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1. RESUMEN

ERp57 es una proteina multifuncional con actividad tiol oxidoreductasa. Pertenece
a la familia de las proteinas disulfuro isomerasas (PDIs) y se encuentra principalmente
localizada en el reticulo endoplasmico (RE), donde juega un rol importante en el control
de calidad y plegamiento de glicoprotefnas recién sintetizadas, catalizando la formacion
de puentes disulfuro en el ciclo de Calnexina/Calreticulina (CNX/CRT). A pesar de que
la funcién de la proteina ERp57 en el sistema nervioso y su posible contribucién en
enfermedades neurodegenerativas adn 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 enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJ), la enfermedad de
Alzheimer (EA), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y la enfermedad de Parkinson
(EP). Es por ello que esta proteina resulta un blanco atractive para el desarrolio de
nuevos tratamientos y el diagnostico temprano de varias enfermedades
neurodegenerativas humanas. En este seminario de titulo se estudio el posible efecto
de la sobreexpresién de ERp57 en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la
Substantia Nigra pars compacta (SNpc) en un modelo foxicoldgico in vivo de la EP.
Para ello se realizd la inyeccion estratial de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en ratones
transgénicos para ERp57 (ERp57'%) en el sistema nervioso central (SNC) y se
determiné la lesion generada por la neurotoxina en las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc. Mediante un analisis histoldgico de cortes de cerebro que comprendian todo el
cuerpo estriado y la SNpc en el eje anteroposterior, no se encontraron diferencias
significativas en la pérdida de células positivas para el marcador dopaminérgic;o tirosina
hidroxilasa (TH) en la SNpc, ni tampoco en los terminales axonales del cuerpoe estriado

de animales ERp57™ en comparacién con aquellos no transgénicos (ERp57™°™).



Ademas, a partir del test del cilindro fue posible evaluar asimeirfas motoras
espontaneas asociadas al dafio hemilateral causado por la inyeccion de 6-OHDA. En
correlacion con los resultados obtenidos por analisis histolégico, los animales ERp57™
no mostraron diferencias en los niveles de asimetrla motora al compararlos con el
grupo de animales ERp57"T®. En conjunto estos resultados indican que la
sobreexpresion de ERp57 no protege frente a la neurotoxicidad inducida por la 6-

OHDA.

Adicionalmente, se evaluaron los niveles de expresion de las foldasas PDl y ERp72
en la SN y el cuerpo estriado de ratones ERp57'® y ERp57™ ™ inyectados con 6-
OHDA, observandose un aumento significativo en los niveles de ARNm de PDI y
ERp72 en la SN de ratones ERp57"°'. Estos resultados sugieren que Ia
neurodegeneracion inducida por 6-OHDA genera alteraciones en ia expresién de

chaperonas asociadas a estrés de RE.

El presente trabajo contribuye a la exploracion actual de la etiologiade laEP ya la
busqueda de posibles blancos terapéuticos para esta patologia, ya que proporciona
evidencia del efecto funcional de la sobreexpresién de una proteina moduladora de
estrés celular, en un modelo toxicoldgico in vivo que recapitula [a neurodegeneracion
observada en pacientes con la EP. Ademas estos resultados conducen a explorar
nuevas estrategias experimentales que complementen lo descrito anteriormente, como
la expresion de ERp57 en la SN mediante virus recombinantes o el uso de modelos

genéticos de la EP como la expresién de alfa-sinucleina (a-sin) en ratones ERp57'S.
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1. ABSTRACT

ERp57 is a multifunctional 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) cycle. 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, PDI, in Creutzfeldt-Jakob disease (CJ), Alzheimer's
disease (AD), Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and Parkinson'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 Subsfantia
Nigra pars compacta (SNpc) in a toxicological in vivo model of PD was studied. For this
purpose, the striatal injection of 6-hydroxydopamine {6-OHDA) was performed in mice
transgenic for ERp57 (ERp57'9) in the central nervous system (CNS) and the injury
caused by the neurotoxin 6-CHDA 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 positive for the dopaminergic marker tyrosine hydroxylase (TH) in the SNpc, nor
axon terminals from the striaturn of animals ERp57"® compared to those non iransgénic
(ERp57°™19), In addition, the cylinder test was used fo evaluate spontaneous motor
asymmetries associated with hemilateral damage caused by 6-OHDA injection. In

agreement with the histological analysis, the transgénic ERp57™® animals showed no




differences in the levels of motor asymmetry compared to the ERp57"°"™ group.
Together these results indicate that ERp57 overexpression does not protect against 6-

OHDA neurotoxicity.

Still, when expression levels of PDI and ERp72 foldases in the SN and the striatum
of ERp57™ and ERp57"™*'™® mice injected with 6-OHDA were evaluated and a
significant increase was observed in mRNA levels of both proteins in SN from
ERp57°*™ but no in ERp57™ 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 eficlogy 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 in vivo mode! 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 ERp57'¥ mice.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.
2.1 La enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (EP) es Ila segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun relacionada con el envejecimiento después de la

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




60 afios. El porcentaje de incidencia de la EP se ve incrementado con 1a edad, asi un
0,6% de la poblacién entre 60 y 69 aiios se ve afectado por la enfermedad, en tanto un
2,6% de la poblacion entre 85 y 89 afios sufren esta patologia (revisado en de Lau y

col. 2006).

La EP es una patologia progresiva e hreversible cuyas caracteristicas clinicas
se asocian con la pérdida de los movimientos voluntarios, temblores en estado de
reposo, rigidez, inestabilidad postural y lentitud en la realizacion de los movimientos
(bradiquinesia). Dentro de las caracteristicas patolégicas que se asocian a los
sintomas clinicos de la EP se encuentran la pérdida selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la Substantia Nigra pars compacta (SNpc) y la acumulacién de
inclusiones citoplasmaticas proteicas denominadas cuerpos de Lewy. Los cuerpos de
Lewy estan conformados principalmente por agregados de la proteina alfa-sinucleina
(a-sin), la cual puede sufrir modificaciones posttraduccionales tales como

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

Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc forman parte del circuito neuronal
nigro-estratial, el cual est4d compuesto por la SNpc y el cuerpo estriado. Las neuronas
dopaminérgicas de este circuito presentan sus somas en la zona de la SNpc y desde
alli proyectan sus axones hacia la zona del cuerpo estriado, donde ocurre la liberacion
del neurotransmisor dopamina (Figura 1). El cuerpo estriado es un companente de los
ganglios basales que en conjunto con el cerebelo, contribuyen a la modulacion de [a
iniciacien, coordinacion y finalizacién perfecta del movimiento voluntario (Zuleta, 2007).
De este modo, la liberacidon de dopamina en el cuerpo estriado permite el control de los

movimientos voluntarios (revisado en Dauer y col.2003).
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Figura 1. Esquema representativo del circuito nigro-estratial que se encuentra afectado
en la EP. (A) Los somas neuronales dopaminérgicos localizados en la Substantia Nigra pars
compacta (SNpc) proyectan sus axones (en rojo) hacia la zona del cuerpo estriado (en
humanos compuesto por el Caudado y el Putamen) donde se produce la liberacién de
dopamina. En individuos que padecen la EP se produce una disrupcion en este circuito a causa
de la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. (B) Bajo condiciones
fisiologicas las neuronas dopaminérgicas liberan el neutransmisor dopamina en la zona del
cuerpo estriado a partir de sus terminales axonales, lo cual posibilita el control de los
movimientos voluntarios. Bajo condiciones patolégicas, la cantidad neta de dopamina disminuye
significativamente en la zona del cuerpo estriado debido a la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc que se produce en los pacientes con la EP. Esta reduccién en los
niveles de dopamina se traduce en una alteracion de la ejecucion y el control de los
movimientos voluntarios, una caracteristica clinica clasica de esta patologia. Figura adaptada
de la revisién “Parkinson's Disease: Mechanisms and Models” (Dauer y Przedborski, 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 estriado.
La neurodegeneracién de este circuito conduce a un descenso en los niveles de
dopamina lo que tiene como consecuencia final una reduccién global en los
movimientos (hipoquinesia) (Figura 1B). La magnitud de la pérdida neuronal va
incrementando con la edad, como consecuencia de la neurodegeneracion progresiva.
Los sintomas de la EP se manifiestan cuando los niveles de dopamina en la zona del
putamen del cuerpo estriado se han depletado en un 80% lo que se corresponde con
un 60% de pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (revisado en Dauery

col.2003).

Los tratamientos actuales contra la EP contemplan el uso de farmacos que
permiten disminuir los sintomas motores. Desde hace casi 50 afios de uso clinico, la
levodopa, un precursor metabolico de la dopamina, es el farmaco mas utilizado, por su

eficacia en disminuir los sintomas (revisado en Poewe, Mahlknecht y col.2012).

La levodopa actia 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 oiros (revisado en Poewe,

Mahlknecht y col.2012).

Actualmente no existen terapias que sean efectivas en detener la progresién de
la enfermedad vy todas las utilizadas son de tipo paliativas, otorgando un alivic temporal

de los sintomas de la enfermedad mediante medicacion y un tratamiento



multidisciplinario (revisado en Poewe y col. 2012). Este hecho esta asociado a la falta
de conocimiento acerca de la etiologia de la EP. Es por ello que resulta de gran interés
dilucidar los mecanismos moleculares vinculados con la degeneracion selectiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Se han propuesto varios procesos patogénicos
que podrian contribuir con la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpe, tales como el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial, la desregulacion en la
homeostasis del calcio, alteraciones en el trafico de proteinas entre el reticulo

endoplasmico (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 genéticas hereditarias (revisado en Martin y col. 2011).
Si bien el Parkinson familiar corresponde a un pequefio porcentaje de los casos, la
identificacion de los genes que se encuentran alterados en dichos casos resulta de
suma importancia para el entendimiento de los mecanismos maleculares asociados
con la patologia. Entre las mutaciones que se heredan de forma autosomica-dominante
se han descrito aiteraciones en los genes LRRK2 (del inglés “leucine-rich repeat
serinefthreonine kinase 2°) y a-sin, siendo la primera la causa mas comun,
correspondiente a un 2% del total de casos de la EP. Las alteraciones identificadas en
el gen a-sin se han asociado a mufaciones puntuales (AS3T, A30P y E46K),

duplicaciones o triplicaciones del gen (revisado en Martin y col. 2011).

Por otra parte, varias enfermedades neurodegenerativas tales como la EA, la
enfermedad de Huntington (EH), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y la EP
comparten la presencia de agregados intracelulares y/o extracelulares de proteinas en

el sistema nervioso central (SNC). Varios estudios han demostrado que este fenémeno
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es acompaiiado por una condicion denominada estrés de RE (revisado en Matus,
Glimcher y Hetz, 2011). Adn cuando no hay un consenso sobre los eventos
moleculares que subyacen la progresion de la EP, diversos estudios sugieren que el
estrés de RE participa en el proceso de muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas caracteristica de esta patologia (revisado en Mercado, Valdés y Hetz,
2012). En la préxima seccion resumiremos la evidencia actual que vincula el estrés de

RE con la progresion de la EP.
2.2 El estrés de RE y la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).

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 trafico de proteinas mutantes a través de la via secretora, entre
otras. Estas perturbaciones podrian inducir la acumulacion de proteinas mal plegadas y
por consiguiente una condicién de estrés de RE. Bajo estas condiciones se gatilla una
compleja red de sefializacion intracelular denominada respuesta a proteinas mal
plegadas o UPR {del inglés “unfolded protein response”). Si la condicion de estrés de
RE es temporal, se restablece la horgeostasis del RE & partir del aumentc en el
plegamiento y la capacidad de degradacién de proteinas mal plegadas. Sin embargo,
en condiciones de estrés cronico esta respuesta celular puede gatillar finalmente la

muerte celular por apoptosis eliminando las células dafiadas irreversiblemente.

En mamiferos se han identificado fres sensores que se activan en respuesta al
estrés de RE, iniciando la UPR (Figura 2). Estos sensores estan localizados en la
membrana de! RE y corresponden a PERK (del inglés “double-stranded RNA-activated

protein kinase-like ER kinase™), ATF6 (del inglés “activating transcription factor 6°) e



IRE1a. (del inglés “insitol-requiring kinase 1) (Walter y Ron 2011). El mecanismo
molecular mas ampliamente aceptado para la deteccién de proteinas mal plegadas en
el RE involucra a la chaperona BiP/Grp78. En condiciones basales esta proteina se
encontraria interactuando con los sensores de manera represiva, mientras que en
condiciones de esirés de RE, la chaperona BiP se asociaria a las proteinas mal
plegadas, liberando a los sensores de la interaccion represiva y permitiendo asf su
activacién. Una vez activados, estos tres sensores modulan la expresion de varios
factores de transcripcion especificos (Figura 2), que finalmente favorecen el
plegamiento, el control de calidad y la degradacién de proteinas alteradas o bien
conducen a la muerte celular por apoptosis, seglin sea el nivel y prolongacion del

estrés de RE.

£l sensor PERK, luego de su activacion fosforila al factor iniciador de la
traduccion elF2a (del inglés “eukariotic initiation factor 20) provocando la inactivacion
de éste y con ello, disminuye la traduccion de proteinas (Harding y col. 2000). Este
mecanismo de accion permitiria atenuar la sobrecarga proteica en el RE, previniendo la
agregacion de proteinas. No obstante, la fosforilacién de elF2c. induce también la
traduccién especifica del factor de transcripcion ATF4 (del inglés “activating
transcription factor 4”) (Harding, Zhang y col. 2003). La proteina ATF4 corresponde a
un regulador positivo de genes implicados en el plegamiento de proteinas, la
mantencién del estado redox celular y en el metabolismo de aminoécidos. De este
modo, bajo condiciones de estrés de RE, la activacion de este sensor contribuye con la
recuperacion de la homeostasis. Sin embargo, si las condiciones de estrés son severas
o se vuelven crénicas la activacion de ATF4 conlleva a la transcripcion de genes que

codifican para proteinas pro-apoptéficas de [a 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 ATFB, luego de su activacion por disociacion de la
chaperona BiP, transloca hacia el aparato de Golgi, donde el sensor es procesado por
protedlisis y su dominio citoplasmético es liberado. Este fragmento citoplasmatico
corree:.ponde a la forma activa de la proteina y se denomina ATF6f. Posteriormente
ATF6f se moviliza al ntcleo, donde regula positivamente la expresién de chaperonas y

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

El sensor IRE1a corresponde a una protelna serina treonina kinasa, que cuando
esta activa es capaz de procesar el ARN mensajero (ARNm) de la proteina XBP1 (del
inglés “X-box binding protein 1) mediante su actividad endoribonucleasa. El
procesamiento de este mensajero genera un cambio de lectura en Ia secuencia
codificante permitiendo la expresién de un factor de transcripcién denominado XBP1s
(del inglés “spliced form of XBP1"), el cual resulta ser mucho mas estable (Calfon y col.
2002; Lee y col. 2002) (Figura 2). La proteina XBP1s regula la expresion de genes
relacionados con el plegamiento y la degradacion proteica asociada al RE (ERAD, del
inglés “ER-associated degradation”). Por su parte, IRE1a en asociacion con protelnas
adaptadoras permite la activacion de otras rutas de sefializacién como por ejemplo
JNK (del inglés “c-Jun N-terminal kinase”), ASK1 (del inglés “apoptosis signal-
regulating kinase”) y NF-kB (del inglés “nuclear factor-kappa B") que regulan procesos

como la apoptosis, |a autofagia y la respuesta inflamatoria.
2.3 El estrés de RE y la EP.
A pesar de que se desconoce la secuencia exacta de eventos moleculares que condu-
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Figura 2. Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Cuando se produce una acumulacion
de proteinas mal plegadas en el lumen del RE se gatilla la activacion de los sensores IRE1q,
PERK y ATF6 por liberacion de la proteina represora BiP. Una vez activo IRE1a dimeriza y se
autotransfosforila activando su dominio ARNasa a partir del cual se produce el procesamiento
del ARNm de xbp1, un factor transcripcional que regula la expresién genes blanco de la UPR.
Por su parte la activacién de PERK inhibe la traduccion global de proteinas a partir de la
fosforilaciéon del factor iniciador de la traduccién elF2a. pelF2a permite la traduccion del ARNm
del factor transcripcional ATF4, promoviendo la expresién de genes relacionados con el
plegamiento de proteinas, el estado redox celular y la apoptosis, entre otros. En condiciones de
estrés de RE, ATF6 sufre un procesamiento en el aparato de Golgi, liberando su dominio
citoplasmatico, un factor transcripcional activo que transloca al nucleo y regula de manera
positiva la expresién de chaperonas del RE y genes involucrados en la degradaciéon de
proteinas asociada al RE (ERAD). Figura adaptada de “An ERcentric view of Parkinson's
disease” (Mercado G, Valdés P y Hetz C, Trends in Molecular Medicine, 2013).
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-cen a la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y la formacion
de cuerpos de Lewy observadas en la EP, existe evidencia de una gran variedad de
procesos que podrian estar involucrados, entre los cuales se incluyen el esirés
oxidativo, el desbalance en la homeostasis de calcio, la disfuncion mitrocondrial, la
alteracion en el trafico entre el RE y el aparato de Golgi, y alterciones en la mitofagia y
la funcién del proteosoma, entre otras (revisado en Mercado, Valdés y Hetz 2012).
Estudios recientes provenientes de distintos laboratorios indican que el estrés de RE
tendria una contribucién importante en esta enfermedad (revisado en Mercado, Valdés

y Hetz, 2012).

