrificado 7  d[as  mas tarde.  La  bama  de escala  corresponde  a  1  mm.  (D)  Analisis

::ri:=6:RC°p5d7eJaTgm;TR:g7?on:i;::::a:fi:nd°6j3CAUDy;rdL°o:°dv#o[:Sscse°serte:x:ere'::e::::

e¥Li::arjeded:::#`:%sreEaRtl.::7aJtady°5n:ni:ya¥E°R55?TorTeE:¥nnad]:s?8a:spfarodrs;8:°fuc:nreea',i:aTor
mediante    el    test    no    parametrico    Mann-Wliitney.    ns:    diferencia    estadlsticamente    no
significativa.(p > 0,05).
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ERp57Tg (Figura 14C). De estos resultados se desprende que no existen diferencias a

nivel  basal en  la distribilci6n de neilronas dopaminergicas de la SNpc entre animales

ERp57NC+Tg y  ERp57Tg.

Al  analizar  el  ndmero  total  de  somas  TH+  compTendiendo  toda  la  SNpc  no  se

detectaron      diferencias      sign.rficativas      entre      ambos      grupos,      observandose

aproximadamente  1300  somas  TH+  tanto  para  animales  ERp57N°-Tg  como  ERp57Tg

(Figura  158).  Estos  resultados muestran que no existen cambios a  nivel  global en  el

ntlmero   de   neuronas   dopamin6rgicas   en   la   SNpc   de   los   animales   ERp57Tg   al

compararlos   con   los   ERp57NCLTg.   Posteriormente,   fue   cuantificada   la   perdida   del

marcador TH en el lado inyectado con la 6-OHDA (Figura 15). Como se observa en  la

Figura  15C tanto ratones ERp57Tg como ERp57N°-Tq presentan porcentajes de perdida

de TH muy similares, cercanos al 40% en ambos casos, tal y como se observa en el

corte   representativo   de   la   Figura   15A.   De  este   resultado  se  desprende  que   la

sobreexpresi6n de ERp57 en el SNC no genera protecci6n frente a la 6-OHDA en  las

neuronas dopamin6rgicas de la SNpc,  al memos a nivel global.  Con el fin de estudiar

una posible neuroprotecci6n local en una zona especifica de la SNpc, fue realizado un

analisis mss exhaustivo del ndmero de neuronas en cada corte por genotipo,  antes y

despues de la inyecci6n. Fue posible apreciar diferencias significativas en el ntlmero de

somas TH+ Iuego de la inyecci6n con 6-OHDA s6lo en los cortes 2, 3, 4 y 5 en ambos

grupos  (Figura   16).  Asi  mismo,   no  se  encontraron  diferencias  §ignificativas  en  el

porcentaje  de  p6rdida  neuronal  par  corte  al  comparar  entre  animales  ERp57N°-Tg  y

ERp57Tg (Figura  17).  Estos  resultados  permiten  descartar que  la  sobreexpresi6n  de

ERp57  genere  una  neuroprotecci6n   localLzada  a  un  grilpo  particular  de  neuronas

dopamin6rgicas en la SNpc.
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Paxinos(2001)  de  una  secci6n  representativa  del  area  cerebral  de  la  SNpe.    En  la  esquina
silpe  oT izquierda se muestTa la localizacidn anteroposterior de la secci6n seleccionada y a la
derecha una representacj6n de un corte coronal en el cilal se marca en rojo la zona de la SNpc.
(a)  IHC  anti-TH  que  muestra  la  distribuci6n     napresentativa  de  la  SNpc  a  lo  largo  del  eje
anteropo8terior de un animal WT C57BL/6.   La  lHC  anti-TH fue realizada en cories coronales
seriados de 25 urn de espesor espaciados cada  loo urn abarcando toda la zona de la SN.  Los
ntlmeros  aslgnados  al  lado  izquierdo  de  cada  corte  indican  el  arden  del  mismo  en  el  eje
anteroposterlor de  la  SN.  La  zona  de  la  SNpc  en  cada  corte  se  muestra  enmaroada  par  un
romboide. (C) Gfafico que muestra el conteo maTuial de los somas TH+  de fa SNpc en el lado
no inyectado en de ratones ERp57N°-T° y ERp57T° inyectados con 8 ng de 6-OHDA en el ouerpo
estriado.  El ndmero de cada corte  del eje X esta  representado en  la  Figura  148.  Los vatores

e:=Sdpa°£d::,aoL°€nidroo::di:rdyr§:t::ees¥#fae+onydFee5roEaRbps5°+uT!?£Fa:aHs:::sH:di:,=n;::
realizado mediante un test de ANOVA de dos vias seguido de un post-test de BonfeTroni. No se
observaron a.rfemcjas estadisticamente significativas entre ambos grupos para ninguno de los
cortes (p > 0,05).
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dlas de edad inyectados con 8  LIg de 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 7 dias mas
tarde.  La  barra  de  escala  corresponde  a  200Lim.  En  rojo  se  maroa  la  zona  de  la  SNpc y en

:n:y:=s,?nH::S:gE::rva:i:ap:eng£#:eag¥aL=s:T,:e,,,=T:c,:a:s:::L!u:en£!::n:a::in::i::sacx;E:#o%n:usad':::+
abarcando toda la zona de la  SNpc (cortes  1-12) de animalos ERp57N°'Tg y ERp57T° inyectados
con  8  LLg  de  6-OHDA  en  el  cuerpo  estriado  y  sacrificados  7  dfas  mss  tarde.  Los  valores  se

:X:Pp¥za,:Tgxm£Ee*;:g°7:o£5?L§:%vfina¥omfe::£::%S£:ou:§i#£n¥eTdr::*fafn:d:rtfb:#:n:i,::;
::,Ln!;eg=dRpy57%ITEi?#,:,nsa:EL°E££°fu:nr:lil:#edT::tred:,:e:tn:#a§raEmR&5:.:°a%n5.
Whitney. *": p < 0,001, *: p < 0,05, ns: diferencia estadfstieamente no significativa (p > 0,05).
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inyectado con 8 Lig de 6-OHDA en el ouerpo estriado luego de 7 dlas de la inyecci6n.  El nomero
de  cada  corte  del  eje X  esta  representado en  ta  Figura  148.  Los  vatores  corresponden a  los
promedios  y  errores  estandar  del  ndmero  absoluto  de  somas  TH+  presentes  en  cada  corte,

