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“Equipados con sus cinco sentidos, el ser humano explora el universo que lo

rodea y llama a esa aventura Ciencia”

Edwin Powell Hubble (1889-1953)
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1. RESUMEN

El estrés celular asociado a la acumulacién de proteinas mal plegadas en el reticulo
endoplasmico (RE) es una de las caracteristicas patoldgicas principales de la
enfermedad neurodegenerativa esclerosis lateral amiotréfica (ELA). Durante la
respuesta al estrés de RE, chaperonas y foldasas son sobreexpresadas,
incrementando la capacidad de plegamiento del RE. Las proteinas disulfuro
isomerasas (PDI) son una de las principales chaperonas del RE, las que son ademas
reguladas positivamente en la ELA. ERp57 es una proteina miembro de la familia de
las PDI y una chaperona del RE que participa en el plegamiento de glicoproteinas,
siendo parte del ciclo calnexina/calreticulina. ERp57 ha sido relacionada con diversas
enfermedades, como el cancer y la hepatitis, en las cuales su contribucién ha sido
ampliamente estudiada. El rol de ERp57 en el sistema nervioso y su posible
contribucion en enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y la ELA aiin no
han sido dilucidados. Recientemente nuestro laboratorio reporté las mutaciones sin
sentido D217N y Q481K en ERp57 en pacientes con ELA. Estas mutaciones afectan la
conectividad y funcion de motoneuronas en diferentes lineas celulares y en modelos de
pez cebra. En este Seminario de Titulo, se caracterizaron ratones transgénicos que
sobreexpresan estas formas mutantes de ERp57 en el sistema nervioso central bajo el
promotor de la proteina de prion (PrP). Ambas mutaciones de ERp57 gatillaron un
impedimento motor, indicado por mediciones de coordinacion motora usando la prueba
de "Wire Hang test". La causa probable del fenotipo motor observado fue investigada
mediante mediciones de electromiografia para detectar la actividad espontanea en la
sinapsis entre las motoneurona y el musculo, en donde no se encontraron alteraciones.

Sin embargo, analisis morfologico de la unién neuromuscular (UNM) mostré que los



ratones transgénicos ERp57°%'"™™ presentan alteraciones en la inervacion muscular. Los
aparatos pre-sinapticos presentaron hinchazén axonal y los aparatos post-sinapticos
mostraron anchos de banda terminales mas angostos, morfologias anormales y de
menor volumen. Estudios de la fisiologia del misculo esquelético mostraron que estos
ratones no desarrollan alteraciones morfologicas, fibrosis ni alteracion en los ciclos de
degeneracion/regeneracion. Los musculos esqueléticos presentaron alteraciones en
los patrones de miofibras oxidativas, donde disminuyen las fibras de contraccién rapida
y aumentas las fibras de contraccién lenta. Mediante gPCR y Western blot se encontro
gue los modelos estudiados no presentaban activada la via de sefializacion de
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), pero presentaron alteraciones en los
perfiles de expresion de proteinas sinapticas en el sistema nervioso central. En
conjunto, estos resultados indican que estas mutaciones de ERp57 relacionadas a la
ELA causan alteraciones en la homeostasis proteica, en la integridad y equilibrio de la
UNM y en la fisiologia muscular. De esta forma, proponemos que las lineas de ratones

generadas modelan etapas tempranas sintomaticas de la ELA.



2. ABSTRACT

Protein folding stress in the endoplasmic reticulum (ER) is a primary feature of the
neurodegenerative disease amyotrophic lateral sclerosis (ALS). During ER stress,
chaperones and foldases are overexpressed to increase the folding capacity of the ER.
The Protein Disulfide Isomerases (PDls) are major ER chaperones upregulated in ALS.
ERp57 is a member of the PDI family and a chaperone of the ER that participates in the
folding of glycoproteins, forming part of the calnexin/calreticulin cycle. ERp57 has been
related with different diseases, like cancer and hepatitis, in which the contribution has
been widely studied. The role of ERp57 in the central nervous system and its possible
contribution in neurodegenerative diseases, like Alzheimer's disease and ALS still
remain unclear. We recently reported the missense mutations D217N and Q481K of
ERp57 in ALS cases. Mutations in ERp57 affect motoneuron connectivity and function
in cell lines and zebrafish models. In this Seminar of Title, we report the
characterization of mouse models that overexpress mutant ERp57 under Prp promoter
in the central nervous system. Both mutations of ERp57 led to motor impairment, as
determined by measurements of motor coordination using the Wire Hang test. The
motor phenotype was further investigated by electromiography recordings, to detect
muscle denervation, which did not show alterations. Neuromuscular junction (NMJ)
analysis showed that transgenic ERp57°%'™" mice present abnormal muscle innervation.
Pre-synaptic apparatus presented axonal swellng and post-synaptic apparatus
narrower endplate bands, abnormal morphologies and decreased volume. Analysis of
skeletal muscle physiology showed no alterations in morphology, fibrosis or
degenerative/regenerative cycles, but revealed an altered profile of oxidative myofibers,
with less fast-twitch fibers and more slow-twitch fibers in the ERp57°%'™ transgenic

mice. qPCR and Western blot analysis showed that overexpression of mutant ERp57



do not cause activation of the unfolded protein response (UPR) signaling pathway, but
lead to an altered expression profile of synaptic proteins in the central nervous system:.
Together, these results indicate that the ALS-linked mutant ERp57, disrupt NMJ
integrity and equilibrium possibly through altered levels of synaptic proteins, causing
alterations in muscle physiology and impaired motor performance, a phenotype

resembling early symptomatic stages of ALS.
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3. INTRODUCCION.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por ser desordenes
progresivos y crénicos, donde existe un deterioro de la funcion y estructura de grupos
especificos de neuronas. Las funciones neuronales pueden ser perturbadas por
diferentes mecanismos relacionados al envejecimiento y a la neurodegeneracion, como
lo son anomalias sinapticas, alteracion en el transporte axonal, inhibicion de Ia
degradacion proteosomal, alteraciones en la dinamica mitocondrial y estrés oxidativo
(Su y col, 2010; Van Spronsen y Hoogenraad, 2010; Huang y Figueiredo-Pereira,
2010; Uttara y col., 2009; Millecamps y Julien, 2013). Dentro de las principales
enfermedades neurodegenerativas, se encuentran la enfermedad de Alzheimer (EA), la
enfermedad de Parkinson (EP) y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), todas ellas
tienen en comun la presencia de agregados de proteinas mal plegadas en diferentes
tejidos neuronales que gatilla una disrupcién en la homeostasis proteica (proteostasis)

neuronal (Soto, 2003).

La proteostasis es una red interconectada de procesos de control de calidad de
proteinas en la célula, que mantiene el proteoma funcional (Balch y col., 2008). El
reticulo endoplasmico (RE) juega un rol importante en el mantenimiento de este
equilibrio dinamico, debido a que cerca de un tercio del proteoma se sintetiza a través
de este organelo durante su paso por la via secretora (Hetz y Mollereau, 2014). Los
principales mecanismos implicados en la mantencién del balance y el control de
calidad de proteinas, estan conformados por una red funcional de chaperonas y
foldasas residentes del RE (Hetz y col., 2015). Por otra parte, también en el citosol se
llevan a cabo procesos de degradacion de proteinas que cumplen un rol importante en

la mantencion de la proteostasis. Por ejemplo, cuando las proteinas no se encuentran



correctamente plegadas, o se encuentran formando agregados proteicos, son
destinadas a diferentes mecanismos de degradacién (Lilienbaum, 2013). Los
principales mecanismos de degradacion de proteinas corresponden al sistema UPS
(del inglés ubiquitin-proteosome system) vy la autofagia. El sistema de UPS consiste en
el marcaje de proteinas incorrectamente plegadas mediante una modificacién post-
traduccional con ubiquitina y su transporte hacia el proteosoma, donde son degradadas
(Amm y col, 2014). La autofagia complementa al sistema UPS, degradando
principalmente agregados proteicos, a través de tres mecanismos diferentes:
macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) y microautofagia (Glick et
al. 2010). Durante la macroautofagia, se secuestran porciones del citosol, que incluso
pueden incluir organeios y proteinas, en vesiculas autofagicas, las cuales son
transportadas y fusionadas con los lisosomas donde ocurre la degradacion de su
contenido. En el caso de la CMA, el proceso de degradacion ocurre a través del
direccionamiento de proteinas al lisosoma por parte de chaperonas y en el caso de la
microautofagia el lisosoma secuestra directamente porciones del citosol (Labbadia &
Morimoto 2015). Otra estrategia celular para la mantencién de la proteostasis durante
periodos de sobrecarga de proteinas mal plegada en el RE, es mediante la disminucion
de la sintesis general de proteinas, donde diferentes vias culminan en la fosforilacion
del factor de iniciacion de la traduccion elF2a (del inglés eukaryofic initiation factor 2a),
y la expresion selectiva de proteinas de respuesta a estrés (Teske y col., 2011). De
esta forma, surge el concepto de la respuesta de estrés integrada, mediante la cual
diferentes mecanismos interconectados comunican el estado metabdlico y oxidativo de
la célula y Ia coordinan con la actividad del RE para lograr mantener la proteostasis y la

sobrevida celular {Hetz y col., 2015).



3.1. Esclerosis lateral amiotréfica.

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad degenerativa y
progresiva que Se caracteriza por la degeneracion conjunta de células neuronales
piramidales de la corteza motora primaria, el tracto corticoespinal y motoneuronas del
tronco encefalico y el asta ventral de la médula espinal. Esto conlleva a la interrupcién
de todas las sefales a musculos voluntarios, causando debilidad muscular y atrofia,
seguido de progresiva paralisis muscular y la posterior muerte del paciente,
tipicamente después de 2 a 4 afios de los primeros sintomas y generalmente por

problemas respiratorios {Leblond y col., 2014).

La etiologia de la ELA puede ser de tipo esporadico (ELAe) cuando no existen
antecedentes previos de la enfermedad en la familia, o de tipo familiar (ELAf) cuando
es causado por alguna mutacion especifica conocida (Leblond y col,. 2014). Aungue la
ELAe corresponde a cerca del 90% de los individuos afectados, es gracias a las
mutaciones de genes especificos descubiertas en pacientes con ELAf que se ha
podido estudiar los mecanismos patogénicos de la enfermedad. Debido a la similitud
entre ambos tipos de patologia y a que los mismos grupos neuronales estan afectados,
se ha postulado que terapias en modelos genéticos de la ELA pueden ser llevados a
pacientes con ELAe. Los principales genes asociados a la ELAf y que presentan un
alto riesgo causal en la enfermedad y los porcentajes de representacion en ELAf son:
(1) las repeticiones del hexanucledtido GGGGCC en una region intrénica de C9orf72
(37,6%) (Vance y col., 2006); (2) mutaciones en el gen que codifica para la Superéxido
Dismutasa 1 (SOD7T) (21%) (Rosen y col., 1993); (3) mutaciones en el gen FUS/TLS

(4%) (Kwiatkowski y col., 2009; Vance y col., 2009); y (4) mutaciones en el gen que



codifica para la proteina de unién a DNA TAR (TDP-43) (4%) (Kabashi y col., 2008;

Sreedharan y col., 2008).

La forma de herencia mas comun en la ELA, comesponden a mutaciones
autosémicas dominantes, donde existen variaciones puntuales de nucledtidos los que
pueden generar ganancias de funciones tdxicas, o la pérdidas de su funcién fisiologica
(Winklhofer y col., 2008). Estas mutaciones gatillan la formacién de agregados
proteicos y oligdmeros neurotdxicos de las proteinas mutadas, las cuales estan
asociada a la disrupcién de la proteostasis y a la generacion de estrés de RE
(Winkihofer y col., 2008). Cabe destacar que alteraciones en el metabolismo del RNA
han surgido también como un aspecto fundamental en la fisiopatologia de la ELA,
debido a que un porcentaje importante de los genes que pueden encontrase mutados
en formas familiares de la enfermedad corresponden a proteinas de union a DNA/RNA,

como TDP-43 y FUS (Ling y col., 2013).

Los mecanismos asociados a la ELA no se conocen del todo, pero multiples
investigaciones han mostrado que existen perturbaciones en las funciones celulares de
las motoneurcnas en la ELA, como lo son la excitotoxicidad, el estrés oxidativo, un
metabolismo anormal del calcio, transporte axonal alterado, y el mal plegamiento de
proteinas (Pasinelli y Brown, 2006). Estas perturbaciones son consideradas como
mecanismos auténomos de la célula, donde el dafio dentro de una poblacion de
motoneuronas por si sola es suficiente para producir la enfermedad (llieva y col., 2009).
A pesar de la vulnerabilidad selectiva aparente de motoneuronas, multiples lineas de
evidencia indican que mecanismos no-auténomos de la motoneurona pueden contribuir
a la patogenesis de la ELA, como es el caso de los astrocitos y las microglias (llieva y

col., 2009).