Asi, en tejidos post mortem derivados de pacientes con la EP se ha descrito la
inmunoreactividad para algunos marcadores de la UPR tfales como PERK y elF2a
fosforilados en neuronas dopaminérgicas de fa SNpc¢ (Figura 3a), junto con agregados
de la proteina a-sin (Hoozemans y col. 2007), lo que sugiere la activacion de la UPR en
neuronas dopaminérgicas que presentan inclusiones de a-sin. Otros estudios en fejido
post mortem de pacientes con la EP dan cuenta de la induccion de proteinas de la
UPR en la SNpc, como PDip, Herp y Bip (Figura 3a). Estas proteinas ademas
colocalizan con los cuerpos de Lewy presentes en las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc de pacientes con ia EP (Conn y col. 2004; Slodzinski y col. 2009; Selvaraj y col.
2012), lo cual representa ofra evidencia que sugiere que las neuronas vulnerables de

esta patologia presentarian estrés de RE.
2.3.1 El estrés de RE en modelos genéticos de la EP.

Con el fin de estudiar la eticlogia de la EP e identificar posibles blancos

terapéuticos se han generado numerosos modelos experimentales que intentan recapi-
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Figura 3. Estrés de RE y activacion de la UPR en tejido post mortem y en modelos
animales de la EP. a) Inmunohistoquimica de pPERK, pelF2a, Herp y PDIp en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc de pacientes con la EP. Las flechas indican neuronas positivas para
la marca. b) Co-localizacién (amarillo) de las proteinas a-sin (rojo) y PDIp (verde) en cuerpos de
Lewy (flechas) presentes en la SNpc de tejido post mortem proveniente de individuos con la EP.
c¢) Inmunohistoquimica de CHOP en la SNpc de ratones WT adultos inyectados con la
neurotoxina 6-OHDA o MPTP. d) Inmunofluorescencia de las chaperonas Grp94 o Grp78/Bip
(ambas en rojo) en neuronas que presentan depositos de a-sin (verde) provenientes de la
corteza de ratones transgénicos para a-sin A53T. Se observa la colocalizacion (amarillo) de
Grp94 6 Grp78 con pS129/ a-sin o a-sin 308 segun se indica. Los nucleos fueron marcados con
la sonda fluorescente DAPI. e) Microscopia electronica que muestra la deteccién de pS129/a-
sin mediante una inmuno-oro de cortes de médula espinal de ratones transgénicos para a-sin
A53T. Figura adaptada de la revision “An ERcentric view of Parkinson's disease” (Mercado G,
Valdés P y Hetz C, Trends in Molecular Medicine, 2013).
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-tular los marcadores neuropatoldgicos de la enfermedad. De este modo podemos
dividir los modelos generados en dos grupos; modelos genéticos y modelos
toxicolégicos o farmacol6gicos. Los modelos genéticos expresan mutaciones en genes
que han sido identificados como alterados en casos de Parkinson familiar, mientras
que los modelos toxicologicos utilizan neurofoxinas para provocar la muerte de las

neuronas dopaminérgicas de la SNpc, tal y como ocurre en los pacientes con la EP.

Una de las proteinas mas ampliamente estudiadas en modelos experimentales
de la EP es Ia proteina a-sin cuya disfuncion se encuentra relacionada con ambos tipos
de Parkinson, tanto familiar como esporadico. El mecanismo de accién mediante el
cual la proteina a-sin contribuye a la progresion de la EP atin no ha sido dilucidado. Es
por ello que se han generado diversos modelos animales y celulares que
sobreexpresan [a proteina a-sin, ya sea en sus formas silvestre o mutante. Asf, por
mucho tiempo se postuls que los agregados fibrilares de o-sin en los llamados cuerpos
de Lewy correspondian a la conformacion neurotoxica de {a 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 también en tejido post
mortem de pacientes con la EP, indican que la propagacion de «-sin por transferencia
célula-célula podria ser un evento determinante en Ia progresién de la enfermedad
(Hensen y col. 2012). Se ha descrito que la sobreexpresién de la forma mutante de a-
sin en cultivos celulares es capaz de inducir estrés de RE de manera crénica y con ello
la activacién de la UPR conducente a muerte celular (Smith, Jiang y col. 2005; Bellucci,
Navarria y col. 2011; Belal, Ameli y col. 2012). Ademéas de esta evidencia in vifro, en
ratones fransgénicos para la proteina a-sin se ha observado algunos marcadores de la

UPR tales como BiP, ATF4, CHOP y XBP1. Curiosamente, también existe evidencia de
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que el estrés de RE favorece la formacion de agregados de la proteina a-sin (Saxena y
Caroni 2011}. De los antecedentes mencionados se desprende que existe una relacién
entre la agregacion de a-sin y el estrés de RE y que ambos fendmenos se estarian
retroalimentando, como ccurfe en ofros desordenes asociados al mal plegamiento
proteico (PMDs, del inglés “protein misfolding disorders”) (Saxena y Caroni 2011).
Coincidentemente, investigaciones mas recientes en ratones transgénicos para la

proteina ao-sin muestran la induccidn de las chaperonas BiP y Grp94 en el RE,

acompaiiada de la interaccién fisica con formas oligoméricas tdxicas de a-sin (Bellucci
y col. 2011; Colla y col. 2012) (Figura 3). Los trabajos discutidos anteriormente
sugieren como posible evento asociado a la patologia de la EP, que el RE estaria
acumulando oligémeros neurotdxicos de la proteina a-sin y con ello generando una
condicion de estrés de RE, en un circulo de retroalimentacion en el cual, el mismo
estrés de RE induciria a su vez la generacion de mas de estos agregados proteicos
neurotoxicos. Un posible mecanismo por el cual estos agregados paodrian generar
estrés de RE es a fravés de la interaccidn con ciertas chaperonas del RE, cuyo
secuestro podria provocar disfunciones en el plegamiento de proteinas, acumulacion

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

Otro posible mecanismo por el cual la proteina a-sin podria contribuir a la
neurodegeneracion caracteristica en la EP es a través del bloqueo del frafico de
proteinas entre el RE y el aparato de Golgi, lo cual conduciria a la acumulacién de
proteinas en el RE. Una posible explicacion a este fendmeno es que la proteina «-sin
podria secuestrar a la GTPasa Rab1, 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 trafico de
proteinas enfre el RE y el aparato de Golgi inducen estrés mitocondrial (Su y col.
2010}, un importante factor que contribuye a la neurotoxicidad de a-sin. Estudios
recientes muestran que el estrés nifrosativo, la acumulacién de sustratos de la via de
ERAD vy el estrés de RE forman parte de los eventos patogénicos tempranos asociados
a la neurotoxicidad gatillada por a-sin mutante en levadura y neuronas de pacientes

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

Otro factor que influye en la neurcloxicidad de o-sin son los niveles de calcio en
el RE. En modelos celulares de la EP y en tejidos post mortem de pacientes con
mutaciones en el gen de o-sin se ha observado que los niveles de calcio en el RE
regulan positivamente la agregacion de la proteina generando una condicion de estrés

de RE crénica (Belal y col. 2012).

Como se describié anteriormente, mutaciones en la secuencia codificante para
la proteina serinaftreonina kinasa LRRK2 son la causa genética mas frecuente de la
EP. LRRK2 colocaliza parcialmente con el RE en las neuronas dopaminérgicas de
pacientes con la EP (Vitte, Traver y col. 2010). Ademas, se ha descrito que la
expresion de la LRRK2 WT en Caenorhabditis elegans (C. elegans) protege contra la
muerte neurcnal inducida por la foxina parkinsoniana 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
(Yuan, Cao y col. 2011). Esta neuroproteccion estd mediada, en parte, por la
regulacion positiva de BiP a través de la via de p38 (Yuan, Cao y col. 2011). En
C.elegans la deficiencia de una proteina homodloga a LRRK2 de mamiferos, induce
neurodegeneracion de manera espontanea y ademas genera un aumento de la

sensibilidad al estrés de RE experimental (Samann, Hegermann y col. 2009).
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Otra proteina asociada a la EP es Parkina. Se ha descrito que la deficiencia de
ésta proteina es responsable de la mayorifa de los casos de parkinsonismo autosomal
recesivo (Bouman y col. 2010). Interesantemente, Parkina es regulada por el factor de
transcripcion ATF4 en respuesta a la condicién de estrés de RE y también se ha
demostrado que €! dafio mitocondrial puede inducir estrés de RE y en consecuencia a

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

En resumen, los estudios realizados a partir de modelos genéticos y de tejido
post mortern de pacientes con la EP familiar, mostrados anteriormente, dan cuenta que
el estrés RE y la activacién de la UPR serian eventos contribuyentes a la patogénesis

de la EP.
2.3.2 El estrés de RE en modelos toxicolégicos de la EP.

El 5% de los pacientes con la EP sufre este desorden por causas genéticas,
mientras que en el 95% de los casos restantes este desorden esta asociado a causas
de origen indeterminado. No obstante, todos ellos comparten caracteristicas comunes;
(i) la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc v (ii) la formacion de

agregados proteicos citoplasmaticos denominados cuerpos de Lewy.

Décadas de estudios epidemiologicos sugieren que la exposicién a pesticidas
esta relacionada con el desarrollo de la EP. Sin embargo, atn no es del todo claro
como son capaces de conducir a la pérdida neuronal y gatillar los sintomas de la EP
(Kamel 2013). Con €l fin de estudiar los posibles mecanismos patogénicos de estos
compuestos quimicos, se han generado numerosos modelos celulares y animales que
utilizan neurotoxinas. Dentro de las neurotoxinas mas utilizadas, encontramos el

compuesto 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), la 6-hidroxidopamina (6-
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OHDA), el insecticida rotenona y el herbicida paraguat . Se cree que el mecanismo de
accion principal mediante el cual estas neurotoxinas ejercen su accién es a través de la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “reactive oxygen
species”) y especies reactivas de nifrdgeno (RNS, del inglés “reactive nitrogen
species™, lo cual resulta en [a degeneracién de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc (Bove y Perier, 2012), que es la principal caracteristica de la EP.
interesantemente, dos analisis de expresion génica en cultivo celular identificaron a la
UPR como la via mas regulada 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 activacion de las vias de PERK e IRE1q,
induciendo la expresion de marcadores clasicos como BiP, c-Jun, XBP1s y chaperonas
del RE como la proteina disulfuro isomerasa (PDI) y ERp57 (Ryu y col. 2002; Holtz y

O'Malley 2003). Este hallazgo ha sido confirmado por varios ofros grupos usando

modelos toxicolégicos de la EP (revisado en Matus y col. 2011).
El estrés de RE en el modelo toxicologice de 6-OHDA.

La 6-OHDA fue la primera droga parkinsoniana utilizada en animales que
selectivamente induce la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Esta
neurotoxina no atraviesa la barrera hematoencefélica, por lo que debe ser inyectada
mediante estereotaxis en la SNpc, el cuerpo estriado o el fasciculo telencefélico
medial. La inyeccién de 6-OHDA directamente en la SNpc o en el fasciculo
telencefalicc medial induce una lesién rapida y masiva en los somas dopaminérgicos,
Io cual dificulta el estudio de la progresion de la degeneracion neuronal. Sin embargo,
al inyectar esta neurotoxina en el cuerpo estriado se induce una degeneracion

retrograda y progresiva de las neuronas dopaminérgicas, ia que se asemeja mucho
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mas a lo descrito en la EP, resultando una pérdida permanente de los somas TH* en la
SNpc. Debido a la incorporacién especifica de esta neurotoxina por los fransportadores
de dopamina y noradrenérgicos, la toxicidad inducida por la 6-OHDA es selectiva sobre
las neuronas monoaminérgicas, siendo las neuronas dopaminérgicas de la SNpc parte
de este grupo. La inyeccién hemilateral de 8-OHDA genera una asimetria motora que
depende directamente de la magnitud de Ia lesion en las neuronas dopaminérgicas y
que puede ser evaluada a través de diferentes ensayos de comportamiento (lancuy,
Mohapel y col. 2005; Alvarez-Fischer, Henze y col. 2008; Grealish, Mattsson y col.
2010).

Una de las desventajas de este modelo ioxicolégico de la EP es que los
mecanismos moleculares involucrados en la muerte de las neuronas dopaminérgicas
inducidos por la 6-OHDA in vivo, no son del todo conocidos (revisado en Blum, Torch y
col. 2001). Tampoco se ha observado la formacién de cuerpos de Lewy en ninguno de
los modelos animales basados en la 6-OHDA, siendo ésta una de las principales
caracteristicas histopatolégicas de la enfermedad. No obstante, este modelo
toxicolégico es ampliamente ufilizado en roedores para estudiar la muerte de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc debido a su selectividad sobre este tipe neuronal
y disminucién de los niveles de dopamina, la cual es otra de las caracteristicas
fundamentales de esta enfermedad (revisado en Bove y Perier 2012). Ademas,
algunos estudios indican que, tanto in vitro como in vivo, la toxicidad de la 6-OHDA
estd mediada por la generacion de esirés oxidativo (Perumal, Tordzro y col. 1989;
Perumal, Gopal y col.1992; KumarAgarwal y col. 1995), uno de los procesos
asociados a la neurodegeneracion en la EP (revisado en Mercado, Valdés y Hetz

2012).
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Aln cuando existen evidencias de que la droga 6-OHDA genera estrés de RE y
activacion de la UPR in vitro (Holtz y col. 2003; Ryu y col 2002), los estudios de este
fendmeno in vivo son controversiales. Asf, se ha descrito que en células en culfivo
expuestas a 6-OHDA se genera la activacion de todas las vias de la UPR lo que se
correlaciona con una pérdida de la viabilidad celular {revisado en Wang and Takahashi
2007). Sin embargo estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que la
inyeccion intraestriatal de 6-OHDA en ratones WT adultos no induce el procesamiento
del ARNm de xbp1 ni la sobreexpresion del factor transcripcional chop en SN y cuerpo
estriado utilizando métodos bioquimicos en los que se analizan extractos totales
(Valdés 2013, no publicado), sugiriendo que la inyeccion de 6-OHDA no genera la
activacién de las vias de la UPR de IRE1a y PERK a los tiempos evaluados. No
obstante, no podemos descartar la activacién de la via de ATF6. En contraposicion con
nuestros resultados, hay estudios que demuestran que 6-OHDA y MPTP inducen la
activacion de la UPR en la SN de rata y rai6n (Akazawa, Saito y col. 2010; Selvaraj,
Sun y col.; Egawa, Yamamoto y col. 2011). Adicionalmente, en un estudio reciente se
encontré por andlisis proteébmico un aumento en ios niveles de CHOP y ERp57,
blancos de Ia UPR, en el cuerpo esiriado y cerebro medic de raftas neonatas
inyectadas con 6-OHDA (Akazawa, Saito y col. 2010). En esta misma lines, la
inyeccion de 6-OHDA en el cuerpo estriado de ratas neonatas genera un aumento en
la expresion del factor transcripcional CHOP, especificamente en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, lo que se comrelaciona con una pérdida de la viabilidad
neuronal (Silva, Ries y col. 2005). Sin embargo, no hubo cambios en la expresion de
otros marcadores de ia UPR tales como la chaperona BiP y en el procesamiento del
ARNm de Xbp7 (Silva, Ries y col. 2005), lo que concuerda con nuestros resultados
(Valdés 2013, no publicado). Se ha visto que la sobreexpresion de CHOP puede ocurir
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independiente de estrés de RE, como por ejemplo disminucion de los niveles de
glucosa, restriccion de aminoacidos e irmadiacion UV y dafio al ADN (Fomace, Alamo y
col. 1988; Wang, Lawson y col. 1996; Zhou y Pan 2011). Por esta razdn, un aumento
en la expresion de la proteina pro-apoptética CHOP no es suficiente indicador de una

condicion de estrés de RE y/o la activacion de la UPR.