:bHt:nidefaaspNa#rd8eTatt°#eessEERRPp5577NT°gTc!B±gpi:#enqtuees:rFasdt:ne:#yn£Foa:u,:'y:e±°dsos:mna;
ng de 6-OHDA en el cuerpo estriado luego de 7 dlas.  El ndmero de cada corte del eje X esfa
representado en  la  Figura  148.  Los valores corresponden a  los  promedios  y errores estandar
del  ntlmero  absoluto  de  8omas  TH+  presentes  en  cada  corte,  obtenidos  a  partir  5  ratones
ERp57T°. E` analisis estadlstico fue realizado mediante un test de ANOVA de dos vias seguido
de   un   post-test  de   Bonferroni.   -:   p  <  0,001,   ":   p  <   0,01,   .:   p  <  0,05,   ns:   diferencia
estadisticamente no significatnra (p > 0,05).
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representado en la Figura  148. El analisis estadistico fue realizado mediante un test de ANOVA
de dos vias seguido de un  post-test de Bonferroni.  No se observaron diferencias significativas
en el porcentaje de p6rdida de TH entre ratones ERp57T9 y ERp57N°-T° en ninguno de |os cortes
analizados.
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En  resumen,  estos  resultados  mos  indican  que  el  modelo  toxicol6gico  de  6-

OHDA    que    fue    previamente    establecido    en    nuestro    laboraton.o    gener6    la

neurodegeneraci6n retrograda esperada en los animales inyectados, afectando tanto a

los   terminales   axonales   ubicados   en   el   cuerpo   estriado   como   a   los   somas

dopaminergicos localizados en la SNpc. Sin embargo,  la sobreexpresi6n de ERp57 en

el SNC no genefo protecci6n en las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc frente a la

neurotoxina  6-OHDA,  obteniendose  una  lesi6n  de  magnitud  similar  entre  animales

ERp57N°-Tg y ERp57Tg, tanto en el cuerpo estriado (80 % de perdida) como en la SNpc

(40  %  de  p6rdicla),  ademas  se  descarta  a(gdn  tipo  de  protecci6n  localizada.  Estos

resultados  dan  cuenta  que  la  hip6tesis  planteada  es  nula  y  debe  ser  reformulada

considerando las niievas evidencias obtenidas en el presente estudio.

6.3.2 Evaluaci6n de cambios motores espondaneos inducidos por la inyecci6n de

6-OHDA en e[  cuerpo estriado de ratones transgenicos  para  ERp57  en  e[

SNC.

Cuando se  produce una  perdida hemilateral  masiva  de  los terminates axonales

dopaminergicos   del   cuerpo   estriado   (2   50%)   es   posible   constatar  determinados

sintomas    motores    asociados    a    una    asimetria    en    la    transmisi6n    sjnaptica

dopaminergica.  En modelos murinos es posible evaluar estos signos motores a par[ir

de algunas pruebas motoras, una de las mss utilizadas es el test del cilindro. EI test del

cilindro    consiste    en    introducir    al    rat6n    en    cilindro    de    vidrio    translacido    de

aproximadamente 20 cm de diametro y cuantificar el nt]mero de toques qlle realizada

el raton con cada pata delantera en las paredes del cilindro (ver secci6n 5 Materiales y

metodos).    Si    existe    una    perdida    considerable    de    los    terminales    axonales

dopaminergicos   del   cuerpo   estriado   de   un   hemisferio   del   cerebro   entonces   se
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evidencia un uso asim6trico de las patas delanteras producto de la disminuci6n en los

niveles de dopamina y en consecuencia de la transmisi6n  sinaptica mediada  por ese

neurotransmisor.  De este modo,  un  rat6n hemi-lesionado tendfa menos capacidad de

tocar las paredes del cilindro con la pata del lado opuesto a la lesion (contralateral). En

niiestro  modelo,  la  inyecoi6n  estereotaxica  de  6-OHDA  se  realiza  en  el  hemisferio

derecho por lo que se espera que el rat6n hemi-Iesionado toque en menos ocasiones

con la pata izquierda.

Para complementar los resultados obtenidos en la secci6n 6.3.1, fue llevado a

cabo el test del cilindro en animales ERp57N°Tg y ERp57Tg previamente a la inyecci6n

(llnea  base) y 7 dlas  post-inyecci6n  de 6-OHDA (Figura  18).  Como se observa en  la

Figura  188  la  lesi6n  ocasionada  por la  inyecci6n  de  6-OHDA indujo  una  disminuci6n

significativa  en  el  porcentaje  de  toques  contralaterales  a  las  7  dias  post-inyecci6n,

tanto para ratones ERp57N°-Tg como ERp57Tg (Figura 188), observandose alrededor de

un  50%  en  la  linea  base  y  aproximadamente  un  35%  de  asimetria  motora  7  dias

despu6s de la inyecci6n de 6-OHDA en ambos grupos.  Los resultados de esta prueba

indican que no hay d.rferencias basales, ni tampoco inducidas, en el desempefio motor,

de animales ERp57Tg en comparaci6n con aquellos ERp57N°-Tg, lo que se correlaciona

con el analisis histol6gico previo.

6.4 0bjetivo especifico 3: Cuantificar la expres]6n de algunas PDls en la SN y en

e[ cuerpo estriado de ratones transgenicos para ERp57 en e] SNC despu6s
t                   del tratamiento colt 60HDA.
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del  montaje  experimenfal  del  test  del  cilindro.   EI  test  del  cilindro  pemite  evaluar  cambice
motores espontaneos provocades par asimetrlas hemilaterales en los nive[es de dopamina.  En
esta prueba se intnduce al rat6n en un cilindro de vidrio y Se cuenta el ndmero de toques con
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semana post inyecci6n con 8 Lig de 6-OHDA en el cuerpo esthado del hemisferio derecho del
rat6n.  Log valores se expresan coma porcentaje del ndmero de toques efectuados con la  pata
delantera  izquierda  (contralateral  al  lado  leslonado  inyectado)  respecto  al  ndmero  de  toques
t#o'ne:s(rf:'p=7d£=9F8aEmR¥5S7PaafaE:)ayna#s¥S£°fan:fe££'::ep:a|=%X:d|:Let:::fat:dtaL:et::

Student. -*: p < 0,001, ":  p < 0,01.
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6.4.1  Evaluaci6n de [os  niveles de ARNm de  PD[ y ERp72 en la SN  de ratones

ERp57Tg inyectados con 6®HDA.