3.2. El reticulo endopléasmico y la respuesta a proteinas mal plegadas

El RE es un organelo celular organizado en un sistema de cisternas tubulares que
forman una red interconectada involucrada en diversos procesos metabodlicos. En el
RE, cerca de un tercio del proteoma total de las células inicia su proceso de
plegamiento, maduracion y tréfico hacia la ruta de secrecion (Hetz y Moliereau, 2014).
El plegamiento de proteinas es un proceso controlado por un conjunto de chaperonas,
foldasas y co-factores residentes del RE que controlan la calidad del proceso,
previniendo el mal plegamiento y agregacion de proteinas traducidas. Perturbaciones
en los procesos fisiologicos de este organelo y en la funcién de chaperonas resulta en
la acumulacién de proteinas no plegadas o mal plegadas, causando una condicién
celular denominada “estrés de RE". El estrés de RE activa una cascada de
transduccion de sefiales adaptativas llamada respuesta a proteinas mal plegadas

(UPR, del inglés unfolded protein response) (Hetz y Mollereau, 2014).

La activacion de la UPR afecta diferentes aspectos de la ruta secretora restaurando
los niveles de proteostasis celular. La UPR se divide en dos eventos temporales,
iniciando mecanismos adaptativos de sobrevivencia, los cuales son seguidos por
eventos de muerte celular bajo condiciones crénicas de estrés (Hetz y col., 2015). La
presencia de proteinas mal plegadas en el interior del lumen del RE desencadena una
transduccion de sefiales que se inicia con la deteccion de éstas, por parte de sensores
presentes en la membrana del RE. En mamiferos se han identificado tres sensores de
estrés de RE que desencadenan la UPR: IRE1a (del inglés [nositol-requiring enzyme
1a), ATF6 (del inglés Activating transcription factor 6) y PERK (del inglés Protein kinase
RNA-like ER kinase). La activacion de cada uno de estos sensores transduce la

informacién sobre el estado de plegamiento proteico en el RE hacia el citosol, donde



activan tres factores de transcripcion: XBP1 (del inglés X-box binding protein 1), ATF6f
(del inglés Activafion transcription factor 6 fragment) y ATF4 (del inglés Activation
transcription factor 4) respectivamente, los que culminan con un cambio en el perfil de

expresion génica (Figura 1).

Las primeras adaptaciones celulares al estrés en el RE, corresponden a la
disminucion de la carga proteica mediante la inhibicion de la traduccién general de
proteinas debido a la fosforilacion de elF2a, la degradacién de mRNA (del inglés
messenger ribonucleic acid) codificantes con destino al RE, regulacion positiva de la
autofagia, inhibicion de la traslocacién de proteinas sintetizadas al RE y la sintesis de
factores claves de la maquinaria de plegamiento y control de calidad, como BiP (del
inglés Binding immunoglobulin protein), calreticulina (CRT), calnexina (CNX) vy
proteinas de la familia de proteinas disulfuro isomerasas (PDI), como ERp57 y PDIA1.
Si bajo estas condiciones no se logra recuperar la proteostasis y el estrés de RE
perdura de forma cronica, se desencadena la via de muerte celular mediante apoptosis

(Hetz, 2012; Schroder y Kaufman, 2005).

IRE1a es una enzima bifuncional, con actividad quinasa y endoribonucleasa, la cual
cataliza el procesamiento o “splicing” de un fragmento del mRNA que codifica para el
factor de transcripcién denominado XBP1, cambiando su marco abierto de lectura y
permitiendo la formacién de una proteina mas estable denominada XBP1s. XBP1s
trasloca al nlcleo, donde activa la transcripcién de genes relacionados a la UPR, que
codifican para proteinas involucradas con el plegamiento, sintesis de lipidos y
componentes del sistema de degradacion ERAD (del inglés ER-associated protein

degradation) (Hetz, 2012). La activacion de IRE1a también puede desencadenar

10



PERK RE1a | & ATF8
Lumen RE "

’f; ;FEG '. v.f'/;’
A ST ntron
% Mg e
Traduccion % - o mMRNA XBP1s
{ CHOP 4

e .
. P e

e »_Genes blanco UPR <"

Figura 1. Cascada de sefalizacion generada por !a UPR. Los tres sensores de estrés de RE,
IRE1a. PERK y ATFB, se activan cuando existe una sobrecarga de proteinas mal plegadas en
el RE y gatillan una respuesta adaptativa para restituir la proteostasis celular mediante la
activacion de genes blancos relacionados a la UPR. Modificada de Hetz y col., 2015.
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cascadas de sefializacion mediante la interaccion con JNK (del inglés JUN N-terminal

kinase), donde se pueden generar sefiales pro-apoptéticas y de autofagia (Hetz, 2012).

Bajo estrés de RE, ATF6 migra hacia el aparato de Golgi, donde es procesado por
enzimas proteoliticas, liberando el factor de transcripcién ATF6f. ATF6f activa la
expresion de genes relacionados a la UPR, que codifican para proteinas involucradas

con el plegamiento, componentes del ERAD y XBP1 (Ron y Walter, 2007).

La activacion de PERK inhibe la traduccion general de proteinas mediante la
fosforilacion de elF2a, lo que promueve la traduccion selectiva de ATF4. ATF4 activa la
transcripcion de diferentes genes involucrados en restablecer el balance redox, el
aumento de los niveles de chaperonas y la regulacién del metabolismo de
aminoacidos, la autofagia y la apoptosis (Ron y Walter, 2007). La activacion sostenida
de PERK es un evento importante en la transicidon entre una respuesta adaptativa al
estres y la muerte celular, ya que a través de una serie de respuestas transcripcionales
sucesivas mediadas por ATF4, es que finalmente se activa la expresion del factor de
transcripcion pro-apoptotico CHOP (del inglés C/EBP-homologous protein), el cual

desencadena la muerte por apoptosis (Ron y Walter, 2007).

3.3. Estrés de REy ELA
El estrés de RE se induce en muchas enfermedades, como la diabetes, el cancer,
las enfermedades cardiovasculares, los desérdenes inmunoldgicos y las enfermedades

neurodegenerativas (Oakes y Papa, 2015)

En el caso de la ELA, existe numerosa evidencia sobre la participacion del estrés
de RE en esta patologia. Estas se han encontrado en tejidos post-mortem de

pacientes, y en modelos celulares y animales de la enfermedad (Matus y col., 2013).

iz



Existen diferentes modelos murinos de ELAf, siendo los mas estudiados aquellos que
sobreexpresan formas mutantes de la proteina SOD1, como G93A y G86R, las cuales

recapitulan eventos patolégicos claves de la ELA en humanos (Julien y Kriz, 2006).

Un estudio realizado en motoneurcnas vulnerables (neuronas que sufren
degeneracion temprana) en modelos murinos de ELAf, mediante diseccién laser y
anélisis transcriptémico, mostré que estas neuronas son propensas a sufrir estrés de
RE cronico por su perfil de expresidén génica relacionado con la UPR. Ademas, estos
cambiocs fueron detectados en etapas asintomaticas, es decir, antes de la denervacion
muscular, lo que indica un rol activo del estrés de RE en Ia patogénesis (Saxena y col,,
2009). En meédula espinal post-mortem de pacientes con ELAe y ELAf, se han
identificado la sobre-activacion de las tres ramas de sefializacion de la UPR, altos
niveles de chaperonas de RE, como las proteinas de la familia de PDI, ERp57 (Hetz v
col., 2009) y PDIA1 (llieva y col., 2007), asi como también ia expresion de XBP1s y

ATF4 (Hetz y col., 2009).

Recientes estudios transcriptémicos han ratificado la relacién entre la ELA con la
UPR (Prudencio y col., 2015; Sun y col., 2015). El equipo de Prudencio y col., 2015
realizd un analisis del perfil transcriptomico en cerebro de pacientes con ELAf
asociados a mutaciones en C9orf72 y encontraron que genes blancos de la UPR son
regulados positivamente en pacientes. Esto muestra que la UPR se encuentra activada
en pacientes con la mutacion mas comun en ELAf. Otro estudio transcriptémico en
modelos murinos de ELAf mostré que los inicios de la patogénesis relacionada a la
ELA esta restringida a las motoneuronas e incluyen anormalidades sinapticas y

metabdlicas, estres de RE y activacién de la via PERK de la UPR (Sun y col., 2015).
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De esta forma, se confirma que la activacion de la UPR es un evento transversal en

ELA.

3.4. Chaperonas en motoneuronas y ELA.

Las chaperonas, co-chaperonas, foldasas y co-factores de una célula constituyen
su “sistema de chaperonas”. Los componentes de este sistema forman grupos
funcionales y redes, las cuales catalizan el plegamiento y controlan la calidad de
proteinas (Kakkar y col.,, 2014). El sistema de chaperonas mantiene la proteostasis de
las células, por lo tanto, la falla de una chaperona en particular puede tener efectos que

repercuten mas alla de su localizacion subcelular (Kakkar y col., 2014).

Condiciones patoldgicas en las cuales alteraciones en una chaperona es un factor
causal son denominadas Chaperonopatias (Macaric y Conway De Macario, 2007).
Estos desordenes se caracterizan por un incremento 0 una disminuciéon de los niveles
de chaperonas o por la ganancia o pérdida de alguna de sus funciones (debide a

mutaciones o modificaciones post-traduccionales) (Kakkar y col., 2014).

En etapas tempranas de la activacion de la UPR, existe un aumento en la
capacidad de plegamiento en el RE, debido a la sobre expresion de chaperonas del
RE, como BiP, Grp94, CRT, CNX y diferentes miembros de la familia PD! (Schréder y
Kaufman, 2005). La respuesta temprana protectora fuerte al estrés de RE disminuye
con el envejecimiento (Naidoo y col., 2008), y el declive en las funciones celulares
relacionadas a la edad son atribuibles en parte al progresivo fallo del sistema de

chaperonas (Macario y Conway De Macario, 2002).

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas, el rol causal que ejerce el

sistema de chaperonas en la patogénesis ha sido ampliamente estudiado (Macario y
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Conway De Macario 2002). Se ha postulado que el sistema de chaperonas podria
encontrarse sobrecargado por la alta demanda de asistencia en el plegamiento y
estabilizacion, derivada de la presencia de proteinas mutantes relacionadas a cierta
enfermedad. Otro razonamiento propone que la falla del sistema de chaperonas se
produce debido a mutaciones genéticas en algin componente del sistema, con pérdida

parcial o completa de su funcién (Macario y Conway De Macario, 2002).

Diferentes estudios se han realizado en el area de las chaperonopatias mediante la
generacion de modelos genéticos, donde se delecionan alelos que codifican para
chaperonas residentes del RE, para asi estudiar el efecto que ejercen en modelos
murinos de la ELAf. Los principales chaperonas de RE analizados corresponden a
CNX, CRT, BiP y el co-factor de BiP SIL1. Estos estudios han apoyado el concepto de
que las motoneuronas son selectivamente vulnerables a perturbaciones en la funcién
del RE y muestran la importancia que tiene el sistema de chaperonas y las
consecuencias de posibles failas de miembros de este sistema pueden tener en la

ELA, el estrés de RE y el plegamiento de proteinas.

Por ejemplo, se observé el efecto de la deficiencia de CNX mediante la generacion
de un ratdn knockout (KO) compieto (Denzel y col., 2002). Su ausencia no fue esencial
para la viabilidad embrionaria, ya que se completé el periodo de gestacién normal,
aunque un 50% de las crias KO murié dentro de los 2 primeros dias de vida. Los
ratones que sobrevivieron fueron mas pequefios que sus hermanos de camada
silvestres y mostraron desordenes motores. Estos desérdenes fueron asociados a una
perdida drastica de fibras mielinizadas. Los fenotipos motores presentes fueron ataxia,
temblores, retropulsién y geotaxis negativa y la sobrevida de estos ratones fue de 3

meses (Denzel y col., 2002).
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En el caso de la deficiencia de la chaperona CRT en ratones, se ha observado que
animales KO mueren entre el dia embrionario 12,5-18 por problemas en el desarrollo
del sistema cardiaco y muscular {(Mesaeli y col., 1989). En la ELA, se ha visto que
existe una disminucion de un 40% de los niveles de CRT en motoneuronas vulnerables
en etapas pre-sinfomaticas y estos continlan hasta etapas tardias de la enfermedad
(Bernard-Marissal y col., 2012). De esta forma, Bernard-Marissal y colaboradores
realizaron la delecion de un alelo de CRT en un modelo de ELA que sobreexpresa
SOD1%** (crf”;SOD1°%*) y observaron que estos ratones desarrollan debilidad y
denervacion muscular mas temprana y en mayor cantidad que ratones SOD1%%*
(Bernard-Marissal y col., 2015). Asi, se confirma que perturbaciones en la funcién

correcta del RE, mediante la haploinsuficiencia de esta chaperona, tiene efectos

negativos sobre ia ELA experimental.