Por otro lado, existe evidencia en tejido post mortem de pacientes con la EP asi
como también en cultivos celulares tratados con nheurofoxinas, de que la PDI, una
“foldasa” del RE, es S-nitrosilada bajo estas condiciones, perdiendo su actividad
catalitica (Uehara, Nakamura y col. 2006). La pérdida de la actividad “foldasa” de esta
proteina del RE, podria ser un contribuyente a la neurodegeneracion observada in vitro
y en tejidos post mortem de pacientes con la EP, y darfa cuenta de la importancia de la

homeostasis del RE en el desarrolio de esta patologia.

En resumen, tanto los modelos genéticos como toxicolégicos de la EP son
herramientas de gran utilidad para explorar los mecanismos moleculares asociados a
la neurodegeneracion observada en esta patolegia, y han permitido identificar que el
estrés de RE vy la activacion de la UPR podrian ser eventos asociados a la progresion
de Ia enfermedad, y que disfunciones en algunos blancos importantes de la UPR, como
por ejemplo, las proteinas disulfuro isomerasas (PDIs), podrian contribuir de manera
importante a la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Por esta razén la
manipulacién genética 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 terapéuticos para el tratamiento de esta

enfermedad.
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2.3.3 Manipulacion de la UPR en modelos experimentales de la EP.

A raiz de los numerosos estudios que vinculan la muerte de las netirchas
dopaminérgicas de la SNpc con la activacion de ia UPR (revisado en Mercado, Valdés
y Hetz 2013), han surgido nuevas lineas de investigacion dirigidas a dilucidar los
mecanismos moleculares que subyacen dicho fendmeno. De este modo diversos
estudios se han dedicado a estudiar el efecto de la modificacion de algtin componente
de la UPR en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en modelos
experimentales de la EP. Por ejemplo, ratones deficientes para ATF6a presentan
mayor acumulacién de inclusiones positivas para ubiquitina y presentan una mayor
pérdida de ias neuronas dopaminérgicas en el modelo toxicolégico de MPTP (Egawa,
Yamamoto y col. 2011; Hashida, Kitao y col. 2012), lo que sugiere que el sensor ATF6
o bien la activacién de la UPR por esta via seria un evento clave para contrarrestar los
efectos de la neurofoxina. Asi mismo, ratones deficientes para la proteina CHOP
presentan menor pérdida de las neuronas positivas para el marcador dopaminérgico
tirosina hidroxilasa (TH) en el modelo de inyeccién de 6-OHDA (Silva, Ries y col.
2005), sugiriendo que la deficiencia de este factor pro-apoptético protege frente a la

muerte celular por apoptosis gatillada por la neurotoxina.

Utilizando estrategias de terapia génica se ha descrito la contribucion funcional
del factor transcripcional XBP1s en un modelo experimental de la EP, observandose
que ratas que sobreexpresan XBP1s, a partir de la inyeccion de vectores adenovirales
en la zona del cuerpo eshiado, presentan una proteccién parcial frente a fa
neurodegeneracién inducida por la neurotoxina MPTP (Sado, Yamasaki y col 2009).
Con una estrategia similar, ofro estudio demostré que la sobreexpresion de la

chaperona BiP en la SNpc de ratas protege frente a la neurotoxicidad inducida por la
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sobreexpresion a-sin en ia SNpc (Gorbatyuk, Shabashvili y col. 2012). Esto se logré
mediante la co-inyeccién del gen patogénico a-sin y el gen terapéutico BiP, utilizando
vectores virales adenocasociados (AAV) en la zona de la SNpc. Estos son los primeros
estudios que muestran que la manipulacién de algunos componentes de la UPR puede

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

Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio demostraron que la
deficiencia de XBP1 en el SNC en ratones “knock-out” para el gen de xbp7 genera una
condicion de estrés de RE adaptativo, no toxico, especificamente en Ja SNpc lo que se
correlaciona con una proteccién de las neuronas dopaminérgicas frente a la toxicidad
inducida por la 6-OHDA (Valdés 2013, no publicado). Por ofra parte, la expresion de un
ARN interferente dirigido contra el mARN de xbp? localmente en las nheuronas
dopaminérgicas adultas induce la pérdida de los marcadores neuronales NeuN y TH.
Ademas, provoca alteraciones en la morfologia neuronal, asociade a una condicién de
esirés de RE crénico y letal (Valdés 2013, no publicado). Estos resultados sugieren
que la deficiencia de XBP1 en el SNC desde etapas tempranas del desarrollo podria
generar un pre-acondicionamiento o una condicion adaptativa de las neuronas
dopaminérgicas que permite restablecer de manera mas eficiente la homeostasis

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

Otra eslrategia que permite explorar ia confribucion funcional de la UPR en la
EP es la manipulacién famacolégica de componentes de la UPR en modelos
experimentales de ia EP. Un ejemplo de ello es el uso de salubrinal, un compuesto que
disminuye la desfosforilacion de elF2a por inhibicién de Ia fosfatasa PP1 (Boyce v col.
2005), la cual disminuye la sobrecarga de proteinas del RE. Existe evidencia de que la

aplicacién 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
atenuacién y un retardo de la deficiencia motora inducida por la sobreexpresion de la
proteina a-sin en la SNpc (Colla, Coune y col. 2012), sin embargo, no se observan
cambios significativos en la pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
evidenciada en este modelo (Colla, Coune y col. 2012). Asi mismo, ratones
transgénicos para o-sin tratados con salubrinal también presentan un retardo y
atenuacion de la manifestacion de la enfermedad sin proteger frente a la
neurodegeneracién evidenciada en este modelo (Colla, Coune y col. 2012). Por ofro
lado se ha descrito que el farmaco metoxiflavona aumenta los niveles de la chaperona
BiP, lo que correlaciona con una reduccidbn de la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc en ratones tratados con la neurotoxina MPTP (Takano,

Tabata y col. 2007).

Fn resumen, existe evidencia creciente, tanto in vifro come in vivo, que apunta a
que el estrés de RE y la UPR serian eventos celulares que podrian modular la
neurodegeneracién en la EP. Estos estudios muestran que la sobreactivacion o la
sobreexpresion de algunos de los compenentes de la UPR resulta en una disminucion
de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas de ia SNpc y/o en una atenuacion o
retardo de las deficiencias motoras. No obhstante la proteccién conira la
neurodegeneracion no es observada en todos los casos, por lo que el mecanismo
molecular por el cual estaria influyendo esta via de sefializacion todavia no ha sido
definido. Por lo tanto, aiin queda por dilucidar los mecanismos moleculares y Ia
secuencia de eventos que vinculan el estrés de RE y la UPR con la progresion de la
EP, asi como también explorar la contribucion de blancos mas especificos ric abajo de

la UPR. Uno de los blancos de la UPR que esta adquiriendo gran relevancia en los
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tliimos tiempos es la familia de las PDIls, dado sus potentes efectos sobre el

plegamiento proteico, el estrés oxidativo y la apoptosis (Andreu y col. 2012).
2.4 La familia de las proteinas disulfuro isomerasas (PDIs).

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 (Dorner y
col. 1990; Maattanen y col. 2010), entre ofras. Las PDIs corresponden a una familia de
proteinas compuesta por aproximadamente 20 miembros de [a superfamilia de las
tiorredoxinas. Dentro de los miembros de esta familia encontramos algunos miembros
tiol-reactivos como por ejemplo PDI, PDIp, ERp57 y ERp72 y miembros no-reactivos

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

Las PDls se localizan mayoritariamente en el RE y catalizan la formacién de
puentes disulfuro. El lumen de!l RE resulia ser un ambiente favorable para su actividad
catalitica pues es mas oxidante que el citoplasma (Feige y Hendershot, 2011). Los
puentes disulfuro presentes en las proteinas se forman por oxidacion de dos grupos
tioles libres provenientes de dos residuos de cisteina. La presencia de estos puentes
disulfuros dentro (intramolecular) y entre (intermolecular) proteinas resulia de suma
importancia, pues tiene una contribucién importante a su estabilidad estructural y
ademas pueden ser utilizados como sitios regulatorios para el control funcionat de las
proteinas o los complejos proteicos (Feige y Hendershot, 2011). De este modo, para
muchas proteinas que fransitan por el RE la formacion de puentes disulfuros resulta un
evento clave para su maduracion. En adicién a su actividad foldasa, las PDls actian
también como chaperonas moleculares previniendo la formacién de agregados de

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

En cuanto a la conformacion de estas proteinas, éstas presentan una estructura
modular que incluye un dominic catalitico “a” tipo-tiorredoxina y un dominio no-
catalitico “b” (ver Figura 4a). El dominio catalitico “a” de las PDIs contiene motivos
CXXC que reaccionan con los grupos tioles de proteinas recientemente sintetizadas,
determinando el estado redox de la PDI 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 sustrato (Denisov y col., 2009). Adicionalmente
se ha descrito una regién “linker” (x-linker) de 19 amino4cidos, la cual otorgarfa mayor
flexibilidad entre los dominios a y b (Pirneskoski y col. 2004), facilitando asi la unién del
sustrato. Las PDis también tienen la capacidad de actuar como isomerasas,
catalizando el rearreglo de puentes disulfuro formados incorrectamente mediante ciclos

de oxidacién y reduccién (Appenzeller-Herzog y Eligaard, 2008).

Se ha descrito que la formacién de puentes disulfuro en el RE es catalizada
principaimente por las oxidasas ERO1a y ERO1B (Feige y Hendershot, 2011; Tu y
Weissman, 2002). Estas oxidasas participan en el ciclo de oxido-reduccién en el cual
se transfieren electrones entre el sustrato y las PDls, luego entre las PDIs y ERO1 y
finalmente entre ERO1 y una molécula de oxigeno generando perdxido de hidrégeno

(Tuy Weissman, 2002), como se observa en la Figura 4B.

En resumen, las PDIs desempeiian gran diversidad de roles estructurales y
funcionales, actilan como foldasas del RE promoviendo el plegamiento de proteinas
nativas y participando activamente en procesos relacionados con el RE. Ademas, las

PDIs también estarian jugando un rol de chaperona molecular previniendo el mal
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plegamiento y agregacion de proteinas (Figura 4C).
2.5 Rol fislolégico de ERp57.

ERp57 (también conocida como Grp58, PDIA3 o ERp60) es un miembro de la
familia de las PDIs que corresponde a una tiol-oxidoreductasa de 58 kDa que se
expresa mayoritariamente en el RE, sin embargo también ha sido localizada en el
nicleo, el citoplasma y en la membrana celular (Coppari y col. 2002). El gen ERpS7
humano se encuentra localizado en el cromosoma 15q15, tiene una extensién de 18 kb

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

Su secuencia codifica para una proteina de 505 aminoacidos. Su homélogo en
ratén se ubica en el cromosoma 2 (Khanal y Nemere, 2007). La proteina ERp57
humana se expresa en distinios tejidos entre ellos se incluye higado, pulmén,
pancreas, placenta y rifién, asf como también musculo esquelético, corazon y cerebro,

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

La funcidén principal de ERp57 estd asociada al control de la calidad de
proteinas en el RE. ERp57 forma parie del ciclo calnexina (CNX) y calreticulina (CRT),
promoviendo la formacién de puentes disulfuro y la isomerizacion de las glicoproteinas
{(Eligaard y Frickel, 2003). En este ciclo las glicoproteinas que seran 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, éstos retornan al
ciclo. Finalmente, si ias glicoproteinas no logran ser plegadas correctamente son

degradadas por la via ERAD (Figura 5).

Por otro tado, ERp57 también juega un papel en 2 regulacidén del transductor

de sefiales y activador transcripcional 3 (STAT3), dando secuestro tanto a la forma ac-
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Figura 4. La familia de las PDIs. (A) Dominios estructurales de las PDIs: En azul, los dominios
cataliticos a y a’; los dominios no-cataliticos b y b’ en verde y morado, respectivamente. En naranjo
se muestra el linker x entre b’ y @', mientras que el dominio transmembrana en rojo oscuro. (B)
Representacion esquematica de la actwudad foldasa de PDI y la transferencia de electrones entre
PDI y ERO1, resultando en la generacion de H202. PDI°®: PDI oxidada, PDI®®®: PDI reducida;
PDIMXEP: pD| unida a la proteina blanco a plegar; ERO1°%:ERO1 oxidada; ERO1REPERO1 reducida.
(C) Funclones de las PDIs en el RE. Las proteinas recién sintetizadas son translocadas al interior del
RE, donde ocurre el plegamiento mediado por CNX (verde) o CRT (azul claro) y ERp57 (morado).
ERp44 (rojo oscuro) retiene aquellas proteinas mal plegadas previniendo su transporte prematuro al
Golgi. Las proteinas plegadas correctamente se exportan a través de la via secretoria (GO). Las
proteinas mal-plegadas (STOP) pueden unirse a PDIA1 (naranjo) y ERp72 (azul) y retro-translocar
hacia el citosol via ERAD, donde ERdj5 juega un rol importante en la ruptura de puentes disulfuro.
Bajo estrés de RE, PDIA1 puede ser liberada al citosol por activacion de BAX y BAK, movilizandose
hacia la mitocondria. 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 PDIs pueden
controlar la liberacion de calcio del RE. La produccion anormal de H202 a través de ERO1 (azul
oscuro) puede llevar a la generacion de ROS. Estos dos eventos contribuyen en la permeabilizacion
de la membrana mitocondrial externa acompafiada de la liberacion de citocromo ¢ (circulos rojos) y
la activacion del apoptosoma. Figura tomada de la revisén “Protein Disulfide Isomerases in
Neurodegeneration: from disease mechanisms to biomedical applications” (Andreu y col. 2012).
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Figura 5. Participacion de ERp57 en el ciclo de CNX/CRT. La proteina que sera plegada se
une a CNX/CRT lo cual retrasa su plegamiento, previene su agregacion y retiene intermediarios
de plegamiento en el RE en asociacién con ERpS57, lo que permite la formacion de puentes
disulfuro e isomerizacién. Si el plegamiento de la glicoproteina fue correcto ésta es finalmente
exportada al Golgi, de lo contrario ingresa nuevamente al ciclo CNX/CRT hasta que sea
plegada adecuadamente. Las glicoproteinas mal plegadas que permanecen por un tiempo
prolongado en el ciclo van finalmente a la via ERAD. G=glucosa; esfera gris= manosa. Figura
adaptada desde Rutkevich y Williams, 2011.

30




tiva como inactiva de éste (Coe y col. 2010) (Figura 6). STAT3 regula numerosos
procesos celulares fales como la proliferacion celular y la apoptosis (Coe y col. 2010).
Adicionalmente, el rol de ERpS57 ha sido ampliamente estudiado en el sistema inmune,
debido a que esta involucrada en el ensamblaje de la cadena pesada del complejo

mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC I} (Garbi y col. 2006) (Figura 6).

ERp57 también se ha relacionado con numerosas enfermedades
neurodegenerativas, como lo veremos en mas detalle en la seccion “PDils y
neurcdegeneracion”, sin embargo el rol de ERp57 en el sistema nervioso central y su

contribucién en la EP ain permanece sin dilucidar.

2.6 PDls y neurodegeneracion.

Se han identificado diversas funciones de los miembros de esta familia en
distintas condiciones neurodegenerativas. Las evidencias actuales sugieren que las
PDIs presentan una funcion dual, ya que, dependiendo de las condiciones
fisiopatoldgicas, son capaces de modular la muerte celular (Andreu, Hetz y col. 2012).
Por una parte presentan una actividad anti-apoptdtica, atenuando el estrés de RE y la
agregacién especifica de proteinas asociadas a PMDs y por otra parte exhiben
actividad pro-apoptética, promoviendo la muerte celular por apoptosis (Andreu, Hetz y

co0l.2012).

Asi las PDIs han sido relacionadas con numerosas enfermedades
neurodegenerativas como se resume en la Figura 7A. Por ejemplo, se observo en un

analisis protedmico de médula espinal de ratas transgénicas para la proteina SOD mu-
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Figura 6. Diferentes funciones de ERp57 en el RE. ERp57 desemperfia un papel en el control
de calidad de plegamiento de proteinas en asociacién con CNX (verde) y CRT (morado),
también en el procesamiento del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (rojo) y modula
la sefalizacion de STAT3 (morado brillante) desde el lumen del RE. Figura adaptada desde Coe
y Michalak, 2010.
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-tante y de ratones modelos de ELA, que ERp57 y PDI son las proteinas que presentan
los mayores niveles de induccion (Atkin y col. 2006; Massignan y col. 2007). Ademas
se encontré un aumento en los niveles de estas mismas PDls en médula espinal y
liquido cefalorraquidec de pacientes con ELA esporadica (Atkin y col. 2008, Hetz y col.
2009) (Figura 7B). Aln mdas importante, se ha sugerido el uso de ERp57 como
biomarcador para la progresién de ELA a partir de sangre de pacientes (Nardo y col.