Con el fin de evaluar la contribuci6n del estfes de RE y la activaci6n de la UPR

en  en  el  modelo  de  6-OHDA y  una  posible  regulaci6n  diferencial  de  esta  via  en  los

animales ERp57Tg se evaluaron los niveles de ARNm de algunas PDls (PDl y ERp72)

luego de la inyecci6n de 6-OHDA. El analisis de ARNm fue realkado mediante qpcR a

partir del ADNc proveniente de la SN de 3 animales ERp57Tg y 3 ERp57NCLTg inyectados

con 6-OHDA, tal y como se describi6 en la secci6n Materiales y metodos.

Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo en los niveles de

ARNm  de  PDl  y  ERp72  en  la  SN  (Figura  19A y  198,  respectivamente)  ILiego  de  la

inyecci6n de 6-OHDA en el cuerpo estriado para el grupo de animales ERp57N°T9. Esta

inducci6n   no  fue  observada  en   el   grupo   de  animales  ERp57Tg   (Figura   19).   Este

resultado indica que existe ilna regillaci6n en los niveles de mensajero de PDl y ERp72

asociada al tratamiento con 6-OHDA.

6.4.2 Evaluaci6n de los niveles de expresi6n de las proteinas PDI y ERp72 en la

SN y en el cuerpo estriado de ratones ERp57Tg inyectados con 6-OHDA.

Con  el  objetivo  de  estudiar  posibles  cambios  en  los  niveles  de  expresi6n  de

algunas  PDls  en  el  cuerpo  estriado  y  la  SN  de  animales  ERp57Tg  y  ERp57N°-Tg,  se

analizaron los niveles de las chaperonas mediante Western blot a partir de disecciones

de  cuerpo  estriado  y  SN  de  animales  ERp57Tg  y  ERp57N°Tg  de  90  dfas  de  edad

inyectados con 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 7 dias despil6s.

En  pn-mera  instancia  se  evaluaron  los  niveles  de  expresi6n  de  la  proteina

ERp57 en el cuerpo estriado de los mismos animales ERp57NcrTo y ERp57Tg ana|izados
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Figura 19. Analisi3 de Ice nivo[os de ARNm do las foldasas PDl y  ERp72 en disoccionos
do SN d® ratones  ERp57N°-Tq y ERp57T. inyoctido§ con 6-OHDA.  Los gfaficos muestran la
cuantificaci6n de  los nivele8  de ARNm de  las foldasas  PDl  (A)  y  ERp72 (8)  en  disecciones de
SN de ratones ERp57N°'Tg y  ERp57T° de 90 dias de edad  inyectades con  8  ug de 6-OHDA y
sacrificados  1  semana mss tarde.  Ni: lado no inyectado,  i:  Iado inyectado.  La cuantificaci6n se
llevo a cabo mediande un PCR en tiempo real.  Los valores se expresan como los promedios y
los erTores estandar de los niveles de ARNm de PDl y ERp72 relativos a actina obtenidos para
3  ERp57N°-TO y 3  ERp57TO.  E| analisis estadlstico rue realizado mediante el test no parametrico
Mantrwhitney. *:  p < 0,05, ns: diferencia estadfsticamente no significative (p > 0.05).
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por qpcR. No se observan cambios significativos en los niveles de ERp57 luego de la

inyecci6n  con  6-OHDA  para  ninguno  de  los  grupos  de  animales  (Figura  20),  lo  que

indica  que  los  niveles  de  ERp57  no  son  regulados  por  la  neurotoxina  en  el  cuerpo

estriado o no es posible detectar esta regulact6n.

En  ciianto  a  los  niveles  de  expresi6n  basales  (no  inyectado)  se  observa  un

incremento significativo de los niveles ERp57 en los animales   ERp57Tg  resultando ser

alrededor  de  ocho  veces  mss  que  el  de  animales  ERp57N°-Tg  (Figure  2oC).   Este
8

resultado confirma la sobreexpresi6n de ERp57 en  uno de los tejidos de intefes en el

modelo de estudio.

Los niveles protejcos de ERp72 en el cuerpo estn.ado de animales ERp57N°-Tg y

ERp57Tg  (Figura  21),   resultaron  ser  similares  a  nivel  basal  (Figura  21C)  y  no  se

observaron  cambios  significativos  en  los  niveles  de  esta  proteina  asociado§  a  la

inyecci6n de 6-OHDA en ratones ERp57N°-Tg,  ni tampoco en los ERp57Tg (Figura 218).

Este resultado nos indica que a nivel proteico no es posible detectar una regulaci6n en

los niveles de ERp72 en el cuerpo estriado de ratones inyectados con 6-OHDA.