La chaperona BiP también ha sido blanco de estudio en cuanto a su papel en
procescs de neurodegeneracion (Luo y col., 2006; Wang y col,. 2010; Jin y col., 2014).
La deficiencia completa de BiP en ratones es letal, debido a problemas en el
crecimiento embrionario (Luo y col., 2006). Se realizé un KO condicional de BiP en
células de Purkinje mediante el sistema de recombinacién Cre-loxP en ratones, en los
cuales se observd neurodegeneracion. Estos ratones mostraron retardo en el
crecimiento, defectos en la coordinacién motora, alteraciones en el patrén de pisadas y
atrofia en el cerebelo. También presentaron niveles elevados de estrés de RE,
representado por altos niveles de Grp94, CHOP, GADD34 y PDIA1 (Wang y col,
2010). Otros aspectos importantes encontrados consisten en alteraciones morfologicas
del RE y aumentos en p62, un factor relacionado con la autofagia y una disminucién en

la cantidad de proteinas ubiquitinadas citosodlicas (Wang y col., 2010). Un estudio
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reciente mostro el efecto que tiene una mutacién en la secuencia de recuperacion del
RE de esta chaperona en ratones heterocigotos, mediante la técnica de knockin (Jin y
col., 2014). Este modelo presenté neurodegeneracion en la médula espinal, con serios
problemas motores observados a los 21 meses de vida, relacionados a degeneracion
selectiva de motoneurgnas. También presentaron acumulacion de proteinas
ubiquitinadas incluidos agregados de SOD1, y fallos en los sistemas de control de

calidad y la autofagia (Jin y col., 2014).

Por otra parte, un estudio reciente mostré que una co-chaperonas de BiP, SiL1,
también esta relacionada a la neurodegeneracién de motoneuronas en la ELA (Filézac
de L’Etang y col., 2015). SIL1, un factor de intercambio de nucleétidos de BiP fue
identificado como un gen expresado robustamente en motoneuronas resistentes a la
degeneracion en modelos de ratones transgénicos de SOD1 mutante. Mientras que en
motoneuronas vulnerables, su expresion disminuye a lo largo de la enfermedad. La
delecion de un alelo de SIL1 en un modelo de ELA que sobreexpresa SOD1%%*
exacerbé las caracteristicas patolégicas de la ELA, aumentando los niveles de estrés
de RE, los niveles de la proteina SOD1 mal plegada, adelantando la denervacién de la
union neuromuscular (UNM) y disminuyendo la expectativa de vida de los ratones

(Filézac de L’Etang y col., 2015).

Por lo tanto se postula que perturbaciones en el sistema de chaperonas esta
relacionado al desarrolio de problemas motores en ratones KO y modelos transgénicos
de ELA. De esta forma, las chaperonas residentes del RE serian vitales para la
mantencion de motoneuronas bajo condiciones de estrés de plegamiento de proteinas.
Estos estudios proponen que las motoneuronas son selectivamente vulnerables a la

disrupcion de la funcién del RE y el sistema de chaperonas.
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3.5. Familia de proteinas disulfuro isomerasas.

Las proteinas disulfuro isomerasas (PDI) son las principales chaperonas del RE
gue son reguladas positivamente en la ELA, por lo que son candidatos de investigacion
importantes en esta enfermedad. Estas chaperonas estan estructurados con dominios
tiorredoxina involucradas en la oxido-reduccion (formacion/eliminacion) e isomerizacion
(rearreglo) de puentes disulfuro, a partir de los grupos sulfhidrilos de los residuos de
cisteinas de una variedad de proteinas sustratos (Figura 2B). La familia de proteinas
PDI estd compuesta por aproximadamente 20 miembros (Figura 2A) clasificados segun
su secuencia y homologia estructural, donde algunos de los miembros mas estudiados
son PDIA1, ERp57 v ERp72 debido a su induccidén durante el estrés de RE come
blancos de la UPR (Walker y Atkin, 2011; Appenzeller-Herzog y Eligaard, 2008;
Benham, 2012). Los puentes disulfuro intra-moleculares confieren la estabilidad de las
proteinas, mientras que los puentes disulfuro inter-moleculares mantienen ia
asociacion de compiejos multiméricos (Lu y Holmgren, 2014).

Los miembros de las PDI| se caracterizan por sus diferentes arreglos y por la
cantidad de dominios tipo tiorredoxina cataliticos y no cataliticos que poseen (Figura
2A) (Ferrari y Séling, 1999). Los dominios cataliticos (denominados a y &) contienen
los sitios activos caracterizados por el motivo CXXC, el cual media la actividad redox e
isomerasa. Los dominios no cataliticos (denominados b y b’), actian estabilizando los
dominios a y @', participan en el reclutamiento de sustratos y en la interaccién con otros
cofactores (Turano y col., 2011). Un proceso importante para la formacién de puentes
disulfuro en el RE esta mediado por la oxidasa de unién a FAD denominada ERO1a y
ERO1B (Feige y Hendershot 2011). ERO1a participa en el reciclaje de las PDI en su
forma reducida a sus estados activos mediante la oxidacién de las chaperonas y la

consiguiente reduccién de O, hacia H.O,. De esta forma, las PDI entran en un nuevo
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Figura 2. Proteinas disulfuro isomerasas (PDI). (A) Representacion de miembros de la
familia de proteinas PDI. Los dominios tipo tiorredoxinas se muestran en rectangulos, donde
{os dominios cataiiticos a y &' son amariios y los dominios nio cataliticos b son verdes y b’ son
azules. El rectangulo gris muestra una estructura conservada denominada x-linker, gque une b’
con a'. Modificado de Ellgaard y Ruddock, 2005. {B) Esquema representativo del plegamiento
de proteinas mediado por miembros de las PDI. La familia PDI puede reducir, oxidar y/o

isomerizar puentes disulfuros en sus proteinas sustratos.
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ciclo redox para catalizar la formacién de puentes disulfuro de nuevos sustratos (Tu y
Weissman, 2002). La isomerizacion de puentes disulfuro se refiere al rearreglo de
estos enlaces cuando han sido formado incorrectamente y consiste en ciclos de

reduccion y oxidacién (Appenzeller-Herzog y Ellgaard, 2008).

En conjunto, los miembros de las PD| actian como chaperonas del RE,
promoviendo el plegamiento de proteinas a su estado nativo y previniendo su mal
plegamiento y agregacion (Andreu y col., 2012). Ademas, algunos miembros de las PDI
participan en diversos procesos celulares como es la eliminacién de proteinas mal
plegadas mediante ERAD (Lee y col., 2010), la mantencién de la homeostasis del
calcio (Li y Camacho, 2004), la presentacién de antigenos (Cresswell y col., 2005) y la

exportacion de proteinas hacia el aparato de Golgi (Delom y col., 2001).

3.6. Proteina residente del reticulo endoplasmatico de 57 kDa.

La proteina residente del RE de 57 kDa (ERp57) es un miembro de la familia PDI y
una proteina de respuesta a estrés. Presenta dos dominios cataliticos (a y a') con
motivos CGHC en su sitio activo, dos dominios no cataliticos (b y b’), el motivo QEDL
de retencion al RE en el C-terminal y un motivo KPKKKKK de localizacién nuclear
(Shishkin y col, 2013). ERp57 esta presente en diferentes compartimientos
subcelulares, donde tiene diferentes funciones formando complejos con diversas

proteinas (Turano y col., 2011).

Una funcién ampliamente estudiada de ERp57 consiste en el plegamiento de
glicoproteinas que se secretan o proteinas de transmembrana y su control de calidad
en el RE. ERp57 se encuentra asociada con CRT o su proteina pardloga de

transmembrana CNX (Noack y col., 2014). Especificamente, el dominio b’ de ERp57



esta enriquecido con lisinas y argininas proporcionandole cargas positivas vy
promoviendo la interaccién con el domino P negativamente cargado de CNX y CRT
(Kozlov y col, 2006). El ciclo de plegamiento de glicoproteinas recientemente
sintetizadas (Figura 3) empieza cuando el polipéptido emerge en el lumen del RE y es
modificado covalentemente mediante ia N-glicosilacion en el sitic consenso NXS/T.
Luego, la glicoproteina es reclutada por las lectinas CNX/CRT asociadas a ERp57. El
complejo CNX/CRT-ERpS7 asiste el plegamiento de la proteina sustrato. Si Ia proteina
esta cercana a su forma nativa, serd reincorporada en el complejo y sufrird un nuevo
ciclo de plegamiento hasta aicanzar un minimo energético. Proteinas completamente
plegadas son exportadas al aparato de Golgi, donde continia su maduracion.
Proteinas mal plegadas terminales son llevadas a degradacién en el citoplasma

mediante ERAD (Noack y col., 2014).

ERp57 participa también en procesos como el ensamblaje del complejo de carga
de péptidos del Complejo Principal de Histocompatibilidad de Clase | (MHC-I) en el RE
(Lindquist y col., 1998). Fuera del RE, ERp57 actia a nivel de la superficie celular, el
citoplasma y el nucleo (Turano y col, 2011). Se ha demostrado que ERp57 puede
generar interacciones con el factor de frascripcion STAT3 en el nlcleo y en el
citoplasma y modular su sefalizacién (Coe y col., 2010). También existe evidencia de
que ERpb57 interactia con componentes del citoesqueleto como B-actina, vimentina y
B-tubulina de clase Il (Santana-Cedina y col., 2013), ademas de controlar la actividad
de la bomba de calcio SERCA (Li y Camacho, 2004). De esta forma, se tiene que
ERp57 participa en diferentes funciones fisiologicas de la celular, ademas del control

de calidad de proteinas.
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Figura 3. Ciclo de plegamiento de glicoproteinas en el RE. La protelna recientemente
sintetizada es traslocada al lumen del RE, donde es N-glicesilada. La glicoproteina no plegada
es reclutada por Calnexina/Caireticulina y enzimas asociadas como ERp57, que catalizan ia
oxido-reduccion e isomerizacién de puentes disulfuros. La glicoproteina es liberada dei
complejo, y si no ha adquirido su estructura nativa, vuelve a entrar al ciclo de plegamienta.
Cuando adquiere su forma nativa, es exportada al aparato de Golgi. Proteinas mal plegadas
terminales son llevadas a degradacion en el citoplasma mediante ERAD. Modificado de Noack
y col., 2014,
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3.7. Rol de las PDl en ELA.

Defectos en la funcién de las PDI han sido relacionados a enfermedades
neurodegenerativas como la EA (Honjoy col., 2011), la EP (Colla y col., 2012) y
desordenes relacionadas a priones, como es la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

(ECJ) (Yoo y col., 2002).

Actualmente, la contribucion funcional de las PDI en los mecanismos patogénicos
de enfermedades neurodegenerativas esta siendo ampliamente investigado (Andreu y
col., 2012; Benham, 2012). En el caso de la ELA, dos miembros de la familia PDI,
PDIA1 y ERp57, se encuentran regulados positivamente como se demostré en
estudios protedmicos de médula espinal de ratones transgénicos que sobreexpresan la
proteina mutante SOD1°%* en etapas pre-sintomaticas, sintomaticas y finales de la
enfermedad (Atkin y col., 2006; Massignan y col., 2007). Estas observaciones fueron
confirmadas en médula espinal (llieva y col., 2007) y liquido cefalorraquideo (Atkin y
col., 2008) de pacientes con ELAe, encontrandose tendencias similares con respecto a
los niveles de PDI. Es mas, en un estudio realizado con células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con ELAe (Nardo y col., 2011), se logré identificar que
PDIA1, ERpS7 y la chaperona CRT podrian ser utilizados como posibles
biomarcadores para el diagnostico y el monitoreo de la progresion de la ELA (Nardo y
col., 2011). Estos descubrimientos han abierto un area de investigaciéon que relaciona
el rol de chaperonas y foldasas residentes del RE, como las PDI, en el campo de

estudio de la ELA.