2011},

Otros estudios muestran un aumentc en los niveles de ERp57 en cerebros de
pacientes con la enfermedad de Creuizfeldt-Jakob (CJ), asi como también en cerebros
de ratones infectados con la proteina de PrP (Hetz y col. 2005). Por otra parte se
identificé que ERp57 interactia con el péptido -amiloide en liquido céfalo raquideo de
individuos sanos, lo que sugiere que ERp57 podria estar jugando un papel de proteina
transportadara, previniendo la agregacién del B-amiloide, el componente principal de
las placas observadas en pacientes con la EA (Honjo y col. 2010). Junto con estos
antecedentes, se describié la presencia de PDI en ovillos neurofibrilares de cerebros
de pacientes con la EA lo que refuerza su participacion en este proceso

neurodegenerativo (Honjo y col. 2010} {Figura 7B},

Estudios in vitro e in vivo muestran gque la disminucidn de los niveles de PDl o la
pérdida de actividad de ésta se correlaciona con un aumento de las inclusiones
proteicas de SOD1 mutante y de manera inversa, la sobreexpresion de PDI disminuye
la agregacién de la proteina SOD1 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 interaccion fisica entre las proteinas PDI y SOD mutante (Walker y
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Enfermedad Efecto Referencia
ELA *PDIA1 y ERp57 son reguladas positivamente en (Atkiny col. 2006, Hetz y col.

modelos de raton y pacientes con ALS. 2009, Massignan y col., 2007)
«La deficiencia o sobreexpresiéon de PDIA1
aumenta o disminuye los niveles de agregacion (Walkery col. 2010)
de SOD1 mutante, respectivamente.
*PDIA1 es S-nitrosilada en modelos de raton y (Walkery col. 2010)
pacientes con ALS

Parkinson » PDIA1 es S-nitrosilada en cerebros de padentes
conlaEP. (Ueharaycol. 2006)

*PDIp es regulada positivamente en cerebros de
pacientes con la EP y colocaliza con cuerpos de

Lewy.

Alzheimer *ERp57 interactia con el péptido B-amiloide y (Ericksony col. 2005)
previene su agregacion en CSF.
*Presencia de PDIA1 en ovillos neurofibrilares. (Honjo ycol. 2010)
*PDIA1 es S-nitrosilada en cerebros de padentes
conlaEA. (Ueharay col.2006)
«La inhibiddn de PDIA1 y ERp57 protege contra la
degeneracién inducida por el B-amiloide. (Hoffstrom y col 2010)

Creutzfeldt-Jakob -ERp57 es regulada positivamente en cerebros de (Hetzy col.2003; Yoo y col.2002)
pacientes con CJD y en ratones que expresan

PrP patoldgicos.
“ERp57 y PDIA1 protegen contra la (Hetzy col.2005)
neurotoxicidad indudda por PrP en modelos
celulares.
Huntington «La inhibidéon de PDIA1 y ERp57 atenua la (Hoffstrom y col. 2010)
neurodegeneracion inducida por huntingtina
mutante.
B £ Merged
G
AD human
brain

PD human brain

ALS human
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Figura 7. Evidencia que vincula las PDIs con enfermedades neurodegenerativas. (A)
Resumen de los hallazgos mas relevantes que relacionan algunos miembros de la familia de las
PDIs con varias condiciones neurodegenerativas. (B) Colocalizacién in vivo de inclusiones
proteicas, encontradas en tejido post mortem de individuos con la EA, la EP y ELA, con distintos
miembros de la familia de las PDIs. CFS: liquido cefaloraquideo (del inglés, “Cerebrospinal
fluid”); PrP: prién. Figura adaptada de la revison “Protein Disulfide Isomerases in
Neurodegeneration: from disease mechanisms to biomedical applications” (Andreu y col.2012).




col. 2010). De manera similar, la regulacién negativa de ERp57 en células de
neuroblastoma N2A aumenta la neurotoxicidad inducida por el PrP y a su vez una
sobreexpresion de ERpS57 confiere resistencia a la toxicidad de priones patologicos

(Hetz y col. 2005).

Interesantemente, en médula espinal de pacientes con ELA, asi como también
en cerebros de pacientes con ELA, la EA y la EP se ha encontrado PDi S-nitrosilada
(Uehara y col. 2008), una forma inactiva de la proteina, sugiriendo que la disfuncion de
esta proteina, podrla contribuir a la progresion de estas enfermedades

neurcdegenerativas (Uehara y col. 2006).

En resumen, los estudios antes mencionados muestran evidencias de un
posible rol neuroprotector de las PDIs en las enfermedades neurodegenerativas (en
especial PD! y ERp57), dando lugar a nuevos blancos terapéuticos 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
B, BBC7M13, BBC7ES y tiomuscimol (Hoffstrom, Kaplan, y col 2010). Estas moléculas
son capaces de inhibir la actividad de las protefnas PDI y ERp57 (Hoffstrom, Kaplan, y
col 2010). En este mismo estudio, se encontré que PDI y ERp57 inducen la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa de forma dependiente de la
proteina BAK, gatillando la activacion de la via apoptética canénica. El fenémeno fue
asociado con la acumulacion de PDIs en [os sitios de unién entre el RE y la mitocondria
(Hoffstrom, Kaplan, y col 2010). Esta funcitn pro-apoptética 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 mosiraban que estas proteinas eran
capaces de aliviar el estrés de RE y promover la sobrevida celular (Andreu, Hetz y

c0l.2012).

Finalmente, de los antecedentes presentados se desprende la idea de que el
estrés de RE podria participar en la etiologfa o el desarrolio de patologias
neurodegenerativas tales como la EP, sin embargo, es necesario investigar en detalle
cual es la participacion de cada uno de los componentes de este complejo proceso
celular, con el fin de encontrar posibles blancos terapéuticos para esta enfermedad.
Las PDIs podrian ser uno de estos blancos, especificamente resulta de gran interés
estudiar la parficipacion de ERp57 considerando la gran cantidad de evidencia que da

cuenta de su posible rol neuroprotector en enfermedades neurodegenerativas.

En este seminario de titulo se exploré el efecto de la sobreexpresion de ERpS7
en el SNC en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la SN. Para ello se
utilizé un modelo farmacolégico de la EP basado en la neurotoxina 6-OHDA. Con este
estudio se pretendié evaluar la posible confribucién funcional de ERpS7 en la EP in

vivo.

3. HIPOTESIS.

La sobreexpresion de ERp57 en el SNC protege frente a la neurodegeneracion
gatillada por la neurotoxina 6-OHDA en las neuronas dopaminérgicas de la Substantia

Nigra pars compacta.

36




4. OBJETIVOS.
4.1 Objetivo general.

Evaluar la neurodegeneracion provocada por 6-OHDA en ratones transgénicos para

ERp57 en el SNC.
4.2 Objetivos especificos.

Obijetivo especifico 1: Cuantificar la expresidn basal de PDls en la Substantia Nigra y

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

Objetivo especifico 2: Evaluar la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc frente a la muerte inducida por la neurotoxina 6-OHDA en ratones

fransgénicos para ERp57 en el SNC.

Objetivo especifico 3: Cuantificar la expresion de PDls en la Subslantia Nigra y en el
cuerpo estriado de ratones fransgénicos para ERp57 en el SNC después del

tratamiento con 6-OHDA.

5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Generacion de un ratén fransgénico para ERpS57 en el sistema nervioso

central.

En nuestro laboratorio se generd un modelo de ganancia de funcién para
FRp57 en el SNC como parte del seminario de titulo de Catherine Andreu (Andreu

2012). Esfo fue ilevado a cabo introduciendo el gen que codifica para la proteina
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ERp57 humana (Gene [D; 2923), derivado del ADNc, en el plasmido de expresién
MoPrP.Xho! (adquirido de David Borchelt of the Johns Hopkins School of Medicine,
Baltimore, USA. Borchelt y col. 1996), junto con la secuencia codificante para el tag
Flag a partir dei sitio de restriccion 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 generacién de ratones transgénicos para ERp57 (Figura 8B), 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 proniicleos 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 nimero de
animales transgénicos. Cada animal transgénico obtenido fue asighado como una linea
independiente de fondo genético mixto C57BL/6. La genotipificacion fue realizada a
partir de ADN procedente de la cola de los ratones. Para la extraccion de ADN, se
cortaron piezas de 5 mm de la cola del ratén, las que fueron incubadas con 600 pL de
buffer de lisis (Tris 50 mM [pH 8,0], EDTA 100 mM, NaCl 100 mM y SDS 1%) y 6 pL de
proteinasa K 10 mg/mL por 16 h a 55 °C. A continuacién se centrifugé por 5 min a
13000 g. El sobrenadante fue mezclado con 450 pL de isopropanol al 100% y se
centrifugé nuevamente por 5 min a 13000 g. Finalmente el precipitado fue lavado con 1

mL de etanol 70%, resuspendido en 300 pL de buffer TE (Tris-Cl 10 mM [pH 7.5],

EDTA 1 mM) e incubado 2 h a 55 °C para facilitar su homogenizacion.
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Figura 8. Estrategia experimental utilizada para la generacion de ratones ERp57™. (A)
Clonamiento del plasmido que porta la secuencia codificante para ERp57 humana con el tag
Flag bajo el control del promotor de PrP en el plasmido de expresion MoPrP.Xhol a partir del
sitio de restriccion Xhol. (B) Generacion de ratones transgénicos llevada a cabo en el CECs,
Valdivia. El plasmido obtenido en (A) fue microinyectado en un cigoto extraido desde una
hembra y a continuacién este cigoto fue transferido a una hembra pseudoprefiada.
Transcurridos 21 dias del periodo de gestacion, algunas de las crias nacidas resultaron ser
transgénicas para ERp57-Flag. Cada uno de los animales transgénicos obtenidos constituy6
una linea independiente de la F0. Figura (B) modificada de la pagina web de la UC San Diego.
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La reaccidon de PCR fue realizada con 1 uL. de ADN, 10 yL. de Go Taq Master
Mix (Promega) y cada partidor a una concentracion 1 pM en un volumen final de 20 pL.
Las secuencias de los partidores utilizados fueron las siguienies: erp57 866 sentido 5'-
AATTCCTGGATGCTGGGCACAAAC -3 y erp57 1535 anfisentido  5-
TCTGCTTGTCATCGTCGTCCTTGT-3'. El programa de PCR usado consistié en 1
ciclo de denaturacién por 2 min a 94 °C, 20 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 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 °C, 50 seg a 72 °C y un ciclo final de elongacién de 5 min a 72 °C.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
1% con bromuro de etidio 1 pg/mL y corridos a un voltaje constante de 100 V. En
ratones transgénicos (ERp57'9) fue observada una banda de 650 pb mientras que en

los no transgnénicos (ERp57™ ™) no se observé dicha banda.

Las lineas de ratones transgénicos seleccionadas fueron mantenidas en los
bioterios de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Santiago, Chile). Para
este seminario de titulo fue utilizada sélo la linea 1. Todos los experimentos realizados
en animales fueron previamente aprobados por el comité de bioética de ia Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile.
5.2 Inyecciones estereotaxicas de 6-hidroxidopamina.

Previo a ia inyeccion estereotéxica, ratones ERp57™*"®y ERp57'® de 90 dias de
edad fueron anestesiados con ketamina/xilacina (ketamina: 100 mg/Kg, xilacina: 10
mg/Kg, Vetcom, Chile) por inyeccion intraperitoneal. Transcurridos 5-10 min post
anestesia o en su defecto, hasta que el ratén estuviera completamente insensibilizado,

fue dispuesto en el aparato de estereotaxis para ratones (David Kopf Instruments,
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USA). Se realizaron inyecciones estereotaxicas unilaterales en el cuerpo estriado
derecho utilizando una jeringa Hamilton (Hamilton, USA) de 5 pl, segtn el atlas de
cerebro de raton de Franklin y Paxinos (segunda edicidn, 2001), de acuerdo a las
siguientes coordenadas: AP; +0,07 cm, ML: -0,17 cm y DV: -0,31 cm. La inyeccion
consistié en 8 ng de 6-OHDA (Sigma-Aldrich, USA) a una concentracion de 4 pg/pl en

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

Para llegar a las coordenadas DV: -0,31 cm se infroduje la jeringa a una
velocidad de 0,05 cm/min. Una vez en las coordenadas, fueron inyectados 2 pi de esta
disolucion, protegida de la luz y preparada el dfa de [a inyeccion, en un punto tinico del
cuerpo estriado a una velocidad de 0,5 pl/min. Después de vaciar el volumen
establecido la aguja fue retenida en el sitio durante 5 min con el fin de evitar el retomo
del liquido inyectado. Finalmente, la aguja fue retirada a una velocidad de 0,1 em/min.
Los ratones fueron sacrificados 7 dias post inyeccién para el andlisis histolégico o

molecular.
5.3 Inmunohistoquimica anti-Tirosina Hidroxilasa.

Siete dias post inyeccion, los ratones fueron anestesiados tal y como se
describid previamente y luego fueron perfundidos con cloruro de sodio 0,9% y PFA al
4% utilizando una bomba de perfusién. 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 solucién fresca al menos dos veces.

Se realizaron cortes coronales seriados en criostato (Leica, USA), de 25 ym de
espesor que comprendieron tanto la zona del cuerpo estriado como de la SNpc. Antes

de ello fue necesario aplicar a los cerebros el medio de congelamiento OCT (del inglés,
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“optimal cutting temperature compound®, Tissue-Tek, USA). Los cortes fueron

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

A continuacion se realizé una IHQ para el marcador dopaminérgico TH, en
cortes flotantes seleccionados con una distancia de 100 pym tanto para la SNpc como
para el cuerpo estriado. En primera instancia fueron realizados 3 lavados por 5 min en
PBS para remover la azida sddica y luego los cortes fueron incubados con la solucién
inactivadora (Hz0O; al 0,03% en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente y en
agitacién, para bloquear la actividad de la peroxidasa endégena. Posteriormente los
cortes fueron incubados con una solucién de bloqueo (BSA al 5% y Triton X-100 al
0,2% en PBS) durante 1 h a temperatura ambiente y agitacién. 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 agitacion. Al dia siguiente los
cortes fueron lavados en PBS 3 veces por 5 min e incubados con el anticuerpo
secundario biotinilado (igG-biotina 1:500, Vector Laboratories, USA) durante 2 h a
temperatura ambiente en agitacién. A continuacion se realizaron 3 lavados de 5 min y
jos cortes fueron incubados con el complejo avidina-biotina conjugado a peroxidasa
(1:1000, Vector Laboratories, USA) por 1 h a temperatura ambiente y en agitacion.
Luego de 3 lavados de 5 min se reveld utilizando el compuesto 3,3-diaminobenzidina
(Sigma-Aldrich, 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 estriado por alrededor
de 3 min. Los cortes obtenidos fueron montados utilizando el medio de montaje

Entellan (Sigma-Aldrich, USA).
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5.4 Cuantificacion de somas TH' de la SNpc y terminales axonales del cuerpo

estriado.

Para la zona del cerebro medio correspondiente a la SNpc, fueron
seleccionados 12 cortes seriados de 25 ym de espesor y separados cada 100 pym para
cada animal. Luego de la IHQ anti-TH los cortes fueron analizados bajo un microscopio
usando un ocular micrométrico graduado. El conteo de somas TH positivos (TH") en la
SNpc 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 aguja al momento del corte en el criostato. En las
cuantificaciones fue considerada so6lo el area de la SNpc, descartandose los somas
TH* de la zona del VTA. Todas las cuantificaciones fueron realizadas a ciegas. Los
resultados fueron graficados como el promedio del nimero total de neuronas TH" en la
SNpc por cada hemisferio y también como el porcentaje de pérdida promedio por grupo
del marcador TH en el lado inyectado con respecto al lado no inyectado. Ademas con
el fin de comparar la distribucion de somas TH* por grupo a lo largo de toda la zona de
SNpc, fue graficado el nimero promedio de neuronas por corte haciendo distincion

entre lado inyectado y no inyectado.

Para la cuantificacion de los terminales axonales dopaminérgicos en el cuerpo
estriado de los ratones inyectados con 6-OHDA, luego de la IHQ anti-TH los cortes
seriados fueron escaneados en el escaner Epson Stylus CX5600, en escala de grises,
formato TIF y con una resolucion de 2400 bps. A continuacion las imagenes fueron
analizadas con el programa computacional Image J (NIH software,

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

estriado, determinada por la marca TH, tanto para el lado no inyectado como para el
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lado inyectado de cada corte por animal. La tincion inespecifica fue restada,
considerando el 4rea especifica de! cuerpo estriado 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 pérdida 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 la sumatoria de las densidades integradas por lado y
como el promedio del porcentaje de pérdida de los terminales axonales TH*, tanto para

los ratones ERp57"°™ como para los ERp57'®.
5.5 Andlisis mediante SDS-PAGE y Western blot .