Ademas,  para confirmar la efectividacl de la inyecci6n fueron cuantidcados los niveles

proteicos de TH en la SN despues del tratamiento con 6-OHDA. Tanto ratones ERp57Tg

como  ERp57NC'Tg  mostraron  una perdida significativa del  marcador dopaminergico TH

en  el  lado  inyectado  con  la  neurotoxina  en  comparaci6n  con  el  lado  no  inyectado,

observandose un 51% de p6rdida de TH en animales ERp57Tg y un 43% de perdida en

ERp57N°-Tg (Figura 22). Este resultado nos pemife confirmar la efectiviclad de la lesi6n

ocasionada por ]a inyecci6n de 6-OHDA.
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d[a§ de edad  inyectados con  8ug de 6-OHDA en el ouerpo  estriado y  sacriflcados  1  semama
mas tarde.  Ni: lado no inyectado,  i:  lado inyectado.  (a) Cuantificaci6n densitometrica de la seflal
correspondiente a ERp57 en (A). Los valores corresponden al promedio y error esfandar de los
niveles  de  ERp57  normalizados  par  el  control  de  carga  HSP90.  (C)  Gfafico  que  muestra  la

:s#ang:Cj:na::m':,:snj:R';:7ts#[;SE(±apd5°7TE°e##d:ttae::apnT%:nc?6:ReR57B;.nE:'acnuae,gj:
estadlstico  fue   realizado   mediante   el  test  no  parametnco   Mann-Whitney.   *:   p  <   0,05,   ns:
diferencia estadlsticamente no significativa (p > 0,05).
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correspondiente a ERp72 en (A).  Los valores corresponden al promedio y error estandar de lo§
niveles  de  ERp72  nomalizados  par  el  control  de  caTga  HSP90.  (C)  Gfafico  que  muestra  la
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i: lado inyectado. (8) Cuantificaci6n densitometrica de la sehal correspondiente a TH en (A). Los
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niveles  relativos  de  prote[na  TH  normalizados  por  el  control  de  carga  HSP90  mosti.ados  del
Western blot de (A).  El analisis estadistico fue realizado mediante el test no parametrico Mann-
Whthey. *: p < 0,05, ns: diferencia estadlsticamente no significativa (p > 0,05).
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Con  el  fin  de  estudiar  la  posible  regulaci6n  de  algunas  PDls  asociada  a  la

inyecci6n de 6-OHDAen` la SN, tambien se analizaron losL niveles de expresi6n de PDl

en  la SN  de los mismos animales ERp57N°-Tg y ERp57Tg empleados en  las secciones

anteriores (Figura 23).  Los niveles de expresidn de PDl en el hemisferio inyectado con

6-OHDA fueron muy similares a los obtenidos en el lado control no inyectado tanto en

anima|es ERp57N°-Tg  coma ERp57Tg coma se observa en la Figura 238,` Este resultado

muestra que a  nivel  proteico  no es  posible detectar una  regulaci6n  en  los  niveles de

PDl  asociada a la  inyecci6n  de 6-OHDA,  como se observ6 a  nivel  de ARNm.  A nivel

basal,  se obse.va una tendencia a mayores niveles de PDl  en  los animales ERp57Tg,

sin   embargo   los  niveles  de  expresi6n  soy  muy  variables  entre  animales  y  esta

diferencia no result6 ser signfflcativa (Figura 23D).

Finalmente, fueron evaluados los niveles de expresi6n de la proteina ERp72 en

la  SN  de  los  mismos  animales  ERp57N°-Tg  y  ERp57Tg  (Figura  23).  Los  niveles  de

expresi6n de ERp72 despues de la inyecci6n de 6-OHDA en estos animales no fueron

modificados,  sin embargo se observa una tendencia hacia menores niveles de ERp72-

luego de la inyecci6n de 6-OHDA en ambos grupos de animales, como se observa en

la  Figura  23C.  Tampoco  se  observan  diferencias  en  los  niveles  basales  (Iado  no

inyectado) de ERp72 al comparar entre ambos grupos (Figura 23D).

En  resumen,  no fue  posible  detectar  diferencias  signifeativas  en  los  niveles

proteicos de PDl y ERp72 en la SN, asociados a la inyecci6n de 6-OHDA, a diferencia

de lo observado a nivel de ARNm, lo que sugiere que no hay regulaci6n de estas PDls

por esta  neurotoxina a  nivel  proteico o que  no es posible detectar estos cambios.  No

obstante,  los niveles de expresi6n  mostraron ser muy variables entre animales por lo

que no es posible concluir al respecto.
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7. DISCUS16N

7,1  EFip57, Lina I)roteina multifuncional.

ERp57 es una glicoprotefna con actividad tiol oxidorediictasa, perteneciente a la

familia de las PDls.  Se encuentra principalmente localizada en el RE,  donde juega un

papel  importante en el control de  la calidad y el  plegamiento de glicoproteinas recien

sintetizada§,   catalizando   la  formaci6n   de   puentes  disulfuro  en   el   ciclo   CNX/CRT

(Ellgaard y Fn.ckel,  2003).  Sin embargo,  ERp57 tambien  puede desempefiar diversas

funciones fuera del RE (Coppari y col.  2002).  Por ejemplo, se ha descrito que ERp57

es  capaz  de  unirse al  ADN  asf  como tambien  a  proteinas  nuc[eares  (Coppari  y col.

2002).

Ademas,   ERp57   puede   actuar   como   chaperona   molecular   previniendo   la

fomaci6n   de   agregados   proteicos   (Ferrari   y   Soling,   1999;   Grubb   y   col.,   2012;

Maattanen  y  col.,  2010;  Turano  y  col.,  2002).  Adicionalmente,  ERp57  tiene  un  papel

critico en el desarrollo embrionario,  pues su deficiencia en ratones "knock-out" resulta

letal  en  etapa  embrionaria  (Coe y  col.  2010).  Algunos  estudios sugieren  que  ERp57

poclrfa tener un  rol  importante en  la transducci6n  de sefiales y  regulaci6n  g6nica,  ya

que se ha observado que se asocia al activador de la transcripci6n 3 (STAT3) y regula

la seFializaci6n  mediada por este factor (Coe y col. 2010).  La funci6n de ERp57 en el

sistema  inmune  ha sido ampliamente estudiada debido  a que esta  involucrada en  el

ensamblaje de [a cadena pesada del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I

(MHC  I) (Garbi y col. 2006).

En   el   contexto   patol6gico,   ERp57   se   ha   considerado   como   un   posible

biomarcador de la progresi6n de diversas enfermedades tales como; cancer, hepatitis,
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ELA,   EA  y  desordenes  asociados  a  pn.ones  (Coe  y  col.   2010).  Ademas,   existe

nilmerosa evidencia que da cuenta del posible rol neilroprotector de la proteFna ERp57

en enfermedades neurodegenerativas como  la enfermedad  de CJ,  EA y ELA (Hetz y

col.  2005;  Erickson  et al.,  2005; Alkin y col.  2006;  Massignan y col.  2007).  Es  por ello

que esta proteina resulta un blanco atractivo para el desarrollo de nuevos tratamientos

y el diagn6stico temprano de varias enfermedades humanas (Coe y col. 2010).