Debido a la relacion que se ha observado entre PDIA1 y ERp57 y la ELA, se han
realizado estudios que analizan si estas PDI interactGan con los agregados proteicos

tipicos de la ELA (Atkin y col., 2006; Honjo y col., 2011; Frag y col., 2012). En cuanto a
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SOD1, se ha reportado una interaccion fisica entre PDIA1 y SOD1 mutante y silvestre
en el RE y co-localizacion con inclusiones de SOD1 mutante (Atkin y col., 2006). Se ha
postulado que los agregados de SOD1 contienen puentes disulfuros anormales
(Furukawa y col., 2006), lo que sugiere que la formacién de agregados insolubles
patogenicos estan relacionados a la creacion de puentes disulfuros incorrectos y es
ahi, donde PDIA1 podria jugar un rol importante en el correcto plegamiento de SOD1 y
en la prevencién de la formacion de agregados neurotoxicos (Atkin y col., 2006). De
forma similar, se ha visto que FUS interactia con PDIA1 y co-localizan en cultivos
celulares y meduia espinal de pacientes con ELAe y ELAf (Farg y col., 2012). Honjo y
col. mostraron que PDIA1 co-localiza con TDP-43 y SOD1, y que PDIA1 se encuentra

modificada post-traduccionalmente por S-nitrosilaciones (Honjo y col., 2011).

El estrés nitrosativo estd relacionado al aumento de especies reactivas de
nitrégeno, y esta ligado a procesos reievantes en la ELA, como es la exitotoxicidad, la
activacion del receptor de glutamato, Ia neurocinflamacion y el estrés oxidativo (Uehara,
2007). La S-nitrosilacion involucra la unién covalente de monoxido de nitrégeno (NO) al
residuo de cisteina, la cual altera procesos de PDIA1, tanto en la inhibicién de su
actividad enzimética como en interacciones proteina-proteina, lo que podria generar
estres cronico (Hess y col., 2005). También se ha visto nitracién en tirosinas de PDIA1
y ERp57 en ratones SOD1%%* (Walker y Atkin, 2011), la cuales estarian inhibiendo las
funciones protectoras de estas chaperonas. Por otro lado, estudios muestran que en
ratones transgénicos modelos de ELAf que sobreexpresan la proteina mutante
SOD1°®** las PDI se asocian con la activacion de NADPH oxidasa (NOX) en

microglias y en la produccién de superdxido y estrés nitrosativo {(Jaronen y col., 2013).
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Se sugiere que las PDI también podrian tener una relacién con eventos
neurotoxicos en la ELA, aduciendo estrés oxidativo debido a un desbalance en el
estado redox del RE (Jaronen y col., 2013). Se ha propuesto que las PD! tendrian un
rol controversial en la ELA, debido a que el aumento descontrolado de su expresién
durante la activacion de la UPR podria generar la activacion de NOX, llevando a un
estrés nitrosativo anormal el cual generaria nitracién de las mismas PDI y su
consiguiente inactivacién (Jaronen y col., 2014). En conjunto estos estudios han
demostrado que la funcion de las PD| esta alterada en la ELA, lo que tendria

potenciales implicaciones en la patogénesis de la enfermedad.

3.8. ERp57 y ELA.

Estudios recientes, han mostrado que polimorfismos en regiones intronicas de
PDIA1 son factores de riesgo para desarrollar ELA (Kwok y col., 2013; Yang y Guo,
2015). En estos estudios, se han encontrado polimorfismos de nucleétidos simple
(PNS) en regiones intrénicas de PDIAT que actGan como genes que aumentan la
susceptibilidad de padecer ELA. Trabajos recientes de nuestro laboratorio y en
colaboracion con el grupo dirigido por el Dr. Robert Brown de la Universidad de
Massachusetts, han identificado mutaciones sin sentido de PDIA1 y ERp57 en
pacientes con ELAe y ELAf mediante secuenciacion genomica directa (Gonzalez-Perez
y col, 2015). En este trabajo se identificaron dos PNS de ERp57, D217N y Q481K

(Gonzalez-Perez y col., 2015).

Las mutaciones de ERp57 relacionadas a la ELA generan alteraciones
estructurales y bioquimicas en la proteina comparandolas con su estructura nativa
(ERp57"") (Figura 4A) (Gonzalez-Perez y col., 2015; Woehlbier y col., 2015). La

mutacion D217N provoca la pérdida de una carga negativa en un dominio cargado



positivamente que es esencial para la interaccion con el dominio negativo de CNX o
CRT (Figura 4B) (Gonzalez-Perez y col., 2015). La mutacién Q481K genera el cambio
de un aminoacido sin carga por uno positivo que influye en la unién con CNX (Figura

4C) (Gonzalez-Perez y col., 2015).

Ensayos de inmunoprecipitaciéon usando células HEK293T muestran que ambas
mutantes presentan mas afinidad con CNX y CRT (Woehlbier y col., 2015). Cabe
destacar que en el caso de ERp57 D217N, existe un sitio de N-glicosilacion artificial
generado por el PNS, fendmeno que se ha descrito en diferentes enfermedades, donde
mutaciones en genes patogénicos generan proteinas glicosiladas anormales, las
cuales son necesarias y suficientes para generar un impacto negativo en la célula

(Vogt y col., 2007).

Acerca de ERp57, el KO completo genera mortalidad embrionaria al dia 13,5
debido posiblemente a la modulacién de la sefializacién de STAT3 (Coe y col., 2010).
El rol de la deficiencia de ERp57 en el SNC fue analizado recientemente mediante la
generacion de un modelo KO condicional del gen usando el sistema de recombinacion
Cre-loxP (Woehlbier y col., 2015). La deficiencia de ERp57 en el SNC genera un
retardo en el crecimiento, problemas motores (analizados por las pruebas motoras de
Rota-Rod y Wire Hang test) y muerte prematura. Analisis del diafragma (musculo
relevante en la perdida de inervacion observado en la ELA), mostré perdida en la
integridad de la UNM. La deficiencia de ERp57 genera UNM incompletas, de menor
area y perimetro, con formas anormales y denervadas. Otro aspecto importante
encontrade en el modelo corresponde a alteraciones en el perfil de proteinas sinapticas
en la corteza cerebral, posiblemente debido a problemas en el plegamiento del

subconjunto de glicoproteinas sustrato de ERp57. De esta forma, se estaria afectando



ERpS7YT ERp57D217x

ERp57WT

C ERp57WT ERp570481K

Figura 4. Estructura de protema de ERp57 con las mutaciones relacionadas a la ELA.

(A) Estructura proteica de ERp57"" con sus dominios cataliticos ay a’ y dominios no-cataliticos
by b’ (B) Imagen de superficie local que rodea el residuoc Asp217 de ERp57"" y el residuo
cambiado por Asnz‘!?’ en la mutacidén. (C) Imagen de superficie local que rodea el residuo
GIn481 de ERpS?’ y el residuo cambiado por Lys217 en la mutacién. Rojo: residuos positivos,
azui: residuos negativos y gris: residuos polares sin cargas.
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la integridad de la UNM. En cuanto a la fisiologia del muisculo, se encontré un cambio
en el perfil de fibras musculares de contraccion rapida y lenta, y una disminucién en el
diametro de estas fibras. El fenotipo global de los ratones KO de ERp57 simulan
etapas sintomaticas tempranas de la ELA y de ofros desordenes neuromusculares

(Woehlbier y col., 2015).

Con respecto a las mutaciones de ERp57 D217N y Q481K asociadas a la ELA y
descritas anteriormente, se han realizado estudios in vitro e in vivo para analizar el
mecanismo molecular relacionado a la patogénesis (Woehlbier y col, 2015). Se
expresaron las formas mutantes en diferentes modelos celulares de motoneuronas y se
demostré que las mutantes tienen efectos negativos en cuanto a la conectividad y
extension de neuritas (Woehlbier y col.,, 2015). Ensayos en pez cebra mostraron que
las mutantes de ERp57 desarrollan morfologias axonales aberrantes, con
motoneuronas de menor tamafio y ramificaciones anormales, ademas de problemas
motores, lo que indica que las motoneuronas desarrolian una disrupcién de la
conectividad y funcién {Woehibier y col., 2015). Sin embargo, el posibie impacto de
estas mutaciones en la ramificacion neuronales en modelos de ratones se desconoce.
Posiblemente ratones que expresen las mutaciones de ERp57 desarrollen fenotipos

con efectos negativos en las sinapsis.

En base a estos antecedenies, se propone este proyecto de Seminario de Titulo
que tiene como objetivo, estudiar el posible efecto de las mutaciones de ERp57
encontrados en pacientes con ELA a través del uso de animales transgénicos que
sobreexpresen estas variantes. Potencialmente, la caracterizacion de estos nuevos
ratones transgénicos podria establecer un nuevo modelo genético de la enfermedad,

debido a la posible aparicion de fenctipos similares a los observado en la ELA. Este
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estudic constituye una valiosa herramienta para la investigacion de mecanismos

celulares y moleculares patogénicos de la ELA.

4. HIPOTESIS.

La sobreexpresion de formas mutantes de ERp57 asociadas a ELA en el sistema

nervioso central activa mecanismos patolégicos relevantes de la enfermedad,

incluyendo alteraciones motoras y neuromusculares.

5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general

Caracterizacion fenotipica e histoldgica de modelos murinos que sobreexpresan

formas mutantes de ERp57 en el sistema nervioso central.

5.2. Objetivos especificos.

Caracterizar diferentes lineas de ratones transgénicos que sobreexpresan la
forma mutante de ERp57 D217N y Q481K en el sistema nervioso central y
determinar si desarroilan sintomas tipo ELA con compromiso de la actividad
motora.

Analizar el estado de la innervaciébn muscular mediante electromiografia,
analisis de la union neuromuscular y la fisiologia de musculo esquelético.
Determinar posibles alteraciones en la proteostasis a nivel de activacion de la
UPR.

Cuantificar los niveles de proteinas sinapticas en ratones transgénicos para

ERp57 mutantes
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Generacion de ratones transgénicos para ERp57 mutante en el sistema

nervioso central y su genotipificacion.

El Dr. David Brochelt del Johns Hopkins School of Medicine, Baltimore, USA
proporciond gentilmente el plasmidio de expresién MoPrP.Xhol (Borchelt y col., 1996).
En nuestro laboratorio el gen de ERp57 humano (Gene ID: 2923) derivado del cDNA
(del ingiés complementary deoxyribonucleic acid) se introdujo en el plasmidio seguido
por la secuencia codificante del FLAG-tag y la sefial de retencién del RE QEDL
utilizando el sitio de restriccion Xhol. Este plasmidio se utilizé para crear una linea de
ratones transgénicos que sobreexpresan la forma nativa de ERp57 (ERp57"") en el
SNC (Castillo et al. 2015; Torres et al. 2015). Para realizar las mutaciones relacionadas
a la ELA, se trasfirid la secuencia de ERp57 humana a una sistema de clonamiento
Zero Blunt (Thermo Scientific), donde se realizé la mutagénesis sitio-dirigida siguiendo
las instrucciones del fabricante (Stratagene No. cat. 200517-5). Para la mutacion
D217N, se realizé el cambio del nucledtido guanina (G) en la posicion 649 por un
nucleétido adenina (A), donde se cambid el aminoacido acido aspartico en la posicién
217 por el aminoacido asparagina. Para la mutacion Q481K, se realizé el cambio del
nucleotido citosina (C) en la posicion 1441 por un nucledtido A, donde se cambié el
aminoacido glutamina en la posicion 481 por el aminoacido lisina. Posteriormente, los
dos constructos se reinsertaron en plasmidios de expresion MoPrP.Xhol mediante
digestion con la enzima de restriccion Xhol y se verificd el sentido de inserciéon de la

secuencia. La Figura 5A muestra un esquema del plasmidio utilizado.
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Figura 5. Generaci6n de lineas transgénicas que sobreexpresan ERp57°*"" y ERp57%4™
en el SNC. (A} Los plasmidio MoPrP.Xhol con las secuencias mutantes de ERp57 se generaron
mediante {a mutagenesis sitic-dirigida de la secuencia humana de ERp57. ERp57 quedd bajo «l
controt del promotor prion (p-PrP) junto con la secuencia FLAG-tag y la secuencia de retencién
en el RE QEDL. (B) En el Centro de Estudios Cientificos (CECs), Valdivia, se generaron las
lineas de ratones transgénicos para ERp57°%' W% para esto, se cruzaron ratones 50%
C57BL/6- 50% CBA, a los cuales se les extrajeron cigotos y se realizaron microinyecciones del
plasmidio MoPrP.Xhol con las secuencias mutantes de ERp57 linealizado por la digestion con
Notl en el prondcleo masculino. Los cigotos se transfifieron a_ hembras pseude-prefiadas y 21
dias después nacié la generacion FO de ratones Tg ERp57°%" "9 Cada raton se considerd
como una linea independiente.
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Los plasmidios de expresion resultantes contenian ERp57 con la mutacion D217N o
Q481K bajo el control del promotor de la proteina prion de ratén (PrP). Los constructos
se enviaron al Dr. Bredford Kerr del Centro de Estudios Cientificos (CECs), Valdivia,
para la generacion de ratones transgénicos para las formas mutantes de ERp57
(Figura 5B). El plasmidio se purifico, prepard y linealizd mediante la digestion con la
enzima de restriccion Notl para su microinyeccidn por personal entrenado en un area
designada del bioterio. Se realizé una inyeccion intraperitoneal a hembras 50%
C57BL/6- 50% CBA con 50 U/mL de Gonadotropina coriénica equina y 0,1 mL de 50
U/mL de Gonadotrofina coridnica humana para inducir la ovulacion. Estas se cruzaron
con machos 50% C57BL/6- 50% CBA. Los cigotos se extrajeron y se realizo
microinyeccion del constructo en el pronlcleo masculino del cigoto. Luego ser
transfirieron aproximadamente 10 a 15 embriones por oviducto en una hembra pseudo-
prefiada (hembra previamente cruzada con un macho vasectomizado) de Ia cepa 50%
C57BL/6- 50% CBA. Después de 21 dias, nacié la generacién FO, con el mismo fondo
genético. Los miembros de la generacion FO se denominaron Tg90-533, Tg90-550,
Tg90-557 y Tg90-559 para la mutacion ERp57 D217N v la linea transgénica Tg89-518
para la mutaciébn ERp57 Q481K. Las cruzas para la mantenciéon de la colonia se

realizaron siempre con ratones C57BL/6 para llevar a un fondo genético puro.