Transcurridos 7 dias post inyeccion estereotéxica de 6-OHDA en el cuerpo
estriado, ratones ERp57">™ y ERpS7'® fueron sacrificados mediante inhalacion de CO,
para la extraccion de tejido de distintas dreas del cerebro. Se hicieron disecciones de
las areas de la corteza, cerebelo, SN y cuerpo estriado, haciendo distincion enfre lado
inyectado y lado no inyectado en estos dos ultimos tejidos. Los tejidos fueron
congelados a -80 °C hasta su procesamiento. Para el homogeneizado de los tejidos,
éstos fueron disgregados en 100 pi de PBS frio con inhibidor de proteasas (Roche,
Switzerland) con Ia ayuda de homogenizadores mecanicos. A continuacién 60 pi del
homogenizado fueron destinados a la extraccion de proteinas por lo que se les
adiciont 60 pl de la solucién tampén RIPA 2x (Tris 20 mM [pH 8,0], NaCl 150 mM, SDS
0,1%, DOC 0,5% y Tritén X-100 0,5%) con inhibidor de proteasas. Posteriormente las
muestras fueron sonicadas 2 veces por 10 seg cada vez y luego la concentraciéon de

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

Rockford, IL).



Las muestras de proteina fueron preparadas usando 60-70 pg de proteina total
incubadas con DTT 100 mM por 10 min en hielo, mezcladas con buffer de carga 5X
(Tris-HC1 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 pg de proteina fueron cargados en geles
denaturantes al 8%. El gel de poliacrilamida separador al 8% fue preparadc con Tris-
HCI 380 mM [pH 8,3], acrilamida-bis-acrilamida 8%, SDS 0,1%, Persulfato de amonio
0,1% y TEMED 0,06%. El gel de poliacrilamida compresor fue preparado con Tris-HCI
60 mM [pH 6,8}, acrilamida-bis-acritamida 4%, SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,1% y
TEMED 0,06%.

La electroforesis fue llevada a cabo en buffer de corrida (Tris 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 electroforética fue detenida
cuando el frente azul abandond el gel. A continuacién las proteinas fueron transferidas
a una membrana de PVDF en buffer de transferencia (Tris 25mM, glicina 250 mM y
metanol 20%) a un voltaje constante de 120 V por 2 h 15 min en hielo. Posteriormente
la membrana fue incubada en solucién de bloquec {leche 5% en PBS) por 1 h a
temperatura ambiente y en agitacion. 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-ERp57 1:3000 (SC-28823, Santa Cruz), anti-HSP90
1:3000 (SC-7947, H114, Santa Cruz}, anti-PDI 1:3000 (SPA-891, ENZO/Stressgen),
anti-ERp72 1:3000 (SPS-720, ENZO/Stressgen), anti-Bactin HRP-conjugate 1:1000
(5125, Cell Signaling) por 16 h a 4 °C en agitacion. Al dia siguiente ias membranas
fueron lavadas 3 veces por 5 min con PBS Tween 0,1% y posteriormente incubadas 1

h a temperatura ambiente y en agitacion con los anticuerpos secundarios
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correspondientes: anti-rabbit-HRP o anti-mouse-HRP (Invitrogen), diluidos 1:3000
(leche 5% en PBS Tween 0,02%). Transcurrido este periodo, las membranas 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 fotograficos

Super HR-U (Fuijifilm).

El nivel de expresion de las proteinas fue cuantificado a partir de la intensidad de
las bandas, ésta fue determinada utilizando el programa computacional ImageJ (NIH

software, http://rsb.info.nih.gov/ii/). Los valores obtenidos para la proteina de interés

fueron normalizados por la intensidad obtenida para el control de carga HSP90 o

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

Transcurridos 7 dias post inyeccion estereotaxica de 6-OHDA en el cuerpo
estriado, ratones ERp57"°™ y ERp57'? fueron sacrificados mediante inhalacion de CO,
para la extraccion de tejido de distintas areas del cerebro. Se hicieron disecciones de
las areas de la corteza, cerebelo, SN y cuerpo estriado, haciendo distincién entre lado
inyectado y lado no inyectado en estos dos Ultimos tejidos. Los tejidos fueron
congelados a -80 °C hasta su procesamiento. Para el homogeneizado estos tejidos
fueron disgregados en 100 pl de PBS frio con inhibidor de proteasas (Roche,
Switzerland) con la ayuda de homogenizadores mecanicos. A continuacion 40 pl del
homogenizado fueron destinados a la extraccion de ARN por lo que se les adicion6 1mi
del reactivo TRIzol® (Invitrogen, USA). Luego de su extraccion, 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 pL de transcriptasa reversa en un volumen final

de 20 pL.

El PCR en tiempo real (gPCR, del inglés “quantitative PCR") fue llevado a cabo
empleando el master mix Brillant |l Sybr Green qPCR (N#500828, Agilent
Technologies) en una mezcla que contenfa 2 pL de una dilucién de cDNA 1:20, 0,5 uL
de partidores 10 pM, 10 L de Mix 2x y 7,5 pL de agua libre de nucleasas en un

volumen final de 20 plL. Los siguientes pares de partidores fueron utilizados:
Erp57 sentido 5-GAGGCTTGCCCCTGAGTATG -3
Erp57 antisentido 5-GTTGGCAGTGCAATCCACC -3'
Emp72 sentido 5'- ACGACATCACCAACGACCAA-F
Erp72 anfisentido 5'- AGCCAGGCCTTTAAAGCTCT-3
Pdi sentido 5-CAAGATCAAGCCCCACCTGAT-3'
Pdi antisentido 5'-AGTTCGCCCCAACCAGTACTT-3
Bela-actina sentido 5'-CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3'
Beta-actina antisentido 5-TACCACCATGTACCCAGGCA-3'.

Las secuencias de los partidores fueron diseiiadas 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.himl).

El programa de qPCR usado fue: 10 min a 95 °C {(ciclo de denaturacion), 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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sega95 °C, 5sega25°C, 1segai0°Cy1segad5 °C en el equipo ABI

PRISM7700 system (Applied Biosystems).

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

actina fue utilizado como control de amplificacion.
5.7 Test de comportamiento del cilindro.

Esta prueba fue realizada previo a la inyeccién (linea base) y 7 dias post
inyeccion de 6-OHDA en el cuerpo estriado de los ratones ERp57"°™ y ERpS7™. Se
utilizé este test para evidenciar, de manera espontanea, posibles dafios motores
asociados a la inyeccion y consiste en introducir al ratén en un cilindro de vidrio
translicido de aproximadamente 20 cm de diameiro y luego registrar el movimiento del
animal mediante una camara fiimadora durante 5 min. Posteriormente el nimero de
toques realizado con cada pata delantera del animal fue cuantificado por los 5 min de
duracién del video. En el caso de aquellos ratones que presentaron bajos niveles de
movimiento 1a duracién de la grabacion fue extendida hasta un méximo de 8 min
dependiendo de cada caso, siempre considerando el mismo tiempo para contar los

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

Los resultados fueron graficados como porcentaje de toques con la paia
izquierda (contralateral al sitio de la inyeccion) respecto al nimero total de toques con

ambas patas.
5.8 Expresidn de resultados y analisis estadistico.

Los resultados fueron expresados como el promedio por genotipo + error estan-
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Figura 9. Curso temporal de los experimentos llevados a cabo en ratones ERp57™. La
linea temporal se basa en la inyrecciOn de la neurotoxina 6-OHDA (dia 0), la cual fue realizada
en ratones ERp57™% y ERp57"° 9 adultos de 90 dias. Previo a la inyeccion estereotaxica de 6-
OHDA en el cuerpo estriado, se realizd el test de comportamiento del cilindro (Dia -1) en estos
mismos animales con el fin de cuantificar asimetrias motoras basales, este andlisis fue
asignado como linea base. Transcurridos 7 dias después de la inyeccion estereotaxica de 6-
OHDA en el cuerpo estriado fue realizado nuevamente el test del cilindro en estos animales y a
continuacién el analisis histolégico o bioquimico segtn fuera el caso.
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-dar (SEM). Para el analisis estadistico se utilizé la prueba t de Student, el test no
paramétrico Mann-Whitney o bien un ANOVA de dos vias seguida del un post test de
Bonferroni. Se considerd como Iimite superior de significancia estadistica valores de p

< (,05.

6. RESULTADOS.

6.1 Modelo de estudio: Raton transgénico para ERpS7 en el SNC.

En este trabajo fue utilizado como modelo de estudio un raton transgénica para
ERp57 en el SNC. La sobreexpresidn localizada de ERp57 en el sistema nervioso se
logré utilizando la region promotora de PrP como elemento génico encargado de dirigir
la expresion de este fransgén. La proteina PrP tiene altos niveles de expresion en
tejidos del sistema nervioso (Ford et al, 2002; Linden et al, 2008) y ha sido
ampliamente utilizada para regular la expresion de genes en el cerebro (Waldron-Roby

etal, 2012).

Previamente en nuestro laboratorio fue generado un plasmido que contiene el gen
ERp57 humano fusionado a un tag Flag bajo el promotor PrP utilizando un vector de
expresion MoPrP.Xhol (Borchelt et al., 1996). Posteriormente, en el CECS (Valdivia,
Chile) este plasmido fue utilizado para generar un modelo de raton que sobreexpresa
la protefna ERp57 humana en el SNC. Se obtuvieron cinco lineas de ratones
transgénicos, las que fueron confirmadas por PCR. Para genotipificar estos animales
se disefiaron partidores especificos, asi como también un programa de PCR apropiado
(ver seccién 5 Materiales y métodos). Para el caso de los animales ERp57™ fue

obtenido un producto de PCR de 650 pb, en 1anto que para los animales ERp57"°™ no
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se obtuvo dicho producto (Figura 10A). Los niveles de expresidon de ERp57 fueron
analizados por Wesiern blot en cada una de las lineas para tejidos de la médula
espinal y cerebelo (Figura 10B). El nivel de expresién de [a proteina ERpS57 fue
cuantificado en cada linea de acuerdo a su intensidad de banda utilizando el programa
ImageJ y normalizando por el conirol de carga HSP90. Posteriormente el nivel de
sobreexpresion de cada linea fue calculado normalizando por el nivel de expresion de
los ratones ERp57"°™® (Tabla 1). Las lineas ERp57™ 1 y 5 (FO) resultaron fener los
niveles de sobreexpresién mas altos para los tejidos de médula espinal y corteza,
alcanzando casi dos veces el nivel de expresion de los animales ERp57™™ por lo que

fueron seleccionadas para su expansién y mantenimiento.

Adicionalmente, los niveles de expresién de ERp57 fueron analizados en los
tejidos de corteza e higado para animales de las lineas 1 y § (F0). Tal y como se
esperaba, fue posible observar la sobreexpresion de la proteina en la corteza, pero no
en el higado (Figura 10C). Finalmente, los niveles de sobreexpresion de ERpS7 fueron
analizados en animales ERp57™ de las lineas 1 y 5 comrespondientes a la Fq en
médula y cerebelo para confirmar que la sobreexpresion del fransgén se mantiene en
el tiempo (Figura 10D). Estos resultados dan cuenta de la obtencion de un modelo de
raton transgénico que sobreexpresa la proteina ERp57 en el sistema nervioso central
(Andreu, 2012, no publicado). Este modelo fue caracterizado fenotipicamente por
Catherine Andreu en su seminario de titulo de Ingeniero en Biotecnologia molecular.
Los resultados correspondientes a las mediciones de peso corporal y pruebas motoras
de Rotarod y Hanging test no amojaron diferencias significativas entre los animales
ERp57" y ERp57"°™, indicando que la sobreexpresion de ERp57 en el SNC no

provoca cambios fenotipicos, al menos en las condiciones testeadas (Andreu 2012, no
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Figura 10. Caracterizacién de las lineas de ratones transgénicos para ERp57 en el SNC.
(A) Ejemplo de la genotipificacién de ratones ERp57™® (Tg) y ERp57"*'® (NT). Fueron utilizados
los partidores erp57 866 sentido y 1535 antisentido que generan un producto de 650pb en el
caso de ratones ERp57'® y no generan producto en los ratones ERpS57"*'. (B) Western blot de
extractos de proteinas de cerebelo y médula espinal provenientes de la FO de las 5 lineas
transgénicas obtenidas (1-5) y de extractos de ratones ERp57“‘”°. Las lineas 1 y 5 mostraron
los niveles de sobreexpresion de ERp57 mas altos por lo que fueron seleccionadas para
amplificar la colonia. (C) Western blot de extractos de proteinas de cerebelo (Cbl), médula
espinal (Med), corteza (Co) e Higado (Hig) provenientes de animales ERp57™ de las lineas 1y
5 comparados con extractos de animales ERp57"°“79. Se confirma la sobreexpresion de ERp57
en las lineas transgénicas 1 y 5 para todos los tejidos analizados, a excepcién del higado que
muestra niveles similares al de los animales no transgénicos. (D) Western blot de médula
espinal y corteza de ratones provenientes de la F1 de las lineas transgénicas 1 y 5 (n=2)
comparado con extractos de ERp57"°‘T9. Se confirma que la sobreexpresion de ERp57 se
mantiene entre generaciones. Los niveles de la proteina ERp57 fueron detectados utilizando un
anticuerpo anti-ERp57 que reconoce tanto la isoforma humana como la de raton. Se utilizé
HSP90 como control de carga.
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Tabla 1. Analisis semi-cuantitativo de los nivelas de expresion de ERp57 en cerebelo y
médula espinal de animales ERp57 No-Ts v ERpST'™. 9. Se muestran los niveles de Ia protelna
ERp57 en los tejidos de cerebelo y médula espmal de animales ERp57"°™ y ERp57"®
normalizados por el control de carga HSP90 y luego por el nivel de expresion del control
ERpSTN‘”“ Las lineas 1 y 5 muestran los niveles méas altos de expresién tanto en cerebelo
como en médula espinal por lo que fueron seleccionadas para mantener la colonia. Numeros 1-
5 corresponden a las 5 lineas transgénicas obtenidas y NT corresponde a animales no
transgénicos.

N°veces de expresion

_ (relativo al NT)

Linea/Tejido Cerebelo Médula
espinal

b 18 1,8

2 1,3 151

3 1,5 1,3

4 1,5 Vit

5 1,8 21
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6.2 Objetivo especifico 1i Cuantificar la expresion basal de PDIs en la SNy en el

cuerpo estriado de ratones transgénicos para ERp57 en el SNC.

Para el desarrollo de este trabajo fueron utilizados ratones ERp57™ de Ia linea 1.
Con el fin de comprobar la sobreexpresion de ERp57 en los tejidos de interés para este
estudio, un andlisis por Western blot fue llevado a cabo en tejidos de la SN y el cuerpe
estriado de animales ERp57™"°™ y ERp57™ (Figura 11A). Los niveles de expresion de
ERp57 fueron determinados a partir de la intensidad de bandas, utilizando el programa

ImageJ y normalizando por los niveles de la proteina HSP90 usada como control.

El nivel de sobreexpresién de ERp57 en los ratones ERp57™ fue calculado
normalizando por la intensidad de banda obtenida en los animales ERp57"°™ para las
respectivas proteinas (Tabla 2). Para determinar los niveles de expresion en el tejido
de interés para este trabéjo fue realizado un andlisis por Western blot de disecciones
de SN de 6 animales ER@S?”""“' y 5 animales ERp57' (Figura 11C). Los niveles de
expresion de ERp57 fueron determinados a partir de la infensidad de bandas utilizando

el programa ImageJ y normalizando por el control de carga actina (Figura 11D).