En este seminario de titulo se estudi6 el posible efecto de la sobreexpresi6n de

ERp57  en  la  sobrevida  de  la§  neuronas  dopaminergicas  de  la  SN  en  un   modelo

toxicol6gico  animal  de  la  EP.  Para  ello,  fue  utilizado  un  modelo farmacol6gico  de 6-

OHDA en ratones transgenicos para ERp57. Con este estudio se pretendi6 evaluar la

posible contribuci6n terapeutica de ERp57 en un modelo de la EP /.n v/.vo.

7.2 Modelo de ratones transg6nicos pars ERp57 en el SNC.

Aun    cuando    la    proteina    ERp57    ha    sido    relacionada    con    numerosas

enfermedades  neurodegenerativas (AIkin y col.  2006;  Hetz y col.  2005;  Massignan  y

col.  2007;  En.ckson  y  col.  2005;  Hoffstrom  y  col.  2010;  Hetz y  col.  2003;  Hetz y  col.

2005), su rol en el SNC y su contribuci6n en patologias como la EP atin pemanece sin

dilucidar.

En   el   presente   seminan.o  de  tltulo  fue   utilizado   un   rat6n   transg6nico  que

expresa el gen de Ep57 humano bajo el control g6nico del promoter neuronal de Prp,

para evaluar el posible efecto neuroprotector de ERp57 en un modelo toxicol6gico de la

EP.

Un  a§pecto  a  considerar  para validar los  resultados  que  fueron  obtenidos  en

este seminario de titulo es la reprodilcibilidad y robustez de nuestro modelo en estudio.
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Para  ello  resulta  de  importancia  la  caracterizaci6n  exhaustiva  de  este  tanto  a  nivel

fenotipico como molecular. Previamente, en este modelo file verificada la expresi6n de

la protelna ERp57 en tejidos nerviosos tales como corteza, cerebelo y medula espinal

(Andreu,   2012,   no   publicado),   mientras   que      en   este   seminario   de   titulo   fue

comprobado  que  los  ratones  ERp57T8  expresan  la  proteina  ERp57  humana  en  los

tejido§  de  la  SN  y  el  cuerpo  estriado,  correspondientes a  las  areas  del  cerebro  que

albergan las neuronas dopamin6rgicas qiie sufren neurodegeneraci6n en la EP.

El analisis de peso y  actividad  motora  no mostfo diferencias aparentes entre

ratones  ERp57T8  y  ERp57N°-Tg  (Andreu,  2012,  no  publicado).  Estos  resultados  dan

cuenta que la expresi6n de la protelna ERp57 humana en el sistema nervioso no altera

dfasticamente  pafametros fisiol6gicos.  Sin  embargo,  este  estudio  corresponde a  una

caracterizaci6n parcial del fenotipo y no debemos descartar la posibilidad de que estos

ratones presenten diferencias  en el  desempefio de otro tipo  de  pruebas motoras y/o

cognitivas que den cuenta del rol funcional de esta prote[na /.n vivo.

Una  tim.itante  del  modelo  utilizado  es que  se  desconocen  las caracteristicas

fisicoqulmicas y funcionales de la  proteina que se esfa  sobreexpresando a  partir del

transgen.   El   constructo   utilizado   para  generar  estos   ratones  ha   demostrado   ser

funcional  (Borchelt  y  col.   1996),   sin  embargo  resta  estudiar  si  la  proteTna  ERp57

liumana  fusionada  al  tag  flag  en  su  dominio  c-terminal,  conserva  las  propiedades

estructurales  de  la  protefna  nativa  y  si  esta  protelna  fusi6n  humana  mantiene  su

funcionalidad  en  el  contexto  murino.  Es  por ello  que  en  nuestro  laboratorio  se estan

realizando estudios,  que  nos daran cuenta de  la funcionalidad  de  la  proteina  i.n  v/.vo.

Mediante  la  inyecci6n  intraperitoneal  de  tunicamicina,   LJn  compuesto  que  produce

estfes de  RE a  nivel  sistemico,  especificamente pretendemos evaluar si  la  magnitud
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del estfes de RE generado a partir de este farmaoo es menor en animales ERp57Tg en

comparaci6n con ERp57N°-Tg en tejidos nerviosos tales como la SN, el cuerpo estriado,

medula,  corteza y cerebelo.  Para analizar la  magn.rtud del estfes de  RE generado se

hafan ensayos de procesamiento del ARNm de Xbp7, como indicador de activaci6n de

la UPR via IF{El a, y adicionalmente se analizafan los niveles de ARNm de marcadores

clasicos de estfes de RE como ATF4, Bip, CHOP y de chaperonas que se activan en

estas condiciones coma ERp57, ERp72 y PDl.

Un  antecedente  que  permite  constatar  la  funcionalidad  de  la  proteina  ERp57

humana sobreexpresada en este modelo de rat6n lo constituye estudios realizados en

nuestro laboratorio en colaboraci6n con el laboratorio del Dr. Felipe Court (Ofiate 2012,

no   publicado),   donde  se   describe  que   la  expresi6n   de   ERp57   en   los  animales

transgenicos favorece la recuperaci6n motora e incrementa la remoci6n de mielina y la

regeneraci6n axonal lilego de un dafio inducido en  nervio periferico, desconociendose

at]n el mecanismo par el cual ocurre dicho fen6meno.

7.3. Efecto funcional de ERp57 en la sobrevida de ]as neuTorias dopamin6rgicas

de la SNpc.

Considerando los antecedentes de la posible capacidad neuroprotectora de ERp57

y la previa caracterizaci6n de un modelo de rat6n transg6nico para ERp57 en el SNC,

fue evaluado el efecto de la sobreexpresi6n de ERp57 en un modelo farmacol6gico de

la  EP,  como  una  aproximaci6n  /.n  vivo  pare  la  identificaci6n  de  un  posible  blanco

terap6utico de la EP.  No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de

P6rdida de neuronas dopamin6rgicas de la SNpc entre anima|es ERp57To y ERp57N°-Tg,

ni tampoco  en  las  pruebas  motoras  realizadas despues  de  la  inyecci6n  de  6-OHDA.