A los 21 dias de vida, se destetaron los ratones y se genotipificaron mediante PCR
usando los partidores Erp57 866 sentido 5-AAT TCC TGG ATG CTG GGC ACA AAC -
3’y Erp57 1535 antisentido 5-TCT GCT TGT CAT CGT CGT CCT TGT -3, los cuales
amplifican un fragmento de DNA de 665 pb. Ademas, se utilizaron los partidores de
interleuquina-2 (/i-2) sentido 5-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3 e [-2

antisentido 5-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-3' para la obtencién de un
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control interno de 324 pb. Para la extraccion de DNA se recolectaron muestras a partir
de trozos de cola de los ratones con un largo aproximado de 1,5 mm y se digirieron con
600 pL de buffer de lisis (50 mM Tris pH 8,0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl y 1% SDS)
y 6 pL de proteinasa K a una concentracion de 10 mg/mL por 16 h a 55°C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13000 g por 10 min y el sobrenadante
fue mezclado con 450 pL de isopropanol al 100% para obtener un precipitado
centrifugandc nuevamente utilizando los mismos parametros. El precipitado se lavd
con etanol al 70% y finaimente se resuspendid en 200 uL buffer TE (10 mM Tris-Cl pH

7,5, 1 mM EDTA).

Para la reaccion PCR, 1 pL de extracto de DNA se incubd con 12,5 pL de Go Tag
Master Mix (Promega) y 1 uM de cada partidor para un volumen final de 25 uL. El
programa de PCR tiene un protocolo tipo Touchdown que posee un ciclo de
denaturacion por 5 min a 94°C, 20 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 65°C (disminuyendo
0,5°C por ciclo), 50s a 72°C; 16 ciclos de 50s a 94°C, 30s a 55°C, 50s a 72°C y un
ciclo final de elongacidon de 5 min a 72°C. Los productos de PCR se analizaron en
geles de agarosa al 2% con SYBR Safe a una concentracion de 0,033 pg/mL mediante

electroforesis a 100 V.

Las lineas de ratones transgénicos se mantuvieron en los bioterios de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile (Santiago, Chile). Todos los experimentos y el
cuidado de ratones siguieron el protocolo del Comité de Bioética sobre investigacion en
animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (CBA #0769

FMAUCH).




6.2. Monitoreo fenotipico de animales.

6.2.1. Medicién de peso corporal.

Las mediciones de peso corporal de todos los ratones se realizaron una vez por
semana con el objetivo de monitorear si la sobreexpresién de las mutantes de ERp57
provocaban diferencias en este pardmetro. La colonia ERp57"'™ se analiz6 a partir
del dia 117 hasta el dia 220 de vida, mientras que la colonia ERp57%*'¥ se analizo a

partir del dia 100 hasta el dia 227 de vida.

6.2.2. Prueba motora de Wire Hang test.

Los ratones se ubicaron de forma individual con sus patas delanteras sobre una
barra horizontal con un largo de 39 ¢cm sujeta por dos barras verticales a una altura de
35 cm. Se observo en un periodo de 30 segundos grabando con una camara de video
la reaccion del raton y su posicién corporal. Esta prueba se realizé una vez por semana
en triplicado a o largo del tiempo de analisis de cada colonia. Cada video se analizé
para asignarle un puntaje, y se promediaron las tres mediciones hechas por ratén. El
criterio de puntuacion utilizado fue: 0 cuando el ratén no pudo sostenerse en ia barra
por mas de 10s, 1 cuando el raton cayo después de los 10s pero antes de los 30s, 2
cuando el raton pudo mantenerse solamente con las patas delanteras, 3 cuando utilizd
3 0 4 extremidades sin contar la cola, 4 cuando utilizé las cuatro patas y ademas la
cola o alcanza a liegar a la interseccion de la barra horizontal con ia vertical y 5 cuando
escapé activamente de la barra horizontal y logré bajar por la barra vertical en un

tiempo menor a 30s.
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6.3. Analisis bioquimico de muestras de corteza, cerebelo, médula espinal v

musculo esquelético.

6.3.1. Extraccién de proteinas.

Los tejidos de corteza, cerebelo, médula espinal y musculo esquelético se
homogenizaron en 400 uL de TEN (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA y 100 mM NaCl)
frio suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche).
Posteriormente, 250 pL del homogenizado se llevo a 250 ul de TEN con 1% de
Nonidet P-40 (NP40), quedando a una concentracion final de 0,5% de NP40. Las
muestras se sonicaron 1 vez por 15 s a minima potencia y se cuantificé mediante el
ensayo BCA Protein Assay kit (Pierce) para determinar la concentracion total de

proteinas.

Las muestras para Western blot se prepararon con una concentracién final de 2
pg/uL de proteinas totales, se incubaron DTT a una concentracion final de 100 mM por
10 min a temperatura ambiente, y luego se mezclaron con buffer de carga NuPAGE
LDS 4X (Thermo Scientific). Finalmente, se calentaron las muestras por 5 min a 95°C y

se almacenaron a -80°C hasta su uso.

6.3.2. SDS-PAGE y Western blot.
Para la electroforesis de las muestras de proteinas se utilizaron geles denaturantes.
El gel concentrador se prepard con 60 mM de Tris-HCI| pH 6,8, 4% acrilamida-bis-
acrilamida, 0,1% SDS, 0,1% persuifato de amonio y 0,06% TEMED. Los geles
separadores se prepararon con 380mM de Tris-HCI pH 8.8, 8%, 10% o 12%
acrilamida-bis-acrilamida (dependiendo de la proteina de interés), 0,1% SDS, 0,1%

persulfato de amonio y 0,06% TEMED. Se cargd un total de 40 pg de proteina por
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muestra. Una vez que se cargd las muestras en los geles, se inici6 la electroforesis en
solucion de buffer de corrida (25 mM Tris, 250 mM gilicina y 0,1% SDS) a un voltaje
constante de 80 V mientras el frente pasé por el gel concentrador y se ajusté a 100 V
cuando entré al separador. La corrida se detuvo cuando el frente azul de bromofenol
dejo el gel. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF de 9x7 cm en
solucion de buffer de transferencia (25 mM Tris, 250 mM glicina y 20% de metanol) a
un voltaje constante de 100 V por 2 h en hielo. Las membranas se bloquearon con
leche al 5% en PBS por 60 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd con
los siguientes anticuerpos primarios diluidos en una soluciéon de leche al 5% en PBS
por 16 h a 4°C. anti-ERp57 H-220 (1:3000, SC-28823, Santa Cruz), anti-BiP (1:3000,
AB21685, Abcam), anti-B-Actin (1:40000, 8691001, MP Biomedical), anti-a-Tubulin
(1:3000, 32-2500, Life Technologies), anti-HSP90 (1:3000, SC-7947, Santa Cruz), anti-
ERp72 (1:3000, SPS-720, Stressgen), anti-NMDAR2a (1:3000, PRB-512P, Covance),
anti-PrP 6D11 (1:2000, SIG39810-100, Covance), anti-SV2 (1:500, AB-2315387,
DSHB), anti-Sinaptofisina (1:5000, MAB368, Millipore), anti-PSD95 (1:3000, 04-1066,
Millipore). Las membranas se lavaron 3 veces por 5 min con PBS-0,1% Tween y luego
se incubaron con el anticuerpo secundario anti-rabbit-HRP (1:3000, invitrogen), anti-
mouse-HRP  (1:3000, Invitrogen) o anti-sheep-HRP (1:3000, Sigma) segin
correspondiera, en solucion de leche al 5% en PBS por 2 h a temperatura ambiente.
Nuevamente las membranas se lavaron con PBS-0,1% Tween 3 veces por 5 min.
Finalmente, se revelaron las membranas utilizando el kit ECL Substrate Western
Blotting (Pierce) en el detector de quimioluminiscencia ChemiDoc Imaging System (Bio-
Rad). Se cuantificd los niveles de proteinas obtenidos, mediante el analisis de
intensidades de las bandas usando el programa computacional Image Lab (Bio-Rad) y

los valores se normalizaron a la intensidad obtenida con HSPS0, B-actina o a-Tubulina
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como un control de carga y como referencia biolégica se compararon con las muestras

de animales no-transgénicos.

6.3.3. Extraccion de RNA y generacién de cDNA.

Los tejidos de corteza, cerebelo y médula espinal se homogenizaron en 400 uL de
TEN (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA y 100 mM NaCl) frio suplementado con una
mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). Posteriormente, 150 pL del
homogenizado se llevo a 200 pL de TRIzol LS (Invitrogen), se homogenizé
nuevamente y agrego 550 uL de TRIzol LS y 100 uL de TEN. La extraccion de RNA se
realizd bajo el protocolo sugerido por el fabricante. El cDNA se sintetizo a partir de 2 ug
de RNA total con el kit iScript cDNA Syntesis (BioRad), Buffer RT 10X, dNTPs 1 mM
cada uno, partidores random p(dN)6 10X (Roche) y 1 uL de transcriptasa reversa 50
U/hL (Thermo Scientific) en un volumen final de 20 pL. El programa para la reaccion

RT fue: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min y 85°C por 5 min.

6.3.4. PCR cuantitativo (qPCR).

Se utilizé el sistema “Light Cycler” (Stratagene) empleando el kit 5x HOT FIREpol
con la sonda fluorescente EvaGreen (Solis Biodyne) con un volumen de reaccién por
muestra de 20 puL. Se utilizaron los pares de partidores: Xbp1s sentido 5-GAC TAG
CAG ACT CTG GGG AAG -3 y Xbp1s antisentido 5-TGC TGA GTC GGC AGC AGG
TG-3', Chop sentido 5-TGG AGA GCG AGG GCT TTG-3' y Chop antisentido 5-CCG
CTC GTT CTC CTG CTC-3, Bip sentido 5-TCA TCG GAC GCA CTT GGA A-3' y Bip
antisentido 5-CAA CCA CCT TGA ATG GCA AGA-3'y Atf3 sentido 5-GAG GAT TTT
GCT AAC CTG ACA CC-3' y Atf3 antisentido 5-TTG ACG GTA ACT GAC TCC AGC-
3, Sv2 sentido 5-GGC TTT CGA GAC CGA GCA G-3' y Sv2 antisentido 5-GAC CTT
CGG GAA TAC TCA TCC T-3, Psd95 sentido 5-GGC AGG TTG CAG ATC GGA G-3
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y Psd95 antisentido 5'-CAC CTT TAG GTA CAC AAC GTC AT-3', Nmdar2a sentido 5'-
ACG TGA CAG AAC GCG AAC T-3 y Nmdar2a antisentido 5-TCA GTG CGG TTC
ATC AAT AAC G-3' y Sinaptofisina sentide 5-CAG TTC CGG GTG GTC AAG G-2
Sinaptofisina antisentido 5-ACT CTC CGT CTT GTT GGC AC-3' los cuales reconocen

las secuencias de enddgenas de raton.