A partir de este analisis fue posible observar un incremento significativo de los
niveles de ERp57 en los animales ERp57™ que resultd ser aproximadamenté 4 veces
por sobre los niveles de l2 misma proteina en animales ERp57M™9, Los resultados
obtenidos permiten verificar la sobreexpresion de ERpS57 en los tejidos de la SN y el

cuerpo estriado de animales ERp57'°.
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Figura 11. Analisis de la exﬁresién de la proteina ERp57 en disecciones de SN y cuerpo
estriado de ratones ERp57'° " y ERp57'°. (A) Analisis por Western blot de extractos de
proteina de Substantia nigra (SN), cuerpo estriado (St), cerebelo (Cbl), corteza (Co) e
higado(Hig) de ratones ERp57'® (Tg) y ERp57"* ™ (NT). Se muestra la sobreexpresién de ERp57
en la Substantia nigra y el cuerpo estriado de animales ERp57'® comparados con ERp57™°". Se
utilizé como control positivo de sobreexpresion tejidos previamente analizados (cerebelo y
corteza) y como control negativo higado. Se utilizé actina como control de carga. (B) Grafico que
muestra un andlisis semi-cuantitativo de los niveles de ERp57 relativos a actina de (A). (C)
Anélisis por Western blot de extractos de proteina de SN de 6 ratones ERp57"°™ y 5 ERp57'"®
(Tg). Se muestra la sobreexpresion de ERp57 en la SN de animales ERp57 ™ comparados con
ERp57""". Como control positivo de sobreexpresién fueron utilizados tejidos previamente
analizados (cerebelo y corteza) y como control negativo higado. Actina fue utilizada como control
de carga. (D) Grafico que muestra un andlisis semi-cuantitativo de los niveles de ERp57 en la SN
relativos a actina de (C), los valores corresponden a los promedios y respectivos errores
estandar. El analisis estadistico fue realizado mediante el test no paramétrico Mann-Whitney. **:
p <0,01.
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Tabla 2. Analisis semi-cuantitativo de los niveles de exBresién basales de ERp57 en la
Substantia nigra y cuerpo estriado de animales ERp57 °'® y ERp57'®. Se muestran los
niveles de la proteina ERp57 en los tejidos de SN y cuerpo estriado de animales ERp57™° ™ y
ERp57Tg normalizados por el control de carga HSP90 y luego por el nivel de expresion del
control ERpS?""’Tg (NT). Los tejidos de cerebelo y corteza se muestran como controles positivos
de sobreexpresion y el higado como control negativo.

Tejido N°veces de expresion
. (relativo al NT)
Substantia nigra A 31
Cuerpo estriado 44
Cerebelo 33
Corteza 8.4
Higado 12

56




Posteriormente, Iosg niveles basales del ARNm de PDI y ERp72 fueron
cuantificados en la SN de;animales ERp57™ y ERp57™°™ de 90 dias 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
PD! y a la disminucion de ERp72 en los animales ERp57™ en relacion a los ERp57™™.
De estos resultados se desprende que no hay cambios compensatorios en los niveles
de otras PDIs asociados a la sobreexpresién de ERp57 en la SN de los animales

ERp57™.

6.3 Objetivo especifico 2: Analizar la susceptibilidad de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc frente a la muerte inducida por la neurotoxina 6-
OHDA en ratones transgénicos para ERp57 en el SNC.

6.3.1 Efecto de la sobreexpresion de ERp57 sobre la viabilidad de las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc luego de la inyeccion de 6-OHDA.

Con el fin de evaluar el posible rol protector de ERp57 en las neuronas dopaminérgicas
de la SNpc en un modfalo experimental de la EP fueron realizadas inyecciones
estereotaxicas de la 6-0I-?I>DA en el cuerpo estriado de ratones ERp57"™ y ERp57™
de aproximadamente 90 idias incluyendo tanto machos como hembras. Siete dias
después de la inyeccién§ los animales fueron sacrificados y se realizaron cortes
seriados de 25 um de espesor de la zona del cuerpo estriado y de cerebro medio.

Posteriormente fueron seleccionados cortes cada 100 pym tanto para el cuerpo estriado

como para el cerebro medio (abarcando toda la zona de la SNpc) y la deteccion de la

57



B ERpS57MeTo
ERp577¢

01 3 ns

0,08 1

ns

0,06

0,04

0,02

Niveles relativos de ARN
SN

PDI

Figura 12. Analisis de los niveles de ARNm de las foldasas ERp72 y PDI en disecciones
de SN de ratones ERp57"°™ y ERp57 . Grafico que muestra la cuantificacién de los niveles
basales de ARNm de las foldasas ERp72 y PDI en disecciones de SN de ratones ERp57"°'¢ y
ERp57T9 de 90 dias de edad. La cuantificacion se llevo a cabo mediante un PCR en tiempo real.
Los valores se expresan como los promedios y los errores estandar de los niveles de ARNm de
ERp72 y PDI relativos a actina obtenidos para 3 ERp57"™® y 3 ERp57'°. El anlisis estadistico
fue realizado mediante el test no paramétrico Mann-Whitney. ns: diferencia estadisticamente no
significativa (p > 0,05).
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proteina TH fue llevada a cabo mediante una IHC (Figura 13). Para determinar si la
sobreexpresion de ERp57 tiene algun efecto sobre la magnitud de la lesion provocada
por la toxina 6-OHDA en los terminales axonales de las neuronas dopaminérgicas de la
SNpe, 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 ERp57"°™® y ERp57™ inyectados con 6-
OHDA. La sumatoria de las densidades integradas fue hecha utilizando todos los
cortes tanto para el lado inyectado como para el lado no inyectado y posteriormente fue
calculado el porcentaje de pérdida del marcador TH del lado inyectado con respecto al
no inyectado para ambos grupcs de animales (ERp57M T y ERp57™). Como se
observa en la Figura 138, el hemisferio inyectado con la neurotoxina muestra una gran
pérdida del marcador dopaminérgico, alcanzando una pérdida promedio alrededor del
80% tanto para animales ERp57"°™ come para ERp57™ (Figura 13D). Estos
resultados muesfran que no existen diferencias significativas en la pérdida de la marca
TH entre ambos grupos de animales. Ademas se descartan diferencias basales del
marcador dopaminérgico TH en el cuerpo estiado entre animales ERp57">™ y

ERp57"9{Figura 13C).

Por oiro lado ei nimero de somas TH® a lo largo de toda la SNpc fue
cuantificado a partir de conteo manual utilizando microscopia de luz visible. Este fue
llevado a cabo excluyendo la zona del VTA y haciendo distincién entre hemisferio
inyectado y no inyectado (Figura 14A). Al cuantificar el nimero de somas TH" en la
zona de la SNpc desde cortes mas anteriores hasta cortes mas posteriores (Figura 14)
no se encontraron diferencias significativas en el nimero de somas TH* del lado

control no inyectado en las distintas areas de la SNpc entre animales ERp57TM° 9y
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Figura 13. Analisis histologico y cuantificaciéon_del dafio inducido por 6-OHDA en el
cuerpo estriado de ratones ERp57"°™ y ERp57™. (A) Esquema modificado del atlas del
cerebro de ratén de Franklin y Paxinos (2001) de una seccion representativa del area cerebral
del cuerpo estriado. En la esquina superior izquierda se muestra la localizacién anteroposterior
de la seccion seleccionada y a la derecha una representacion de un corte coronal en el cual se
marca en rojo la zona del cuerpo estriado. (B) IHQ anti-TH en cortes coronales seriados de 25
um de espesor espaciados cada 100 pm abarcando toda la zona del cuerpo estriado de un
animal ERp57"° ™ de 90 dias de edad inyectado con 8 pg de 6-OHDA y sacrificado 7 dias
después. Los numeros asignados al lado izquierdo de cada corte indican el orden del mismo en
el eje anteroposterior del cuerpo estriado. (C) IHC anti-TH del corte representativo nimero 8 de
animales ERp57" ™ (ver Figura 13A) y ERp57™ de 90 dias de edad inyectados con 8 ug de 6-
OHDA y sacrificado 7 dias mas tarde. La barra de escala corresponde a 1 mm. (D) Analisis
densitométrico de la marca TH en el cuerpo estriado, incluyendo todos los cortes de la serie de
animales ERp57" " y ERp57'? inyectados con 6-OHDA. Los valores se expresan como
porcentaje de pérdida relativo al lado no inyectado y corresponden al promedio con el error
estandar de 8 animales ERp57"*™ y 5 animales ERp57'® El andlisis estadistico fue realizado
mediante el test no paramétrico Mann-Whitney. ns: diferencia estadisticamente no

significativa.(p > 0,05).
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ERp57' (Figura 14C). De estos resultados se desprende que no existen diferencias a
nivel basat en [a distribucion de neuronas dopaminérgicas de la SNpc entre animales

ERp57M° T8 y ERpS7™.

Al analizar el numero iotal de somas TH® comprendiendo toda la SNpc no se
detectaron diferencias significativas entre ambos grupos, observandose
aproximadamente 1300 somas TH' tanto para animales ERp57"*™ como ERp57™
(Figura 15B). Estos resultados muestran que no existen cambios a nivel global en el
nimero de neuronas dopaminérgicas en la SNpc de los animales ERp57™ al
compararlos con los ERp57M°T9. Posteriormente, fue cuantificada la pérdida del
marcador TH en el lado inyectada con la 6-OHDA (Figura 15). Como se observa en la
Figura 15C tanto ratones ERp57™ como ERp57">"¢ presentan porcentajes de pérdida
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
sobreexpresion de ERp57 en el SNC no genera proteccion frente a la 6-OHDA en las
neuronas dopaminérgicas de la Spr:, al menos a nivel global. Con el fin de estudiar
una posible neuroproteccion local en una zona especifica de la SNpc, fue realizado un
andlisis mas exhaustivo del nimero de neuronas en cada corte por genotipo, antes y
después de la inyeccion. Fue posible apreciar diferencias significativas en el nimero de
somas TH"* luego de la inyeccion con 6-OHDA sélo en los cortes 2, 3, 4 y 5 en ambos
grupos (Figura 16). Asi mismo, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de pérdida neuronal por corte al comparar entre animales ERp57"°™ y
ERp57™ (Figura 17). Estos resultados permiten descartar que la sobreexpresion de

ERp57 genere una neuroproteccion localizada a un grupo particular de neuronas

dopaminérgicas en la SNpc.
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Figura 14. Analisis histolégico de la distribucion de somas TH" en la SNpc de ratones
ERp57">™ y ERp57™. (A) Esquema modificado del atlas del cerebro de ratén de Franklin y
Paxinos(2001) de una seccién representativa del drea cerebral de la SNpc. En la esquina
superior izquierda se muestra la localizacién anteroposterior de la seccion seleccionada y a la
derecha una representacion de un corte coronal en el cual se marca en rojo la zona de la SNpc.
(B) IHC anti-TH que muestra la distribucién representativa de la SNpc a lo largo del eje
anteroposterior de un animal WT C57BL/6. La IHC anti-TH fue realizada en cortes coronales
seriados de 25 um de espesor espaciados cada 100 ym abarcando toda la zona de la SN. Los
numeros asignados al lado izquierdo de cada corte indican el orden del mismo en el eje
anteroposterior de la SN. La zona de la SNpc en cada corte se muestra enmarcada por un
romboide. (C) Grafico que muestra el conteo manual de los somas TH" de la SNpc en el lado
no inyectado en de ratones ERp57"°"® y ERp57 ' inyectados con 8 pg de 6-OHDA en el cuerpo
estriado. El nimero de cada corte del eje X esta representado en la Figura 14B. Los valores
corresponden a los promedios y errores estandar del nimero absoluto de somas TH" presentes
en cada corte, obtenidos a partir 8 ratones ERp57™*"® y de 5 ERp57 . El analisis estadistico fue
realizado mediante un test de ANOVA de dos vias seguido de un post-test de Bonferroni. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos para ninguno de los
cortes (p > 0,05).
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Figura 15. Cuantificacién del dano global inducido por 6-OHDA en la SNpc de ratones
ER;:;STN'"Tg y ERpS?T”. (A) IHC anti-TH representativa de un corte de cerebro medio (corte N° 7
en la Figura 14B) de 25um de espesor proveniente de un raton ERp57">™® y uno ERp57'® de 90
dias de edad inyectados con 8 ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 7 dias mas
tarde. La barra de escala corresponde a 200um. En rojo se marca la zona de la SNpc y en
negro se destaca el area tegmental ventral (VTA), excluida de la cuantificacion manual de
somas TH'. Se observa la pérdida parcial de los somas TH" en la zona de la SNpc luego de la
inyeccién de 6-OHDA en ambos grupos. (B) Gréafico que muestra la sumatoria de somas TH*
abarcando toda la zona de la SNpc (cortes 1-12) de animales ERp57"°™® y ERp57® inyectados
con 8 ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 7 dias mas tarde. Los valores se
expresan como el promedio del niumero total de somas TH" con el error estandar de 8 animales
ERp57"°™® y 5 ERp57'® (C) Grafico que muestra la cuantificacion de la pérdida global de somas
TH" en la SNpc por grupo. Los valores se expresan como porcentaje de pérdida relativo al lado
no inyectado y corresponden al promedio con el error estandar de 8 animales ERpS?’""Tg y5
animales ERpS?Tg' El analisis estadistico fue realizado mediante el test no paramétrico Mann-
Whitney, ***: p < 0,001, *: p < 0,05, ns: diferencia estadisticamente no significativa (p > 0,05).
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Figura 16. Analisis histologico Y cuantificacion espacial del daiio inducido por 6-OHDA
en la SNpc de ratones ERp57"°™ y ERp57'* (A) Grafico que muestra el conteo manual de los
somas TH® de la SNpc de ratones ERp57 ° '° correspondientes al lado no inyectado e
inyectado con 8 pg de 6-OHDA en el cuerpo estriado luego de 7 dias de la inyeccion. El nimero
de cada corte del eje X esta representado en la Figura 14B. Los valores corresponden a los
promedios y errores estandar del nimero absoluto de somas TH" presentes en cada corte,
obtenidos a partir 8 ratones ERp57"‘*T. (B) Grafico que muestra el conteo manual de los somas
TH' de la SNpc de ratones ERp57'® correspondientes al lado no inyectado e inyectado con 8
ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado luego de 7 dias. El numero de cada corte del eje X esta
representado en la Figura 14B. Los valores corresponden a los promedios y errores estandar
del nimero absoluto de somas TH' presentes en cada corte, obtenidos a partir 5 ratones
ERp57'°. El analisis estadistico 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 significativa (p > 0,05).
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Figura 17. Cuantificaciéon espacial del dafio inducido por 6-OHDA en la SNpc de ratones
ERpST"“‘T” y ERpS?T“. Grafico que muestra el porcentaje de pérdida de TH en la SNpc por
corte relativo al lado no inyectado y corresponde al promedio con el error estandar de 8
animales ERp57" " y 5 animales ERp57'® El numero de cada corte del eje X estd
representado en la Figura 14B. 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 pérdida de TH entre ratones ERp57'® y ERp57"° " en ninguno de los cortes
analizados.
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En resumen, estos resultados nos indican que el modelo toxicoldgico de 6-
OHDA que fue previamente establecido en nuestro laboratorio generd Ila
neurodegeneracion retrograda esperada en los animales inyectados, afectando tanto a
los terminales axonales ubicados en el cuerpo estriado como a los somas
dopaminérgicos localizados en Iz SNpc. Sin embargo, Ia sobreexpresion de ERpS7 en
el SNC no generé proteccion en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente a la
neurotoxina 6-OHDA, obteniéndose una lesién de magnitud similar entre animales
ERp57"°"™ y ERp57", tanto en el cuerpo estriado (80 % de pérdida) como en la SNpc
(40 % de pérdida), ademas se descarta algin tipo de proteccion localizada. Estos
resultados dan cuenta que la hipdtesis planteada es nula y debe ser reformulada

considerando las nuevas evidencias obtenidas en el presente estudio.

6.32.2 Evaluacién de cambios motores espontaneos inducidos por la inyeccién de
6-OHDA en el cuerpo estriado de ratones transgénicos para ERp57 en el

SNC.

Cuando se produce una pérdida hemilateral masiva de los terminales axonales
dopaminérgicos del cuerpo estiado (= 50%) es posible constatar detemminados
sintomas motores asociados a una asimetria en la transmisién sindptica
dopaminérgica. En modelos murinos es posible evaluar estos signos motores a partir
de algunas pruebas motoras, una de las mas utilizadas es el test del cilindro. El test del
cilindro consiste e:n intfroducir al ratén en cilindro de vidrio translicido de
aproximadamente 20 cm de digmetro y cuantificar el nimero de toques que realizada
el raton con cada pata delantera en las paredes del cilindro (ver seccién 5 Materiales y
métodos). Si existe una pérdida considerable de los terminales axonales

dopaminérgicos del cuerpo estriado de un hemisferio del cerebro entonces se
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evidencia un uso asimétrico de las patas delanteras producto de la disminucion en los
niveles de dopamina y en consecuencia de la fransmision sinptica mediada por ese
neurotransmisor. De ;aste modo, un raton hemi-lesionado tendrd menos capacidad de
tocar las paredes del cilindro con la pata del lado opuesto a la lesi6n (contralateral). En
nuestro modelo, la inyeccion estereotaxica de 6-OHDA se realiza en el hemisferio
derecho por lo que se espera que el ratén hemi-lesionado toque en menos ocasiones

con la pata izquierda.