Dada  la  alta  reproducibilidad  del  modelo  toxicol6gico  empleado,  los  resultados  que
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fueron obtenidos en  este seminari-o de titulo  proporcionan evidencia  para  rechazar la

hip6tesis de trabajo, por lo que podemos postular que la sobreexpresi6n de la proteina

ERp57 en el SNC no protege frente a la neurodegeneraci6n gatillada por la neurotoxina

6-OHDA en las neuronas dopaminergicas de la SNpc, al menos en este modelo murino

toxicol6gico. Queda abierta la btisqueda de nuevos modelos de EP para complementar

este    estudio    y    el    posible    impacto    de    esta    proteina    en    otros    procesos

neurodegenerativos.

Con el fin de comptementar este estudio, deber{an realizarse Pruebas funcionales

de  la  proteina  ERp57-flag  expresada  en  estos ratones,  pues  existe  la  posibilidad  de

que el. tag  haya  modificado en alguna medida su actividad catalltica o interfiera en la

interacci6n  con  otras  protelnas.  Por otro lado,  es  posible que el transg6n  por ser de

procedencia  humana  se  traduzca  en  una  proteina  menos  eficiente  en  un  contexto

murino.

Un aspecto  importante que no fue abordado con  anterioridad,  es el  hecho que  la

caracterizaci6n  del  modelo  de  raton  transgenico  pare  ERp57  en  el  SNP,  asi  como

tambien  la  imp[ementaci6n  del  modelo toxicol6gico  de 6-OHDA, fueron  real.Lzadas en

ratones machos, sin embargo para este trabajo se utilizaron indistintamente machos y

hembra§  de  ambos  genotipos.   Esto  tlltimo  se  debi6  a  la  limitante  del  ntlmero  de

animales disponibles que cumplieran con  un mlnimo de 90 dfas para llevar a cabo la

inyecci6n  estereotaxica.  No  obstante,  Ios resultados que fueron  reportados aqul para

los animales no transgenicos muestran valores similares a  los obtenidos previamente

para el analisis histol6gico de ratones \/\/T machos de tres meses de edad inyectados

con  6-OHDA ovaldez 2013,  no  publicado),  donde,  se observ6  poca variabilidad entre

animales. Esto nos permite descartar un efecto de genero-dependencia en este modelo
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toxicol6gico. Asi mismo,  los niveles de expresi6n de la proteina ERp57 en  la SN y el

cuerpo estriado tambien resultaron similares entre animales de distintos g6neros para

cada grupo, no obstante seria mss concluyente hacer una comparaci6n por g6nero.

Respecto  a  los  analisis  del  desempefio  motor  realizado  mediante  la  prueba  de!

cilindro  fue  posible  tambi6n  descartar  problemas  motores  basales  en  los  animales

ERp57Tg, pues el porcentaje de toques contralaterales en la linea base result6 cercano

al  50%,  lo  que  da  cuenta  de  una  capacidad  equivalente  de  utilizar  ambas  patas

delanteras.  Ademas,   por  inspecci6n  visual  es  posible  constatar  que  los  animales

transg6nicos presentan igual capacidad de movimiento qiie animales no transgenicos.

Este estudio amplia la caracterizaci6n del modelo de rat6n transg6nico para ERp57 en

el SNC y permite que pueda ser iltilizado en la evaluaci6n de dafios motores inducidos,

ya    sea,    en    este    modelo    toxicol6gioo    u    otros    modelos    de    enfemiedades

neurodegenerativas.

La evidencia actual acerca del vlnculo entre el estfes oxidativo y la  EP podrfa ser

una  posible  explicaci6n  de  los  resultados obtenidos.  Estudios  rectentes demostraron

que la depleci6n de g[utati6n (GSH), el tiol de bajo peso mo[eoular mss abundante y el

mayor antioxidante encontrado en lag c6lulas, es uno de los eventos bioquimicos que

ocurre mss tempranamente en la EP (Jenner y col.1993;  Peny y col.1986). A partir de

esta  evidencia,  el  concepto  de  estfe§  oxidativo  ha  sido  asociado  a  la  sefializaci6n

redox,  un  complejo  proceso,  basado  en tioles qiie  regulan  no  s6lo  el  dafio  oxidativo

sino tambien la activaci6n de mecanismos enzimatlcos de sefializaci6n.  EI GSH y los

sistemas   antioxidantes    basados   en   GSH   son    reguladores    importantes   de    la

neurodegeneraci6n asociada a la EP (revisado en Garcia y col.2012). Adicionalmente,

se   ha   demostrado   que   los   sistemas   redox   basados   en   tioles,   tales   como,

82



peroxiredoxinas,   tioredoxinas,   metalotioneinas,   mctioninas   sulfoxido   redilctasas   y

factores de trascn.pct6n asi como tambien modificaciones oxidativas en grupos tioles de

proteinas  (cisteinas),  que  inclL]yen  hidroxilaciones,  glutationilaciones y  nitrosilaciones,

son capaces de regular la perdida de las neuronas dopaminergicas (Alam y col.1997;

Danielson y col. 2008.). Algunos estudios nan demostrado que sistemas antioxidantes

basados  en  GSH  ejercen  un  efecto  protector frente  a  la  muerte  de  las  neuronas

dopaminergicas  inducida  en  modelos  toxicol6gicos  animales  de  la  EP.  por  ej.emplo;

ratones deficientes en  la glutati6n  peroxidasa  1  (GPX1)  exhiben  un  incremento en  la

sensibilidad    a    la    neurotoxina    MPTP    (Klivenyi    y   col.    2000),    mientras   qiie    la

sobreexpresi6n de esta misma proteina protege frente a la toxicidad inducida por MPP+

y  6-OHDA  /.n  v7'fro  e  i.A  v/.vo.  Tambien  se  ha  descrito  que  la  administraci6n  oral  del

antioxidante  N-acetil-I-cisteina  (NAG),  la  cual  actda  como  dador de  cisternas  para  la

s[ntesis de GSH, atenda la p6rdida de celulas dopamin6rgicas inducida par MPTP,  6-

OHDA y la sobreexpresi6n de a-sin /.n vino (revisado en Garoia y col. 2012).