Para analizar la expresion de ERp57 mutante, se disefiaron partidores mediante la

herramienta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/). El par de

partidores reconoce secuencias presentes en ERp57 de raton enddgena (rERp57) y
ERn57 humana (hERDS7), nor lo que se utilizé para ver los niveles de sobreexpresion
de la forma humana en los ratones transgénicos sobre la enddgena. Las secuencias de
los partidores son /hERp57 sentido 5-GTC ATA GCC AAG ATG GAT GCC-3 vy
"hERpS7 antisentide 5-TTA ATT CAC GGC CAC CTT CAT A-2.

qPCR tiene un protocolo que posee con un ciclo de 10 min a 95°C, 40 ciclos de 10 s a

95°C, 155 a 60°C, 20 s a 72°C y un ciclo final de 1 min a 95°C, 30 s a55°Cy 30 s a

Fogs)

fo¥ i al
o L.

6.4. Electromiografia (EMG).

Para realizar la medicion de EMG, se utilizo el aparato de anestesia RC? Rodent
Circuit Controller (VetEquip) el cual libera un flujo constante de Isofluorano mezclado
con O,. Para esto, primero se introdujo al ratén en una camara de acrilico donde se
suministrd anestesia de forma gaseosa con una presién constante de 220 kPa para
inducir el suefio por 5 min. Posteriormente, se posicioné al ratén en una superficie
termorregulada y se conectd un adaptador que dispone anestesia constantemente al
raton para realizarle las mediciones. Las mediciones de EMG se realizaron usando una

maquina portatil de EMG modelo TD20 MKI EMG/ED (Teca) y electrodos de aguja
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subdermales insertos en diferentes areas del raton. El electrodo de tierra se puso de
forma subdermal en la extremidad trasera izquierda, mientras que los electrodos de
catodo y anodo se incertaron de forma subdermal en la extremidad posterior derecha.
El electrodo de registro se incerté en el musculo gastrocnemius derecho, donde se
observo la actividad eléctrica espontanea del musculo y se registré utilizando papel
termosensible de 63mm de ancho. El sistema de puntacion consistid en el siguiente: 0
musculo normal, sin actividad espontanea, + cuando se observaron pequefias
fibrilaciones espontaneas y aisladas, ++ cuando se encuentraron fibrilaciones con
asociacion y +++ cuando existio fibrilaciones profusas. Una vez realizada la medicion,
el ratdn se separ6 del adaptador de anestesia y recuperd conciencia luego de 1 min.
Se analizaron ratones de la colonia ERp57%"™ y como control positivo se utilizé un

ratén sintomatico de la colonia SOD 1%,
6.5. Analisis de UNM.

6.5.1. Histologia de diafragma.

Musculos completos de diafragma de ratones de la colonia ERp57°2'™ de 220 dias
y ratones de la colonia ERp57%*'" de 400 dias de vida se extrajeron y fueron fijados en
4% PFA por una hora a 4°C. Posteriormente, en agitacién, las muestras fueron
permeabilizados durante 2 h en 0,5% Tritén X-100 y tratados con 0,1 M glicina a pH 7,4
por 15 min. Luego, se realizaron 2 lavados de 10 min en 0,5% Triton X-100 vy los
diafragmas fueron incubados en solucién de 10mg/mL NaBH. por 5 min. Los
diafragmas fueron bloqueados en un buffer con en 0,5% Tritén X-100, 2% BSA y 0,5%
suero de caballo por 12-16 h. Los diafragmas se incubaron con el anticuerpo anti-
neurofilamento (1:1000, ab93340, Abcam) por 12-16 h, para luego ser lavado durante 2

h en agitacién. Después los diafragmas se incubaron con el anticuerpo o-
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bungarotoxina (a-BTX) conjugado con Alexa-488 (1:1000, B13422, Invitrogen) junto al
anticuerpo anti-conejo conjugado con Cy3 hecho en burro (1:300, Jackson Immuno
Research) durante 16-18 h. Posteriormente los musculos de diafragma se lavaron por
2 h en agitacion y montados entre dos cubreobjetos con medio para fluorescencia

(Dako).

6.5.2. Andlisis de morfologia de UNM.

Para la cuantificacion del ancho de banda de la placa (endplate), se capturaron
imagenes fluorescentes de hemi-diafragmas teflidos con a-BTX-Alexa-488 y montados
entre dos cubreobjetos con medio para fluorescencia (Dako) con un microscopio
fluorescente Nikon Eclipse 80i y se analizé la distribucién de clister de receptores de
acetilcolina (AChR). Se midi6é el ancho y numero total de banda de la placa cada 134
Hm a lo largo de la extensién dorso-ventral de los diafragmas. Se realizaron 60-80
mediciones por diafragma de un total de 4 ratones por genotipo y se analizaron
mediante ImageJ.

Con el fin de analizar cambios morfologicos del aparato post-sinaptico y pre-
sinaptico y cuantificar el volumen y superficie, se evalud la morfologia de los clister de
los AChR (post-sinaptico) y de los neurofilamentos (pre-sinaptico). Para ello los
aparatos post-sindpticos se tifleron con a-BTX-Alexa488 y los aparatos pre-sinapticos
con anti-neurofilamento-Alexa-568 para obtener imagenes de microscopia confocal
(Zeiss LSM 700) en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA), Facultad Bio-Bio,
Universidad de Concepcion. Volimenes y superficie se cuantificaron utilizando el
plugin 3D object counter (Bolte y Cordeliéres, 2006) ajustando el umbral de
fluorescencia y excluyendo los objetos seleccionados en los hordes y en planos

profundos en eje Z. Se analizd la presencia de varicosidades (hinchazdn) axonal en los
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aparatos pre-sinapticos. Se definié que presenta hinchazén axonal cuando se encontré
un engrosamiento entre el terminal y 50 ym hacia el ax6n (Valdez y col., 2010).Se
analizaron aproximadamente 50-70 aparatos post-sinapticos de la regién ventral de
diafragma por raton. Se reconstruyé de forma 3D usando ImageJ la UNM vy se
establecio la forma de la UNM: pretzel o maduro (altamente complejos y ramificados
que poseen parte de su interior con una baja densidad de agregados del AChR), la
forma fragmentada (formados por la disgregacién en segmentos de agregados del
AChR en un numero mayor a 4 fragmentos), la forma C / O (estructura con una o mas
perforaciones grandes que tienen sélo una abertura en su borde) y forma
desmantelada (estructura que se ve de menor complejidad y tamario, ademas de una
morfologia irregular respecto de un pretzel). Alrededor de 50-70 aparatos post-
sinapticos se cuantificaron por ratén. El nimero de fragmentos por pretzel se determiné

considerando la cantidad de disgregaciones de cada unidad post-sinaptica.

6.6. Analisis de musculo esquelético.

Musculos Tibialis anterior (TA) de ratones de diferentes genotipos se disertaron y
se montaron en OCT (Sakura Finetek) y rapidamente se congelaron en isopentano
previamente enfriado a -80°C en nitrégeno liquido. Se realizé cortes transversales de
20 ym con un criostato, los cuales se fijaron en 4% PFA por 20 min a temperatura

ambiente y subsiguientemente se procesaron para estudiar la fisiologia muscular.

Para estudiar la morfologia de fibras musculares, se incubaron los cortes con
concentraciones decrecientes de etanol para su hidrataciéon, se lavaron en agua
destilada y se incubaron con hematoxilina por 2 min. Después las muestras se

incubaron con concentraciones crecientes de etanol y se tifieron con cromotrope por 2
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min. Finalmente, las muestras se lavaron en xileno I-IV por 3 min cada una. Las

muestras se montaron en medio Entellan (Merck) para ser analizadas.

Para estudiar la presencia de fibrosis, los cortes se incubaron con concentraciones
decrecientes de etanol para su hidratacion y depdsitos de colageno se tifieron con
solucién acuosa de 1% Pardo Bismark por 12 min en cortes previamente hidratados.
Las muestras se transfirieron a solucion de 0,5% verde metil por 2 min y después se
deshidrataron en concentraciones de etanol crecientes, se lavaron 3 veces en xileno I-
IV por 3 min cada una y posteriormente se montaron en medio Entellan (Merck) para

ser analizadas.

Para estudiar la degeneracién muscular, se analizé6 la presencia de
centronucleacion, uno de los cambios patoldgicos principales en musculos con distrofia
(Totsuka y col., 1998), mediante la tincidén con 1 pg/mL aglutinina de germen de trigo
{(WGA) conjugado con Alexa-488 (Invitrogen) de secciones fijadas con metanol frio por

20 min y después con 0,4 uM DAPI por 5 min.

Para tefiir las fibras de contraccion lenta, secciones se incubaron con una solucion
para detectar actividad de NADH-TR (Tris-HCI, pH 7,4, NADH reducido y nitroazul de
tetrazolio) (Sigma) por 45 min. Luego se lavaron e incubaron con concentraciones
decrecientes de acetona. Las muestras se montaron con medio acuoso (Vector Labs
Burlingame). Imagenes de campo claro de baja magnificacion de la tincion de cortes
con NADH se adquirieron en regiones anatdmicas similares y las fibras se clasificaron
como fibras de contraccion lenta (azul oscuro), intermedias (azul) y de contraccion

rapida (azul claro). Se realiz6 la identificacion y medicion del diametro de mas de 100
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fibras de cada tipo por raton mediante la utilizacion del software Imagel, y se

expresaron como porcentajes del total de fibras por animal.

6.7. Analisis estadistico.

Los datos se presentaron como el promedio £ el error estandar dei promedio. Los
analisis estadisticos se realizaron usando la prueba t de Student, la prueba Mantel Cox
o ANOVA de una o dos vias, seguido por la prueba de Bonferroni post hoc para
comparaciones multipies. Un p value =0,05 se consideré como estadisticamente

significativo. Todos los andlisis s usando el programa GraphPad Prism.
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7. RESULTADOS.

7.1. Generacion de lineas de ratones transgénicos que sobreexpresan las

formas mutantes de ERp57 D217N y Q481K en el SNC.

Con el objetivo de generar ratones transgénicos que sobreexpresen las formas
mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA, se utilizaron plasmidios que contienen las
formas de ERp57"", mutantes ERp57°%'™ y ERp57%**' humanas fusionadas al FLAG-
tag bajo el control del promotor PrP. Los plasmidios se confeccionaron previamente en
el laboratorio utilizando un vector descrito anteriormente (Borchelt y col., 1996) (Figura

5A, Materiales y Métodos).

La linea que sobreexpresa ERp57™" (Castillo y col., 2015) se utiliz para comparar
los resultados con las lineas de ERp57 mutante para distinguir entre efectos

producidos por la sobreexpresion de ERp57""

o por sus mutaciones. Se obtuvo 4
posibles lineas transgénicas para la mutacion ERp57°%'™ designados Tg90-533, Tg90-
550, Tg90-557 y Tg90-559 y una para ERp57%®™ sélo se obtuvo una linea
denominada Tg89-518. Para confirmar su genotipo, se realizé PCR a partir de DNA
gendmico. Se desarrollaron partidores y un protocolo de PCR apropiado para la
genotipificacién de la colonia hERp57"" y hERp57 mutante. Un producto de 665 pb se
obtuvo en los casos positivos de ratones transgénicos, mientras que ninguna banda se
obtuvo en el caso de ratones no-transgénicos (Figura 6). Cabe destacar que los
controles utilizados corresponden a DNA purificado de ratones de la colonia que
sobreexpresa ERp57 nativa en el SNC, donde el control positivo (C. positivo)

corresponde a ratones transgénicos ERp57"'"

y el control negativo (C. negativo)
corresponde a hermanos de camada nontransgéh icos. De los resultados obtenidos, se

pudo apreciar que las lineas Tg90-533, Tg90-550, Tg90-559 no generan productos de
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Figura 6. Confirmacion de lineas transgénicas que sobreexpresan ERp§7°%'"" y

ERp57%**'™ en el SNC. Diferentes lineas de ratones FO (fundadores) se generaron en el CECs,
Valdivia y se genotipificaron a partir de DNA gendmico mediante PCR. Los partidores Erp57 833
sentido y Frp57 1535 antisentido se usaron para obtener un producto de 665 pb en el caso de
los ratones transgénicos (panel superior), mientras que los partidores -2 sentido y antisentido
se utilizaron para amplificar una secuencia de 324 pb gue se utilizé como control internc (panel
inferior). Los controles utilizados corresponden a DNA purificado de ratones de la colonia que
sobreexpresa ERp57"" en el SNC, donde el control positivo (C. positivo) corresponde a ratones
transgénicos ERp57 y el control negativo (C. negativo) corresponde a hermanos de camada no-
transgénicos.
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amplificacion, mientras que si se confirmaro transgénicos para la linea Tg90-557 y
Tg89-518. De esta forma, se desarrollé la caracterizacidon de una linea de ratones para
la mutacion ERp57°%'™ (Tg90-557) y una para la mutacion ERp57%4% (Tg89-518).
Estas lineas se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, realizando cruzas con ratones de fondo genético C57BL/6 para llevar a un fondo

genético puro.