Para complementar los resultados obtenidos en la seccion 6.3.1, fue llevado a
cabo el test de! cilindro en animales ERp57"°" y ERp57™® previamente a la inyeccion
(linea base) y 7 dias post-inyeccion de 6-OHDA (Figura 18). Como se observa en la
Figura 18B la lesi6n ocasionada por la inyeccion de 6-OHDA indujo una disminucion
significativa en el porcentaje de toques contralaterales a las 7 dias post-inyeccion,
tanto para ratones ERp57™°™ como ERp57'® (Figura 18B), observandose alrededor de
un 50% en la linea base y aproximadamente un 35% de asimetrfa motora 7 dias
después de la inyeccién de 6-OHDA en ambos grupos. Los resultados de esta prueba
indican que no hay diferencias basales, ni tampoco inducidas, en el desempefio motor,
de animales ERp57™® en comparacion con aquellos ERp57"°™, lo que se correlaciona

can el andlisis histolégico previo.

6.4 Objetivo especifico 3: Cuantificar la expresién de algunas PDIs en laSNyen
el cuerpo estriado de ratones transgénicos para ERp57 en el SNC después

del tratamiento con 6-OHDA.
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Figura 18. Evaluacién de cambios motores espontaneos inducidos por la inyeccién de 6-
OHDA en el cuerpo estriado de ratones !ER;:»S‘:'"""T‘I y ERp57™. (A) Fotografia representativa
del montaje experimental del test del cilindro. El test del cilindro permite evaluar cambios
motores espontaneos provocados por asimetrias hemilaterales en los niveles de dopamina. En
esta prueba se introduce al ratén en un cilindro de vidrio y se cuenta el nimero de toques con
cada pata delantera sobre las paredes del cilindro por un tiempo aproximado de 5 min. ](B)
Grafico que muestra el resultado obtenido en el test del cilindro realizado a ratones ERp57M 0y
ERp57' de 90 dias de edad. El test se realizé previamente a la inyeccion (Linea base) y 1
semana post inyeccién con 8 ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado del hemisferio derecho del
ratén. Los valores se expresan como porcentaje del nimero de toques efectuados con la pata
delantera izquierda (contralateral al lado lesionado inyectado) respecto al nimero de toques
totales (realizados con ambas gatas) y corresponden a los promedios y errores estandar de 10
ratones ERp57"™ y 8 ERp57 . El analisis estadistico fue realizado mediante un test de t de
Student. ***: p < 0,001, **: p < 0,01.
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6.4.1 Evaluacion de los niveles de ARNm de PDl y ERp72 en la SN de ratones

ERp57" inyectados con 6-OHDA.

Con el fin de evaluar la contribucion del estrés de RE y la activacidn de la UPR
en en el modelo de 6-OHDA y una posible regulacién diferencial de esta via en los
animales ERp57™ se evaluaron los niveles de ARNm de algunas PDis (PDI y ERp72)
luego de ta inyeccion de 6-OHDA. El andlisis de ARNm fue realizado mediante gPCR a
partir del ADNc proveniente de la SN de 3 animales ERp57™ y 3 ERp57'"™ inyectados
con 6-OHDA, tal y como se describi6 en la seccion Materiales y métodos.

Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo en los niveles de
ARNm de PDi y ERp72 en la SN (Figura 19A y 19B, respectivamente) Iuego de la
inyeccian de 6-OHDA en el cuerpo estriado para el grupo de animales ERpS57™°T, Esta
induccién no fue observada en ei grupo de animales ERp57™ (Figura 19). Este
resultado indica que existe una regulacion en los niveles de mensajero de PDI y ERp72

asociada al tratamiento con 6-OHDA.

6.4.2 Evaluacién de los niveles de expresion de las proteinas PDI y ERp72 en la

SN y en el cuerpo estriado de ratones ERp57™ inyectados con 6-OHDA.

Con el objetivo de estudiar posibles cambios en los niveles de expresion de
algunas PDIs en el cuerpo estriado y la SN de animales ERp57™ y ERp57™ 9, se
analizaron los niveles de las chaperonas mediante Western blot a partir de disecciones
de cuerpo estriado y SN de animales ERp57™® y ERp57"°™ de 90 dias de edad

inyectados con 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 7 dias despugs.

En primera instancia se evaluaron los niveles de expresion de la proteina

ERp57 en el cuerpo estriado de los mismos animales ERp57M*™y ERp57® analizados
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Figura 19. Analisis de los niveles de ARNm de las foldasas PDI y ERp72 en disecciones
de SN de ratones ERp57"°™ y ERp57" inyectados con 6-OHDA. Los graficos muestran la
cuantificacion de los niveles de ARNm de las foldasas PDI (A) y ERp72 (B) en disecciones de
SN de ratones ERp57"°"® y ERp57'® de 90 dias de edad inyectados con 8 pg de 8-OHDA y
sacrificados 1 semana més tarde. Ni: lado no inyectado, i: lado inyectado. La cuantificacion se
llevo a cabo mediante un PCR en tiempo real. Los valores se expresan como los promedios y
los errores estandar de los niveles de ARNm de PDI y ERp72 relatives a actina obtenidos para
3 ERp57"° "9 y 3 ERp57'. El andlisis estadistico fue realizado mediante el test no paramétrico
Mann-Whitney. *: p < 0,05, ns: diferencia estadisticamente no significativa (p > 0,05).
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por gPCR. No se observan cambios significativos en los niveles de ERp57 luego de la
inyeccién 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 regulacion.

En cuanto a los niveles de expresion basales (no inyectado) se cbserva un
incremento significativo de los niveles ERp57 en los animales ERp57™ resultando ser
alrededor de ocho veces mas que el de animales ERp57™°™ (Figura 20C). Este
resultado confirma la sobreexpresion de ERp57 en :mo de los tejidos de interés en el

modelo de estudio.

Los niveles proteicos de ERp72 en el cuerpo estriado de animales ERp57™° ™ y
ERp57™ (Figura 21), resultaron ser similares a nivel basal (Figura 21C) y no se
observaron cambios significativos en los niveles de esta proteina asociados a la
inyeccion de 6-OHDA en ratones ERp57">™, ni tampoco en los ERp57™ (Figura 21B).
Este resultado nos indica que a nivel proteico no es posible detectar una regulacion en

Jos niveles de ERp72 en el cuerpo estriado de ratones inyectados con 6-OHDA.

Ademéds, para confirmar la efectividad de la inyeccion fueron cuantificados los niveles
proteicos de TH en la SN después de! tratamiento con 6-OHDA. Tanto ratones ERp57'¢
como ERp57"*™ mostraron una pérdida significativa del marcador dopaminérgico TH
en el lado inyectado con la neurotoxina en comparacién con el lado no inyectado,
observandose un 51% de pérdida de TH en animales ERp57™ y un 43% de pérdida en
ERp57"°™ (Figura 22). Este resultado nos permite confirmar la efectividad de la lesién

ocasionada por la inyeccidn de 6-OHDA.
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Figura 20 Analisis de expresion de la proteina ERp57 en disecciones de cuerpo estriado
de ratones ERp57"°™ y ERp57™ inyectados con 6-OHDA. (A) Western blot anti-ERp57
realizado a partir de disecciones de cuerpo estriado de 3 ratones ERp57"° ™ y 3 ERp57™® de 90
dias de edad inyectados con 8ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 1 semana
mas tarde. Ni: lado no inyectado, i: lado inyectado. (B) Cuantificacion densitométrica de la sefial
correspondiente a ERp57 en (A). Los valores corresponden al promedio y error estandar de los
niveles de ERp57 normalizados por el control de carga HSP90. (C) Grafico que muestra la
comparacién de los niveles basales (lado no inyectado) de la proteina ERp57 en el cuerpo
estriado de animales ERp57"°™ y ERp57'® extraido de la cuantificacién en (B). El andlisis
estadistico fue realizado mediante el test no paramétrico Mann-Whitney. *: p < 0,05, ns:
diferencia estadisticamente no significativa (p > 0,05).
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Figura 21. Analisis de expresion de la proteina ERp72 en disecciones de cuerpo estriado
de ratones ERp57"°™ y ERp57™ inyectados con 6-OHDA. (A) Western biot anti-ER72
realizado a partir de disecciones de cuerpo estriado de 3 ratones ERp57"*"® y 3 ERp57' de 90
dias de edad inyectados con 8 ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 1 semana
mas tarde. Ni: lado no inyectado, i: lado inyectado. (B) Cuantificacién densitométrica de la sefial
correspondiente a ERp72 en (A). Los valores corresponden al promedio y error estandar de los
niveles de ERp72 normalizados por el control de carga HSP90. (C) Grafico que muestra la
comparacién de los niveles basales (lado no inyectado) de la proteina ERp72 en el cuerpo
estriado de animales ERp57"°™ y ERp57'® extraido de la cuantificacién en (B). El analisis
estadistico fue realizado mediante el test no paramétrico Mann-Whitney. ns: diferencia
estadisticamente no significativa (p > 0,05).
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Figura 22. Analisis_de expresion de la proteina TH en disecciones de SN de ratones
ERp57"°™ y ERp57" inyectados con 6-OHDA. (A) Western blot anti-TH realizado a partir de
disecciones de la SN de 3 ratones ERp57™"® y 3 ERp57'® de 90 dias de edad inyectados con 8
ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 1 semana mas tarde. Ni: lado no inyectado,
i- lado inyectado. (B) Cuantificacién densitométrica de la sefial correspondiente a TH en (A). Los
valores corresponden al promedio y error estandar de los niveles de TH normalizados por el
control de carga HSP90. (C) Grafico que muestra la comparacion del porcentaje de pérdida del
marcador dopaminérgico TH en el hemisferio inyectado con respecto al no inyectado entre
animales ERp57"® y ERp57'® . Los valores corresponden al promedio y error estandar de los
niveles relativos de proteina TH normalizados por el control de carga HSP90 mostrados del
Western blot de (A). El analisis estadistico fue realizado mediante el test no paramétrico Mann-
Whitney. *: p < 0,05, ns: diferencia estadisticamente no significativa (p > 0,05).
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Con el fin de estudiar la posible regulacién de algunas PDIs asociada a la
inyeccion. de 6-OHDA. en. la SN, también se analizaron los niveles de expresién de PDI
en la SN de los mismos animales ERp57"°™ y ERp57'® empleados en las secciones
anteriores (Figura 23). Los niveles de expresion de PDI en el hemisferio inyectado con
6-OHDA fueron muy similares a los abtenidos en el lado control no inyectado fanto en
animales ERp57™™ como ERp57™ como se observa en la Figura. 23B. Este resultado
muestra que a nivel proteico no es posible detectar una regulacién en los niveles de
PDI asociada a la inyeccion de 6-OHDA, como se observé a nivel de ARNm. A nivel
basal, se observa una tendencia a mayores niveles de PDI en los animales ERp57'¢,
sin embargo los niveles de expresidn soy muy variables entre animales y esta

diferencia no resulté ser significativa (Figura 23D).

Finalmente, fueron evaluados los niveles de expresitn de la proteina ERp72 en
la SN de los mismos animales ERp57"°"® y ERp57" (Figura 23). Los niveles de
expresidn de ERp72 después de la inyeccién de 6-OHDA en estos animales no fueron
modificados, sin embargo se observa una tendencia hacia menores niveles de ERp72
luego de la inyeccion de 6-OHDA en ambos grupos de animales, como se observa en
la Figura 23C. Tampoco se observan diferencias en los niveles basales (lado no

inyectado) de ERp72 al comparar entre ambos grupos (Figura 23D).

En resumen, no fue posible detectar diferencias significativas en los niveles
proteicos de PDI y ERp72 en la SN, asociados a la inyeccién de 6-OHDA, a diferencia
de lo observado a nivel de ARNm, lo que sugiere que no hay regulacién de estas PDls
por esta neurotoxina a nive! proteico o que no es posible detectar estos cambios. Na
obstante, los niveles de expresién mostraron ser muy variables entre animales por lo

que no es posible concluir al respecto.
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Figura 23. Analisis de expresion de las proteinas PDI y ERp72 en disecciones de SN de
ratones ERp57"°™ y ERp57™ inyectados con 6-OHDA. (A) Western blot anti-PD! y anti-
ERp72 realizado a partir de disecciones de la SN de 3 ratones ERp57"™ y 3 ERp57'® de 90
dias de edad inyectados con 8 pg de 6-OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 1 semana
mas tarde. Ni: lado no inyectado, i: lado inyectado. Cuantificacion densitométrica de la sefal
correspondiente a PDI (B) y ERp72 (C) del Western blot de (A). Los valores corresponden al
promedio y error estandar de los niveles de PDI y ERP72 normalizados por el control de carga
HSP90. (D) Grafico que muestra la comparacion de los niveles basales (lado no inyectado) de
las proteinas PDI y ERp72 en la SN de animales ERp57"*™® con ERp57'™® extraido de la
cuantificacién mostrada en (B) y (C). El andlisis estadistico fue realizado mediante el test no
paramétrico Mann-Whitney. ns: diferencia estadisticamente no significativa (p > 0,05).
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7. DISCUSION
7.1 ERp57, una proteina mulitifuncional.

ERp57 es una glicoproteina con actividad tiol oxidoreductasa, perteneciente a la
familia de las PDIs. Se encuentra principalmente localizada en el RE, donde juega un
papel importante en el control de la calidad y el plegamiento de glicoproteinas recién
sintetizadas, catalizando la formacién de puentes disulfuro en el ciclo CNX/CRT
(Ellgaard y Frickel, 2003). Sin embargo, ERp57 también puede desempeiiar diversas
funciones fuera del RE {Coppari y col. 2002). Por ejemplo, se ha descrito que ERp57
es capaz de unirse al ADN asi como también a proteinas nucleares (Coppari y col.

2002).

Ademas, ERp57 puede actuar como chaperona molecular previniendo la
formacion 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
podrfa tener un ro! importante en la transduccién de sefiales y regulacién génica, ya
que se ha observado que se asocia al activador de la transcripcion 3 (STAT3}) y regula
la sefalizacion mediada por este factor (Coe y cal. 2010). La funcion de ERp57 en el
sistema inmune ha sido ampliamente estudiada debido a que esta involucrada en el
ensamblaje de la cadena pesada del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
(MHC 1) (Garbi y col. 2008).

En el contexto patoldgico, ERp57 se ha considerado como un posible

biomarcador de la progresién de diversas enfermedades tales como; céncer, hepatitis,
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ELA, FA y desordenes asociados a priones (Coe y col. 2010). Ademas, existe
numerosa evidencia que da cuenta del posible rol neuroprotector de la proteina ERp57
en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de CJ, EA y ELA (Helz y
col. 2005; Erickson et al., 2005; Atkin y col. 2006; Massignan y col. 2007). Es por ello
que esta proteina resulta un blanco atractivo para el desarrollo de nuevos tratamienios
y el diagnéstico temprano de varias enfermedades humanas (Coe y col. 2010).

En este seminario de titulo se estudié el posible efecto de la sobreexpresién de
ERp57 en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la SN en un modelo
toxicolégico animal de la EP. Para ello, fue utilizado un modelo farmacolégico de 6-
OHDA en ratones transgénicos para ERp57. Con este estudio se pretendié evaluar la

posible contribucién terapéutica de ERp57 en un modelo de fa EP in vivo.
7.2 Modelo de ratones transgénicos para ERp57 en el SNC.

Aun cuando !a proteina ERp57 ha sido relacionada con numerosas
enfermedades neurodegenerativas (Atkin y col. 2006; Heiz y col. 2005; Massignan y
col. 2007; Erickson y col. 2005; Hoffstrom y col. 2010; Hetz y col. 2003; Hetz y col.
2005), su roi en el SNC y su contribucion en patologfas como la EP atin permanece sin

dilucidar.

En el presente seminario de titulo fue utilizado un raton transgénico que
expresa el gen de Erp57 humano bajo el control génico del promotor neuronal de PrP,
para evaluar el posible efecto neuroprotector de ERp57 en un modelo toxicol6gico de la

EP.

Un aspecto a considerar para validar los resultados que fueron obtenidos en

este seminario de titulo es la reproducibilidad y robustez de nuestro modelo en estudio.
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Para ello resuita de importancia la caracterizacién exhaustiva de éste tanto a nivel
fenotipico como molecular. Previamente, en este modelo fue verificada la expresion de
la proteina ERp57 en tejidos nerviosos tales como corteza, cerebelo y médula espinal
(Andreu, 2012, no publicado), mientras que en este seminario de titulo fue
comprobado que los ratones ERp57™@ expresan la proteina ERp57 humana en los
tejidos de la SN y el cuerpo estriado, correspondientes a las dreas del cerebro que

albergan las neuronas dopaminérgicas que sufren neurodegeneracion en la EP.