Por otro lado, el estado redox de PDl y otros miembros de la familia de las PDls es

posiblemente  regulado  por  glutati6n  ya  sea  en  su  estado  reducido  (GSH)  o  en  su

estado   oxidado   (GSSG),   asi  como  tambien   por  otras   oxidasas,   reductasas  y/o

sustratos (Hatahet y Ruddock, 2009).

Considerando  estas  evidencias,  es  posible  especular que  alteraciones en  estado

redox  de  las  neuronas  dopaminergicas  de  la  SNpc  de  animales  inyectados  con  6-

OHDA,  resulte en ilna perdida funcional de la proteina ERp57 por disminuci6n en  los

niveles de GSH u otra mol6cula que regllle el estado oxidativo y por ende la actividad

catalitica  oxidcLreductasa  de  ERp57.  Un  estudio  realizado  en  coraz6n  de  pacientes

diab6ticos  muestra  que  alteraciones  en  el  estado  redox  conlleva  a  la  perdida  de  la
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cardioprotecci6n  otorgada  por  la  proteina  PDI  IToldo  y col.  2011).  Es  posible  que  el

nivel  de  estfes  oxidativo  generado  par  la  6-OHDA  no  logre  ser compensado  con  la

sobreexpresi6n  de  ERp57  en  nuestro  modelo  de  rat6n  transg6nico.  Seria  necesario

realizar estudios con  dosis de 6-OHDA menores a las utilizadas en este estudio  para

descartar esta hip6tesis. Si bien es cierto, 7 dras es el tiempo en el cua] se alcanza la

mayor perdida  de  neuronas dopaminergicas en  este  modelo  toxicol6gico,  es  posible

que  el  efecto  de  la  chaperona  ERp57  ocurra  en  etapas  tempranas  de  la  muerte

neuronal, por lo cual, resulta de gran intefes realizar una cinetica de neurotoxicidad de

6-OHDA en estos animales transgenicos.

Otra posible raz6Ii que expljca por que la sobreexpresj6n de EFip57 rio genera la

protecoi6n esperada, es que los niveles de estfes oxidativo generado por el modelo de

6-OHDA  sean  tales  que  esta  proteina  sufra  inactivaci6n  por  S-nitrosilaci6n  y  que  la

sobreexpresi6n  de  ERP57  no  sea  suficiente  para  compensar el dafio  oxidativo.  Esta

idea es apoyada  por iln  estudio en  el  cual se  encontr6 que  la  PDl,  el  miembro  mas

cercano  a  ERp57,  es  S-nitrosilada  en  tejido post morfem  de  pacientes  con  la  EP  y

modelos  toxicol6gicos  de   la   enfermedad,   Io   cual   inhibe   su   actividad   enzjmatica

conduciendo a la acumulaci6n de protefnas mal plegadas y la concomitante activaci6n

de  la  UPR  (Uehara,  Nakamura  y  col.  2006).  Ann  queda  por  determinar  si  ERp57

tambi6n es nitrosilada bajo estas mismas condiciones.

Desde  otro  punto  de  vista,  la  sobreexpresi6n  de  ERp57  en  el  SNC  desde  el

desarrollo  del  animal  podria  causar  cambios  en  los  niveles  de  expresi6n  de  otras

prote[nas.   Por  ejemplo,   otras  PDls,   chaperonas  de   plegamiento  o  protefnas  que

controlan el estfes oxidativo podrian estar siendo reguladas de manera negativa. Por lo

que el efecto neuroprotector de ERp57 estaria siendo enmascarado por la perdida de
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funcionalidad   neta   de   otras   chaperonas.   Con   el   fin   de   evitar   estos   cambios

compensatorios  resulta  interesante  evaluar  el  efecto  de  la  sobreexpresi6n  local  de

ERp57  en   las   neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc  en   ratones  adultos   iisando

inyecci6n de virus recombinantes.

7.4.  Esttes  de  RE y activaci6n  de  [a  llpR en  ratones transg6nicos  papa  ERp57

inyectados con 6-OHDA.

Existe gran controversia acerca de la contribuci6n del estfes de RE a la muerfe

neuronal inducida por la 6-OHDA. Trabajos actuales muestran la activaci6n de algunos

de los marcadores de estfes de RE y la UPR en este modelo toxicol6gico tanto /.n vffro

como  i.n  vivo  (\/\fang  y  Takahashi  2007;  Fouillet y  col.  2012).  Sin  embargo,  estudios

realizados en nuestro laboratorio mostraron que en nuestro modelo toxicol6gico no hay

activaci6n de la UPR vfa PERK e IREla. No obstante. debido a la multifuncionalidad de

ERp57 y  la  regulaci6n  positiva  observada  /.n  vfro  e  i-n  vivo  por 6-OHDA y  por otros

modelos de  enfermedades  neurodegenerativas,  no  resulta  extrafio  qlle esta  proteina

sea  activada  por  otras  cascadas  de  sefializaci6n  y  que  pueda  mediar  respuestas

adaptativas en otro tipo de mecanismos implicados en  la neurodegeneraci6n gatillada

por  esta  neurotoxina,  como  por  ejemplo  estres  oxidativo,  disfunci6n  mitocondrial  o

cam bios inflamatorios.

Con  el  objetivo  de  evaluar  el  estfes  de  RE,  la  activaci6n  de  la  UPR  y/o  la

regulaci6n  de  otras  PDls  en  el  modelo  de  rat6n  transgenico  fueron  anal.Lzados  los

niveles  de  expresi6n  PDl  y  ERp72  en  la  SN  de  animales  inyectados  con  6-OHDA,

observandose Lln aumento significativo de los niveles de ARNm de pdi y eap72 en los

anima|es  ERp57N°-Tg  7  dfas  despues  de  la  inyecci6n  de  6-OHDA,  sin  embargo  en
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ratones  ERp57Tg no  se  observ6  dicho  incremento.  Estos  resultados  sugieren  que  la

muerte   lieuronal   gatillada   por   6-OHDA   induce   esties   de   RE   cr6nico   y   que   la

sobreexpresi6n de ERp57 podria disminuir los niveles de estfes.