Para confirmar la sobreexpresién de las formas mutantes de ERp57 en el SNC de
ambas lineas, se realizé un analisis de gPCR y de Western blot a partir de diferentes
tejidos del SNC. Se generaron extractos de RNA de médula espinal, corteza y
cerebelo, con los cuales se prepararon cDNA para ser analizados mediante qPCR
(Figura 7). Los niveles de mRNA de Erp57 se cuantificaron relativos a los niveles de
mRNA de Actina y normalizados con respecto a los hermanos de camada no-
transgénicos.

Se confirmé la presencia del mRNA de ERp57 sobreexpresado en ambas lineas y
en los tres tejidos, alcanzando niveles de sobreexpresion de 2,6 veces en médula
espinal, 2,8 veces en corteza y 2 veces en cerebelo para ratones ERp57°%'"™"
transgénicos (ERp57°%'™-Tg). En el caso de ratones ERp57°*®™ transgénicos
(ERp57%®"“.Tg), se alcanzaron niveles de sobreexpresion de 57 veces en médula
espinal, 7,1 veces en corteza y 10,1 veces en cerebelo. Asi, se confirmé la expresion
del mRNA del transgen en el SNC.

Para confirmar la traduccién funcional y la presencia de proteinas de hERp57 en
ambas lineas de ratones, se realizaron extractos de proteinas de médula espinal, con

los cuales se realizaron andlisis de Western blot (Figura 8A). Se detecto las proteinas

utiizando un anticuerpo anti-ERp57, el cual reconoce ERp57 de ratdn yla forma
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Figura 7. Niveles de mRNA de ERp57 en lineas transgénicas que sobreexpresan
ERpS7™"™ y ERp579*™ en el SNC. Los niveles de sobreexpresion de mRNA de ERp57 de
las colonias ERp57°%'™ (A) y ERp579®" (B) se analizaron en diferentes tejidos del SNC
mediante gPCR. La cuantificacion se realizd con respecto a los niveles de mRNA de actina.
Los tejidos analizados corresponden a médula espinal (ME), corteza (Cz) y cerebelo (Cb). Se
muestra el promedio + el error estandar del promedio de (n = 3) para ERp57 no-transgénicos y
(n = 4) para mutantes de ERp57 transgénicos. (p value: **, p < 0,01; ***, p <0,001; **** p<
0,0001; comparado con ratones no-transgénicos, prueba t de Student).
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Figura 8. Niveles de Erotaina ERp57 en lineas transgénicas que sobreexpresan
ERp57°2"™ y ERp57°®*™ en el SNC. Los niveles de proteina ERp57 de las colonias
ERp57°4'"™ (A) y ERp57“™ (B} se analizaron en médula espinal mediante andlisis de
Waestern blot utilizando el anticuerpo anti-ERp57 (panel izquierdo). La cuantificacion se realizd
con respecto al control de carga actina (panel derecho). Se muestra el promedic + el error
estandar del promedio de (A) (n = 7) para ERp57 no-transgénicos y (n=7)para ERp57D217N~Tg
y {B) (n = 3) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) ERps7°*""Tg. (p value: *, p < 0,05, **, p<
0,01; comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), prueba t de Student).
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humana y se cuantificé normalizando con respecto a los valores del control de carga.
Los resultados se expresaron como porcentajes relativos a los ratones no-
transgenicos. De esta forma, se determind que la sobreexpresion de proteina
ERp57°'™ es de 2,5 veces y de ERp57%“' es de 6 veces en médula espinal (Figura
8B). En conjunto, estos resultados confirmaron la generacién de modelos murinos que

sobreexpresan formas mutantes de ERp57 en el SNC.

Después de obtener un numero suficiente de camadas de ambas colonias, se
calcularon las razones de nacimiento y la distribucién genotipica (Tabla 1y 2). En la
colonia de ratones ERp57°%'"™™  se encontraron proporciones mendelianas normales en
los nacimientos. En cuanto a la colonia de ratones ERp57%“'% se encontré que
nacieron alrededor de 10% mas ratones machos ERp57%™ que sus proporciones
mendelianas esperadas. Segln la razon de transgénicos/no-transgénicos por sexo
existe un 48% mas machos transgénicos que machos no-transgénicos y para la razén
macho-transgénicos/hembras-transgénicas por genotipo, existié un 57% mas machos
transgenicos que hembras transgénicas. Esto muestra que existid una mayor

proporcion general de machos transgénicos para ERp57%4'¥.

7.2. Caracterizacion del fenotipo patolégico y motor de los modelos murinos
que sobreexpresan formas mutantes de ERp57.

Para analizar el posible fenotipo patolégico debido a la sobreexpresion de formas

mutantes de ERp57 asociadas a la ELA, los modelos se caracterizaron mediante la

observacion visual, la medicion del peso corporal y mediante la prueba motora de Wire

hang test, comparandolos con sus hermanos de camada no-transgénicos.
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Tabla 1. Razén de nacimientos de la colonia ERp57°*'™. Se calcul6 la distribucién genotipica en

orcentajes de las crias obtenidas de las cruzas, llevadas a cabo para amplificar la colonia en estudio.
Hembras Machos
Colonia | ERps7™™ | [Hembras | grps7oz Machos
ERp570217N no- ERPST . no- ERp57 ) Total
transgénicas transgénicas transgénicos ransgenicos
Namero : s : _ ;
Observado |  ©7 69 e BT 286
Porcentaje
esperado 25% 25% 25% 25% 100%
Porcentaje | 2 i T
observado < 234% 29% 24,1% 100%

Tabla 2. Razén de nacimientos de la colonia ERp57“*™. Se calculd la distribucion genotipica en

orcentajes de las crias obtenidas de las cruzas, llevadas a cabo para amplificar la colonia en estudio.

oo | Empar | fembos | emrtex | Machen, |
transgénicas transgénicas | . génicos transgénicos
oﬁi‘?ﬁiﬁo 46 50 47 74 217
F:;f:gtjie 25% 25% 25% 25% 100%
PofoonmIe L oo - 23% 7% | %1% | 100%
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En edades jovenes, inmediatamente posterior al destete que se realizé a los 21
dias de vida, los ratones ERp577'"™.Tg y ERp57%'"-Tg mostraron una apariencia
fenotipica completamente normal, sin diferenciarse de sus hermanos de camada no-
transgénicos (Figura 9A y 9C). Un grupo experimental de la colonia ERp57°*'"" de (n =
5) no-transgénico, y (n = 8) ERp57°2'"N-Tg (Figura 9B), y de la colonia ERp57*"“de (n
= 8) no-transgénicos, y (n = 14) ERp57%*'-Tg (Figura 9D), se dejé envejecer hasta los
15-18 meses de vida con el proposito de realizar una evaluacion de aparicion de
posibles sintomas tipo ELA a lo largo de su vida. Los fenotipos tipo ELA buscados
corresponden a curvatura de la columna, caida de extremidades posteriores, dificultad
en el desplazamiento y paralisis, como se describen en diferentes modelos murinos de
la ELA que sobreexpresan formas mutantes de SOD1 (Gurney y col.,, 1994; Ripps y

col., 1995).

Estos fenotipos no se desarrollaron durante el periodo de observacion de estos
animales, sugiriendo que los niveles de sobreexpresién de las formas mutantes de
ERp57 no alcanzan el umbral para inducir este tipo de deterioro, o simplemente ias
mutantes no generan discapacidad en el modelo murino. Para la colonia ERp57°*'™,
se presencié la muerte de un macho no-transgénico y un macho ERp57°*'™-Tg a los
355 dias de vida, mientras que para colonia ERp57%*', se presenci6 la muerte de un
macho no-transgénico a los 150 dias de vida y una hembra no-transgénica a los 490
dias de vida. Estas muertes ocurridas durante el periodo de observacion fueron de
forma espontanea, probablemente debido al proceso normal de envejecimiento de

estos animales.

La medicién del peso corporal de ambas lineas transgénicas se realizé una vez por

semana. Este registro comenz6 a los 117 dias de vida para la colonia ERp57>*'™ y
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Figura 9. Fenotipo y sobrevida de las colonias que sobreexpresan ERp57%"™ y
ERp57°*"™. (A y B) Fotografias representativas de la colonia de ERp57 P21 con ratones no-
transgénicos (No-Tg) y transgénicos (ERpd/ S Tg) y de la coionia ERpET”‘W‘ con ratones
no-transgénicos (No-Tg) y transgénicos ( ERpSTQ“S KTg). (C y D) Curva de sobrevida para
ratones de la colonia de ERpS7 y ERp57° 41K Los grupos experimentaies de Ia colonia
ERp57°2" poseen un (n = 5) para no-transgénicos y (n = 8) para ratones ERp57°> - 9. Para
la colonia ERp579®' poseen (n = 8) para no-transgénicos y (n = 14) para ERp57°*"*-Tg. (p
value: C = 0,7261 v D = 0,0623, prueba Mante! Cox).
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concluy6 a los 220 dias de vida. Para la colonia ERp57%*'¥ |os registros comenzaron

a los 100 dias de vidas hasta los 227 dias de vida (Figura 10).

En la curva de peso corporal, no se observd una perdida de peso corporal
significativo en ninguna de las dos lineas. Mas bien, existié una progresiva ganancia de
peso durante todas las mediciones, que es también observada en animales silvestres
envejecidos. En la curva de la colonia ERp57°%'™ ambos grupos de machos (no-
transgénicos y transgénicos) pesaron en promedio 50% mas que las hembras (Figura
10A), mientras que la curva de la colonia ERp57°*'¥, los machos no-transgénicos
pesaron en promedio 23% menos que los machos transgénicos (Figura 10B). La
variable de peso corporal es importante de analizar, ya que la pérdida de pesoc es un
fenotipo caracteristico en modelos murinos de ELA (Gurney y col., 1994, Ripps y col.,

1995).

Se realiz6 la prueba motora de “Wire hang test” para analizar el desempefio motor
y de coordinacién de ambas lineas de ratones transgénicos. Los puntajes obtenidos a
lo largo de las mediciones se muestran en la Figura 11 y el promedio de los puntajes
obtenidos los ultimos meses de registro de la prueba motora se muestran en la Figura
12. En la progresion de registros, para los grupos experimentales de la colonia
ERp57"%'™ (Figura 11B), los machos ERp57°2'™-Tg mostraron los puntajes mas bajos
con un promedio 1,5, comparado con los otros tres grupos experimentales, los cuales
tuvieron promedios de 3 para machos no-transgénicos, 4 para hembras ERp57°2'"N-Tg
y 5 para hembras no-transgénicas. Estos puntajes se mantuvieron desde el principio de

las mediciones y a lolargo de los registros, lo que muestro que existen problemas
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Figura 10. Curva de progreso de peso corporal de los ratones de la colonia ERp57°%'"™

ERp57°*™. Las mediciones de peso corporal de las colonias ERp57°*'™ (A) y ERp57%“" (B)
se registraron semanaimente. {A) Las mediciones de la coionia ERp57°""'" comprenden entre
los 117 y 220 dias de vida. (B) Las mediciones de la colonia ERp57 **™ comprenden entre los
100 y 227 dias de vida. Se muestra el promedio * el error estandar del promedio para cada
medicion. Los grupos experimentales de la colonia ERp57°2'™ poseen (n = 2) para hembras
no-transgénicas, (n = 6) para hembras ERp57%*'""-Tg, (n = 6) para machos no-transgénicos Y
(n = 6) para machos ERp57°%'™.Tg. Los grupos experimentales para la colonia ERp57¢
poseen (n = 3) para hembras no-transgénicas, (n = 2) para hembras ERp579%™.1g (n = 4)
para machos no-transgénicos y (n = 7) para machos ERp57%**'"“.Tg. (p value: *, p<0,05; **,
p<0,01; ANOVA de dos vias y Bonferroni's post hoc).
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Figura 11. Desempefio en la prueba motora “Wire hang test” de los ratones de la colonia
ERp57°2'™ y ERp57°**', Las mediciones del desempefio en la prueba de “Wire Hang test” de
las colonias ERp57™*'"N y ERp57°®™ se registraron semanaimente. (A) Los ratones se
pusieron en una barra horizontal y se grabd su desempefio durante 30 s. (B) Las mediciones
de la colonia ERp57°2'™ comprenden entre los 117 y 220 dias de vida. (C) Las mediciones de
la colonia ERp57%**"" comprenden entre los 100 y 227 dias de vida. Se muestran como el
promedio * el error estandar del promedio para cada medicion. Los grupos experimentales de
la colonia ERp57°2'™ poseen (n = 2) para hembras no-transgénicas, (n = 6) para hembras
ERp57>'"-Tg, {n = 6) para machos no-transgénicos y (n = 4) para machos ERp57""'™M-Tg.
Los grupos experimentales para la colonia ERp579*™ poseen (n = 3) para hembras no-
transgénicas, {n = 2) para hembras ERpE)?C"ﬁ‘81 K.Tg, (n = 4) para machos no-transgénicos y (n =
7) para machos ERp57°*®".Tg._ (p value: no significativa (n.s), p > 0,05, ANOVA de dos vias y