El analisis de peso y actividad motora no mostré diferencias aparentes entre
ratones ERp57™® y ERpS7"°™ (Andreu, 2012, no publicado). Estos resultados dan
cuenta que la expresion de la proteina ERp57 humana en el sistema nervioso no altera
drasticamente parametros fisiologicos. Sin embargo, este estudio corresponde a una
caracterizacién parcial de! fenotipo y no debemos descartar la posibilidad de que estos
ratones presenten diferencias en el desempefio de otro fipo de pruebas motoras yfo

cognitivas que den cuenta del rol funcional de esta proteina in vivo.

Una limitante del modelo utilizado es que se desconocen las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales de la proteina que se esta sobreexpresando a partir del
transgén. El constructo utilizado para generar estos ratones ha demostrado ser
funcional (Borchelt y col. 1996), sin embargo resta estudiar si la proteina ERp57
humana fusionada al tag flag en su dominio c-terminal, conserva las propiedades
estructurales de la proteina nativa y si esta proteina fusién 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 in vivo.
Mediante la inyeccién intraperitoneal de tunicamicina, un compuesto que produce

estrés de RE a nivel sistémico, especificamente pretendemos evaluar si la magnitud
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del estrés de RE generado a partir de este farmaco es menor en animales ERp57™ en
comparacion con ERp57"*™ en tejidos nerviosos tales como la SN, el cuerpo estiiado,
médula, corteza y cerebelo. Para analizar la magnitud del estrés de RE generado se
haran ensayos de procesamiento det ARNm de Xbp7, como indicador de activacion de
la UPR via IRE1aq, y adicionalmente se analizaran los niveles de ARNm de marcadores
clasicos de estrés de RE como ATF4, BiP, CHOP y de chaperonas que se activan en
estas condiciones como ERp57, ERp72 y PDI.

Un antecedente que permite constatar la funcionalidad de la proteina ERp57
humana sobreexpresada en este modelo de ratén lo constituye estudios realizados en
nuestro laboratorio en colaboracién con el laboratorio del Dr. Felipe Court (Ofiate 2012,
no publicado), donde se describe que la expresién de ERp57 en los animales
transgénicos favorece la recuperacion motora e incrementa la remocion de miefina y la
regeneracién axonal luego de un dafio inducido en nervio periférico, desconociéndose

atin el mecanismo por el cual ocurre dicho fenémeno.

7.3. Efecto funcional de ERp57 en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas

de Ia SNpc.

Considerando los antecedentes de la posible capacidad neuroprotectora de ERpS7
y la previa caracterizacién de un modelo de ratén transgénico para ERp57 en el SNC,
fue evaluado el efecto de la sobreexpresion de ERp57 en un modelo farmacolégico de
la EP, como una aproximacion in vive para la identificaciéon de un posible blanco
terapéutico de la EP. No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNpc entre animales ERp57'%y ERp57'>™,
ni tampoco en las pruebas motoras realizadas después de la inyeccién de 6-OHDA.

Dada la alta reproducibilidad del modelo tfoxicolégico empleado, los resultados que
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fueron obtenidos en este seminario de titulo proporcionan evidencia para rechazar la
hipétesis de trabajo, por lo que podemos postular que la sobreexpresién de la proteina
ERp57 en el SNC no protege frente a la neurodegeneracion gatillada por la neurotoxina
6-OHDA en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, al menos en este modelo murino
toxicologico. Queda abierta la bisqueda de nuevos modelos de EP para complementar
este estudio y el posible impactc de esta proteina en ofros procesos

neurodegenerativos.

Con el fin de complementar este estudio, deberlan 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 catalitica o interfiera en la
interaccién con otras proteinas. Por ofro lado, es posible que el transgén por ser de
procedencia humana se traduzca en una proteina menos eficiente en un contexio

murino.

Un aspecto importante que no fue abordado con anterioridad, es el hecho que la
caracterizacion del modelo de ratén transgénico para ERp57 en el SNC, asi como
también la implementacién del modelo toxicolégico de 6-OHDA, fueron realizadas en
ratones machos, sin embargo para este frabajo se utilizaron indistintamente machos y
hembras de ambos genotipos. Esto ultimo se debi6 a la limitante de! nimerc de
animales disponibles que cumplieran con un minimo de 90 dias para llevar a cabo la
inyeccion estereotaxica. No obstante, los resultados que fueron reportados aquf para
los animales no transgénicos muestran valores similares a los obtenidos previamente
para el andlisis histoldgico de ratones WT machos de tres meses de edad inyectados
con 6-OHDA (Valdez 2013, no publicado), donde, se observd poca variabilidad entre

animales. Esto nos permite descartar un efecto de género-dependencia en este modelo
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toxicolégico. Asi mismo, los niveles de expresién de la proteina ERpS7 enla SN y el
cuerpo estriado también resultaron similares entre animales de distintos géneros para

cada grupo, no obstante seria mas concluyente hacer una comparacion por genero.

Respecto a los analisis del desempefio motor realizado mediante la prueba del
cilindro fue posible también descartar problemas motores basales en los animales
ERp57'¢, pues el porcentaje de toques contralaterales en la linea base resulté cercano
al 50%, lo que da cuenta de una capacidad equivalente de utilizar ambas patas
delanteras. Ademés, por inspeccion visual es posible constatar que los animales
transgénicos presentan igual capacidad de movimiento que animales no transgenicos.
Este estudio amplia la caracterizacion del modelo de ratén transgénico para ERp57 en
el SNC y permite que pueda ser utilizado en la evaluacion de dafios motores inducidos,
ya sea, en este modelo toxicoldgico u otros modelos de enfermedades

neurodegenerativas.

La evidencia actual acerca del vinculo entre el estrés oxidativo y la EP podria ser
una posible explicacién de los resultados obtenidos. Estudios recientes demostraron
que la deplecién de glutation (GSH), el tiol de bajo peso molecular mas abundante y el
mayor antioxidante encontrado en las células, es uno de los eventos bioquimicos que
ocurre mas tempranamente en la EP (Jenner y col. 1993; Perry y col.1986). A partir de
esta evidencia, e! concepto de estrés oxidativo ha sido asoclado a la sefalizacion
redox, un complejo proceso, basado en tioles que regulan no solo el dafio oxidativo
sino también la activacién de mecanismos enzimaticos de sefializacién. El GSH y los
sistemas antioxidantes basados en GSH son reguladores importantes de la
neurodegeneracién asociada a la EP (revisado en Garcia y col.2012). Adiciocnalmente,

se ha demostrado que los sistemas redox basados en ftioles, tales como,
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peroxiredoxinas, tioredoxinas, metalotioneinas, metioninas sulfoxido reductasas y
factores de trascripcion asi como también modificaciones oxidativas en grupos tioles de
proteinas (cisteinas), que incluyen hidroxilaciones, glutationilaciones y nitrosilaciones,
son capaces de regular la pérdida de las neuronas dopaminérgicas (Alam y col.1997;
Danielson y col. 2008.). Algunos estudios han demostrado que sistemas antioxidantes
basados en GSH ejercen un efecto protecfor frente a la muerte de las neuronas
dopaminérgicas inducida en modelos toxicologicos animales de la EP, por ejemplo;
ratones deficientes en la glutatién peroxidasa 1 (GPX1) exhiben un incremento en la
sensibilidad a la neurotoxina MPTP (Klivenyi y col. 2000), mientras que la
sobreexpresién de esta misma proteina protege frente a la toxicidad inducida por MPP*
y 6-OHDA in vifro e in vivo. También se ha descrito que la administracién oral del
antioxidante N-acetil-l-cisteina (NAC), la cual actia como dador de cisteinas para la
sintesis de GSH, atenuia la pérdida de células dopaminérgicas inducida por MPTP, 6-

OHDA y la sobreexpresién de a-sin in vivo (revisado en Garcia y col. 2012).

Por otro lado, el estado redox de PDI y otros miembros de la familia de las PDIs es
posiblemente regulado por glutation ya sea en su estado reducido (GSH) o en su
estado oxidado (GSSG), asi como también por ofras oxidasas, reductasas y/o

sustratos (Hatahet y Ruddock, 2009).

Considerando estas evidencias, es posible especular que alteraciones en estado
redox de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc de animales inyectados con 6-
OHDA, resulte en una pérdida funcional de Ia proteina ERp57 por disminucién en los
niveles de GSH u ofra molécula que regule el estado oxidativo y por ende Ia actividad
catalitica oxido-reductasa de ERp57. Un estudio realizado en corazéon de pacientes

diabéticos muestra que alteraciones en el estado redox conlleva a la pérdida de la
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cardioproteccién otorgada por la proteina PDI (Toldo y col. 2011). Es posible que el
nivel de estrés oxidativo generado por la 6-OHDA no logre ser compensado con la
sobreexpresion de ERp57 en nuestro modelo de ratén transgénico. Seria necesario
realizar estudios con dosis de 6-OHDA menores a las utilizadas en este estudio para
descartar esta hipétesis. Si bien es cierto, 7 dias es el tiempo en el cual se alcanza la
mayor pérdida de neuronas dopaminérgicas en este modelo toxicolégico, es posible
que el efecto de la chaperona ERp57 ocurra en etapas tempranas de la muerte
neuronal, por lo cual, resuita de gran interés realizar una cinética de neurotoxicidad de

6-OHDA en estos animales transgénicos.

Otra posible razén que explica por qué la sobreexpresion de ERp57 no genera la
proteccion esperada, es que los niveles de estrés oxidativo generado por el modelo de
6-OHDA sean tales que esta proteina sufra inactivacién por S-nitrosilacion y que la
sobreexpresion de ERP57 no sea suficiente para compensar el dafio oxidativo. Esta
idea es apoyada por un estudio en el cual se encontré que la PDI, el miembro mas
cercano a ERp57, es S-nitrosilada en tejido post morfem de pacientes con la EP y
modelos toxicolégicos de la enfermedad, lo cual inhibe su actividad enzimatica
conduciendo a la acumulacién de proteinas mal plegadas y la concomitante activacion
de la UPR (Uehara, Nakamura y col. 2006). Aln queda por determinar si ERp57

también es nitrosilada bajo estas mismas condiciones.

Desde ofro punto de vista, la sobreexpresion de ERp57 en el SNC desde el
desarrollo del animal podria causar cambios en los niveles de expresién de ofras
proteinas. Por ejemplo, otras PDls, chaperonas de plegamiento o proteinas que
controlan el estrés oxidativo podrian estar siendo reguladas de manera negativa. Por lo

que el efecto neuroprotector de ERp57 estaria siendo enmascarado por la pérdida 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 sobreexpresion local de
ERp57 en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en ratones adultos usando

inyeccion de virus recombinantes.

7.4. Estrés de RE y acfivacién de la UPR en ratones transgénicos para ERp57
inyectados con 6-OHDA.

Existe gran controversia acerca de la contribucion del estrés de RE a la muerte
neuronal inducida por la 6-OHDA. Trabajos actuales muestran la activacion de algunos
de los marcadores de estrés de RE y la UPR en este modelo toxicoldgico tanto in vitro
como in vivo (Wang y Takahashi 2007; Fouillet y col. 2012). Sin embargo, estudios
realizados en nuestro laboratorio mostraron que en nuestro modelo toxicolégico no hay
activacién de la UPR via PERK e IRE1a. No obstante, debido a la multifuncionalidad de
ERp57 y la regulacion positiva observada in vitro e in vivo por 6-OHDA y por otros
modelos de enfermedades neurodegenerativas, no resulta extrafio que esta proteina
sea activada por otras cascadas de sefializacion y que pueda mediar respuestas
adaptativas en otro tipo de mecanismos implicados en la neurodegeneracion gatillada
por esta neurotoxina, como por ejemplo estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial o

cambios inflamatorios.

Con el objetivo de evaluar el estrés de RE, la activacién de la UPR y/o la
regulacion de otras PDls en el modelo de ratén transgénico fueron analizados los
niveles de expresion PDl y ERp72 en la SN de animales inyectados con 6-OHDA,

observandose un aumento significativo de los niveles de ARNm de pdi y erp72 en los

animales ERp57"°™ 7 dfas después de la inyeccion de 6-OHDA, sin embargo en




ratones ERp57' no se cobservd dicho incremento. Estos resultados sugieren que la
muerte neurona! gatillada por 6-OHDA induce esirés de RE crénico y que la

sobreexpresion de ERp57 podria disminuir los niveles de estrés.

La regulacién positiva en los niveles de ARNm de pdi y erp72 observada en
animales no transgénicos luego de la inyeccién de 6-OHDA no se corresponde con los
resultados obtenidos a nivel proteico, puesto que no se observaron cambios
significativos en los niveles de proteina asociados a la inyeccion de 6-OHDA para
ninguna de las PDls evaluadas. Estas chaperonas presentan niveles altistimos de
expresion respecto a ofras proteinas del proteoma, ademas de tener una vida media
alta, por lo que cambios medianos en los niveles de ARNm pedrian ser insignificantes

en términos de la expresién relativa de proteina en estado estacionario.

Debido a la gran variabilidad observada en los niveles de las protefnas PDI y
ERp72 en la SN dentro de cada grupo experimental resulta necesario incrementar el
niimero de animales en el andlisis para sacar conclusiones mas robustas. Atn cuando
los porcentajes similares de pérdida de TH en la SN que fueron obtenidos mediante
analisis por Western biot concuerdan con lo obtenido por histologia, hay que tener en
cuenta que la diseccién de tejido es realizada de manera manual por lo que pequeitas
variaciones en la posicion del cerebro en el molde coronal o en el tamafic del cerebro
del ratén pueden causar un desplazamiento en el eje anteroposterior. De este mado,
es posible que se haya exiraido una zona muy anterior o posterior no representativa.
Seria optimo ufilizar técnicas mas precisas como inmunofluorescencia o

inmunohistoquimica para evaluar los niveles de proteina de manera restringida en la

zona de la SN y una poblacién particular de neuronas, las neuronas dopaminergicas.




Finalmente, es importante destacar lo compleja que es la red de la famila de las

PDIs, pues la modificacién en los niveles de expresion de algunos de los componentes

de esta familia puede no ser suficiente para observar efectos funcionales.

Probablemente existan efectos compensatorios a partir de los cuales se regulen los

niveles de expresidn de los otros miembros de la familia, que presentan actividades

similares y/o sustratos comunes.

-]

. CONCLUSIONES.

Los animales ERp57™ sobreexpresan la proteina ERp57 en la SN y el cuerpo
estriado, siendo la magnitud de esta sobreexpresion aproximadamente 4 veces la
expresién de animales ERp57M°™ para la SN y aproximadamente 8 veces para el

cuerpo estriado.

La sobreexpresion de ERp57 en el SNC no ejerce proteccion frente a la
neurodegeneracién inducida por la neurotoxina 6-OHDA en las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc, al menos en las condiciones analizadas.

La inyeccidn de 6-OHDA en el cuerpo estriado induce un aumento en los niveles de
ARNm de PDi y ERp72 en la SN de animales ERp57"°™, sin embargo, no se

observan cambios en la expresién estas foldasas a nivel proteico.

El modelo toxicologico de 6-OHDA utilizado en este trabajo resulta una herramienta
ttil y altamente reproducible para evaluar el efecto de la manipulacién genética de

alguna proteina blanco en la suscepfibilidad degenerativa de las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc.




9. PROYECCIONES.

Este trabajo contribuye a la exploracion actual de posibles blancos terapéuticos
para la EP, pues nos proporciona evidencia in vivo del efecto funcional de la
sobreexpresién de una proteina en un modelo toxicolégice animal que recapitula la
neurodegeneracién observada en pacientes con la EP. Este estudio podria
complementarse ufilizando otros modelos genéticos de la EP como la expresion de o-

sin en ratones ERp57™

En base a los resultados obtenidos en este frabajo, resulta interesante evaluar
el efecto de la sobreexpresién local de ERp57 en neurcnas dopaminérgicas adultas
con el fin de descartar posibles cambios compensatorios en los niveles de ofras
proteinas durante el desarrollo de! animal. Para ello seria interesante utilizar como
herramienta virus adeno-asociados que permitan la sobreexpresion ERp57 en la SN de

ratones WT.

Por otro lado, el estudio de la posible S-nitrosilacion de ERpS7 en un modelo
animal de la EP resulta de gran interés debido a la evidencia que muestra la presencia
de la forma S-nitrosilada de PDI en tejido post mortem de pacientes con la EP,
sugiriendo que la pérdida de actividad de esta foldasa seria un posible contribuyente a
la neurodegeneracion observada (Uehara, Nakamura y col. 2006). Se cree que el
mecanismo de accién principal a través del cual la 6-OHDA causa neurotoxicidad en
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc es a través de la generacion de ROS y RNS
por lo que el uso del modelo de 6-OHDA en ratones para evaluar S-nitrosilacion de

ERp57 en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc se vislumbra como una

herramienta ufii y reproducible para dilucidar mas acerca de los mecanismos




moleculares asociados a la etiologia de la EP.
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