La  regulaci6n  positiva en  los niveles de ARNm  de PCJJ. y  exp72 observada  en

animales no transg6nicos luego de la inyecci6n de 6-OHDA no se coiTesponde con los

resultados   obtenidos   a   nivel   proteico,   puesto   que   no   se   observaron   cambios

significativos  en  los  niveles  de  proteina  asociados  a  la  inyecoi6n  de  6-OHDA  para

ninguna  de  las  PDls  evaliiadas.  Estas  chaperonas  presentan  niveles  altJsimos  de

expresi6n respecto a otras proteinas del proteoma, adema§ de tener una vida media

alta,  por lo que cambios medianos en los niveles de ARNm podrian ser insignificantes

en t6rminos de la expresi6n relativa de proteina en estado estacionario.

Debido a la gran variabilidad  observada en  los niveles de  las  proteinas  PDI  y

ERp72 en  la  SN  dentro de cada grupo experimental  resulta  necesario incrementar el

ntimero de animales en el analisis para sacar conclusiones mss robustas. Atln cuando

los  porcentajes similares de  p6rdida  de TH  en  la  SN  que fueron  obtenidos  mediante

analisis por Western blot concuerdan con lo obtenido par histologia,  hay que tener en

cuenta que la disecci6n de tejido es rearHzada de manera manilal por lo que pequefias

variaciones en  la posici6n del cerebro en el molde coronal o en el tamafio del cerebro

del  rat6n  pueden causar un desplazamiento en  el eje anteroposterior.  De este modo,

es posible qLle se haya extrafdo una zona muy anterior o posterior no representativa.

Seria    6ptimo     utilizar    tecnicas    mas    precisas    como     inmunofluorescencia    o

inmunohistoquimica  para evaluar los  niveles de  proteina  de  manera  restringida en  la

zona de la SN y una poblaci6n particular de neuronas, las neuronas dopamin6rgicas.
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Finalmente, es importante destacar lo compleja que es la red de la famila de las

PDls, pues la modificaci6n en los niveles de expresi6n de algunos de los componentes

de    esta   familia    puede    no   ser   suficiente    para   observar   efectos   funcionales.

Probablemente  exjstan  efectos  compensaton.os  a  partir de  los  cilales  se  regulen  los

niveles  de  expresi6n  de  los  otros  miembros de  la familia,  que  presentan  actividades

similares y/o sustratos comunes.

8. CONCLUSIONES.

•     Los animales  ERp57Tg  sobreexpresan  la  proteina  ERp57  en  la  SN  y  el  cuerpo

estriado, siendo la magnitud de esta sobreexpresi6n aproximadamente 4 veces la

expresi6n de animales ERp57N°-Tg para la SN y aproximadamente 8 veces para el

cuerpo estriado.

•     La   sobreexpresi6n   de   ERp57   en   el   SNC   no   ejeroe   protecci6n   frente   a   la

neurodegeneraci6n    inducida    por    la    neurotoxina    6-OHDA   en    las    neuronas

dopaminergicas de la SNpc, al menos en las condiciones analizadas.

•     La inyecct6n de 6-OHDA en el cuerpo estriado induce un aumento en los niveles de

ARNm  de  PDl  y  ERp72  en  la  SN  de  animales  ERp57N°-Tg.  sin  embargo,  no  se

observan cambios en la expresi6n estas foldasas a nivel proteico.

•     El modelo toxicol6gico de 6-OHDA utilizado en este trabajo resulta una hen.amienta

t]til y altamente reproducible para evaluar el efecto de la manipulaci6n gen6tica de

alguna   proteina   blanco   en   la   susceptibilidad   degenerativa   de   las   neuronas

dopaminergicas de ]a SNpc.
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9. PROYECCIONES.

Este  trabajo  contribuye a  la  exploraci6n  actual de  posibles  blancos  terapeuticos

para   la   EP,   pues   mos   proporciona   evidencia   /.n   vino   del   efecto   funcional   de   la

sobreexpre§i6n  de  una  proteina  en  un  modelo  toxicol6gico  animal  que  recap.rtilla  la

neurodegeneraci6n    observada    en    pacientes   con    la    EP.    Este   estudio    podria

complementarse utilizando otros modelos geneticos de la EP como la expresi6n de a-

sin en ratones ERp57Tg

En base a los resultados obtenidos en este trabajo,  resulta interesante evalLlar

el  efecto  de  la  sobreexpresi6n  local  de  ERp57  en  neiironas dopaminergicas adultas

con  el  fin  de  descartar  posibles  cambios  compensaton.os  en  los  niveles  de  otras

proternas  durante  el  desarrollo  del  animal.  Para  e[lo  seria  interesante  uti[izar  como

herramienta virus adenofisociados que permitan la sobreexpresi6n ERp57 en la SN de

ratones VVT.

Por otro  lado,  el  estudio de  la  posible  S-nitrosilaci6n  de  ERp57  en  un  modelo

animal de la EP resulta de gran intefes debido a la evidencia que muestra la presencia

de  la  forma  S-nitrosilada  de  PDI  en  tejido  post  morfem  de  pacientes  con  la  EP,

sugiriendo que la perdida de actividad de esta foldasa seria iln posible contribuyente a

la  neurodegeneraci6n  observada  (Uehara,  Nakamura  y  col.  2006).  Se  cree  que    el

mecanismo de acci6n  principal a traves del cual fa 6-OHDA causa neurotoxicidad  en

las neuronas dopaminergicas de la SNpc es a trav6s de la generaci6n de ROS y RNS

por lo  que el  uso del  modelo  de  6-OHDA en  ratones  para  evaluar S-nitrosilaci6n  de

ERp57   en   las   neuronas   dopaminergicas   de   la   SNpc   se   vislumbra   como   una

herramienta   util   y   reproducible   para   di[ucidar   mss   acerca   de   los   mecanismos
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moleculares asociados a la etiologia de la EP.
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