Bonferroni’s post hoc).
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Figura 12. Promedio del puntaje de desempefio en la prueba motora “Wire Hang test” de
los ratones de la colonia ERp57°2"N y ERp57%*"™. Las mediciones del desemperio en la
prueba de “Wire Hang test” de las colonias ERp57°*'"" (A) y ERp57°*™™ (B) de los ultimos
meses de registro se promediaron. (A) En el grafico se muestran los promedios de las
mediciones del “Wire Hang test” para los dos Ultimos meses de registros de la colonia
ERp57°%'™ obtenidos entre los 151 y los 220 dias de vida. (B) En el grafico se muestran los
promedios de las mediciones del “Wire Hang test” para el Ultimo mes de registro de la colonia
ERp572*%'™ obtenidos entre los 207 y los 227 dias de vida. Los datos se presentan como el
promedio + el error estandar del promedio para cada medicion. Los grupos experimentales de
la colonia ERpS7™'™ poseen (n = 2) para hembras no-transgénicas, (n = 6) para hembras
ERp57°'™-Tg, (n = 6) para machos no-transgénicas y (n = 4) para machos ERp57°YM.1g.
Los grupos experimentales para la colonia ERp57***'" poseen (n = 3) para hembras no-
fransgénicas, (n = 2) para hembras ERp57°*™%.Tg, (n = 4) para machos no-transgénicos y (n =
7) para machos ERp57°®".Tg. (p value: no significativa (n.s), p > 0,05, *, p < 0,06; **, p <
0,01; comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), prueba t de Student).
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motores y de coordinacion en los ratones machos ERp57°*'""-Tg. Esto podria ser

atribuible a la forma mutante de ERp57°2'™" que sobreexpresan.

Para los grupos experimentales de la colonia ERp57%*' (Figura 11C), los machos
ERp57%"™.Tg comenzaron con un promedio de puntajes de 2,5 y a partir de los 180
dias de vida

promedio 1), mientras que en los otros tres grupos experimentales se mantuvieron

promedios de puntajes constantes a lo largo de las mediciones, de 3 para machos no-

Rp57%%'.Tg y 4 para hembras no-transgénicas. Estos

nsgénicos, 3 para hembras ERpS
resultados mostraron que existe un deterioro progresivo en el desempefio de los
machos ERp57°*®'".Tg desde los 180 hasta los 227 dias de vida, lo cual podria

VAR
g

deberse a procesos degenerativos causados por la forma mutante ERpS7=™"

La Figura 12 muestra los valores promedios de puntaje obtenidos en los ultimos
dos meses de registros para la colonia ERp57°%™y el lltimo mes de registros para la
colonia ERp57%*®™ ya que este periodo mostré el peor resultado motor, el que luego se
mantiene durante el tiempo de evaluacién. Para la colonia ERp57°%'™, las hembras no-
transgénicas no presentaron diferencias en comparacién a las hembras ERp57°'"-Tg,
mientras que si existieron diferencias significativas entre machos no-transgénicos y
machos ERp57°%'"M-Tg (Figura 12A). Para la colonia ERp57°*", las hembras no-
transgénicas no presentan diferencias en comparacion a las hembras ERp57%4'%.Tg,
mientras que existieron diferencias significativas entre machos no-transgénicos y

machos ERp57%**'“-Tg (Figura 12B).
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7.3. Inervacién muscular en ratones que sobreexpresan formas mutantes de
ERp57.

La ELA es considerada como una axonopatia distal, donde las primeras
perturbaciones de las motoneuronas ocurren en la UNM (Fischer y col., 2004).
Ademas, el estudio de Woehlbier y col., 2015 mostré que los ratones KO condicionales
de ERp57 en el SNC desarrollan problemas motores causados por alteraciones en las
UNM. De esta forma, con el objeto de analizar si el peor desempefio motor encontrado
durante los registros en ambas lineas de ratones transgénicos era debido a problemas
en la sinapsis neuromuscular, se realizaron estudios complementarios con estos
animales. La edad de los ratones analizados de la colonia ERp57°*'™ fue de 220 dias
de vida, mientras que los de la colonia ERp57%**'* fueron de 400 dias de vida. En

ambos casos se analizaron ratones con bajo desempefio motor.

Con el fin de evaluar si el impedimento motor generado por las mutaciones en
ERp57 era debido a problemas de inervacion musculares, se realizé electromiografias
(EMG). Para medir la actividad del musculo gastrocnemius, se introdujeron electrodos
en ratones anestesiados y se registrd su actividad espontanea. Se asignaron puntajes
de EMG dependiendo de la actividad espontanea encontrada en los musculos (6.4
Electromiografia, Materiales y Métodos). En la Figura 13A se muestra una fotografia
representativa del procedimiento utilizado para realizar la mediciéon de EMG, con los
electrodos: tierra (amarillo), catodo (azul), anodo (blanco) y de registro. La Figura 13B,
13C, 13D y 13E muestran registros representativos de un musculo con puntaje 0 (sin
actividad espontanea), + (pequefas fibrilaciones espontaneas y aisladas), ++

(fibrilaciones con asociacion) y +++ (fibrilaciones profusas) respectivamente.
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Figura 13. Registro de EMG de ratones de las colonias mutantes de ERp57 y SOD
Ratones de la colonia ERp57%'™N de 150 dias de vida y ERp57°*"™ de 400 dias de vida se
anestesiaon y se sometieron a registros de EMG del musculo gastrocnernius. (A) Fotografia
representativa del procedimiento utilizado para realizar la medicién de EMG. (B} Registro
representativo de un musculo sin actividad espontanea con puntaje 0 (C) Registro
representativo de un musculo con puntaje +. (D) Registro representativo de un musculo con
puntaje ++. {E) Registro representativo de un musculo con puntaje +++
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Para la colonia ERp57°2'™ los registros observados para animales no-transgénico
y ERp57°2'™.Tg eran registros planos, sin actividad espontanea (Figura 13B), mientras
que en la Figura 13E se muestra un EMG representativo de un animal SOD1™
sintomatico, utilizado como un control positivo, en el cual se pudo observar actividad
espontanea vy fibrilaciones profusas del misculo gastrocnemius. En la Tabla 3 se
presenta el resumen de los puntajes asignados a las mediciones oblenidas en 108
ratones analizados de la colonia ERp57°%'™ y SOD1%%* sintomatico. Se analizaron 6
ratones no transgénicos y 5 ratones ERp57°%'"-Tg, de los cuales ninguno mostro
actividad espontanea en el muscuio gastrocnemius, lo cual corresponde a una

puntuacién de 0. En control positivo, ratones SOD1%%, presentan actividad

espontanea y fibrilacion es profusas, lo cual corresponde a un puntaje de +++.

Para la colonia ERp57%4'¥ los registros observados para animales no-transgénicos
y ERp57%®™.Tg fueron registros planos, con fibrilaciones espontaneas y aisladas y
fibrilaciones con asociacion, los cuales tienen puntajes 0 (Figura 13B), + (Figura 13C) y
++ (Figura 13D), respectivamente. En la Figura 13E, se muestra un EMG
representativo de un animal SOD1%%** sintomatico, utilizado como un control positivo,
en el cual se puede observar actividad espontanea v fibrilaciones profusas del musculo
gastrocnemius. En la Tabla 4, se presenta el resumen de los puntajes asignados a las
mediciones obtenidas en los ratones analizados de la colonia ERp5794™ y SOD1%%*

sintomaticos. Se analizaron 6 ratones no transgénicos, de los cuales tres no
presentaron actividad espontanea en el musculo gastocnemius con un puntaje O, dos
ratones presentaron un puntaje + y un ratén present6é un puntaje mas agresivo de ++.

Se analizarcn 8 ratones ERp57%*".Tg, de los cuales tres nc presentaron activicad

espontanea en el musculo gastocnemius con un puntaje 0, cuatro ratones presentaron
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Tabla 3. Resumen de resultados de EMG de ratones de Ia colonia ERp57°*'™ y SOD1%%*,
Se midi6 el registro de EMG del musculo gastrocnemius derecho y se le asigné ef puntaje
correspondiente (ver materiales y métodos) para lo observado en ratones ERp57 " T ¥
hermanos de camada no-transgénicos. Como control positivo, se utilizaron ratones SOD1
sintomaticos.

Genotipo Puntaje EMG n
ERp."ﬂ“’z"N T 0 5
50Dt G‘m-_g S .
__ sintomatico | -

Tabla 4. Resumen de resultados de EMG de ratones de la colonia ERp57°*™ y SOD1%%A,
Se midio el registro de EMG del musculo gastrocnemius derechc y se le asigno el puntaje
correspondiente (ver materiales y métodos) para lo observado en ratones ERpSr Tg X
hermanos de camada no-transgénicos. Coma control positivo, se utilizaron ratones SOD1
sintomaticos.

Genotipo Puntaje EMG n__
_No-transgénico | 0 | + | ++| 3 | 2 | 1
ERp57°4‘“K Tg 0 + | ++ | 3 4 1
~ SOD1” e e

: +++ 3
smtomatlco o
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un puntaje + y un ratdén presenté un puntaje mas agresivo de ++. En cuanto a los
controles positivos, ratones SOD1°%* se observé una actividad espontanea y

fibrilacion profusa, lo cual corresponde a un puntaje de +++.

Estos resultados muestran que la mutacion D217N en ERp57 no genero efectos
adversos a nivel funcional de la UNM del musculo gastrocnemius, ya que los ratones
ERp57°*'™-Tg no presentaron actividad espontanea en el musculo. Para la colonia
ERp57%*" se observé que en ambos genotipos de ratones, no-transgénicos y
ERp57%®'.Tg, existen puntajes 0, + y ++. Esto se puede deber a la avanzada edad
donde se analizaron (400 dias de vida), donde existen procesos que afectan la
funcionalidad muscular por el envejecimiento (Harwood y col., 2011), lo que no estaria

ligado a la expresion de la mutacion en ERp57.

Otra aproximacién para estudiar la causa de los problemas motores desarrollados
en la colonia ERp57°%'™y ERp57%*'¥ se realiz6 a través de la medicién de la sinapsis
neuromuscular de estos ratones. Para esto, se analiz6 la UNM del musculo del
diafragma (musculo relevante que pierde inervacion en el curso de la ELA) (Perez-
garcia y Burden, 2012; Dupuis y col., 2009; Liu y col., 2013). Para esto se utilizé a-
bungarotoxina (BTX)-Alexa-488, molécula que se une los receptores de acetil colina
(AChR) presentes en el aparato post-sinaptico (Figura 14 y 15). La Figura 14A y 15A
muestran fotos representativas de la banda de racimos o “clusters” de AChR a lo largo
del diafragma obtenidos para los ratones ERp57°%'™™-Tg y ERp57°*'"-Tg y ratones
controles respectivos.

La mutacion D217N en ERp57 gener6 una banda mas angosta de ‘“clusters” de
AChR en comparacién con los animales controles (no-transgénicos). Se cuantifico el

ancho de las bandas de AChR (Figura 14B) y se obtuvo que los ratones transgénicos
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Figura 14. Andlisis del ancho de banda de los terminales post-sinapticos en ratones de la
colonia ERp57°%"™. Musculos diafragmas de ratones ERp57°%'™-Tg y de sus hermanos de
camada no-transgenicos se tifteron con a-BTX (verde) para analizar el ancho de banda de
‘clusters” de AChR. (A} Imagenes representativas de del ancho de banda de “clusters” de
AChHR en diafragmas de ambos genotipos. (B) Cuantificacion de ancho de banda cada 134 uym
a lo largo de toda la extension dorsoventral de los diafragmas. Se realizd entre 60 a 80
mediciones por diafragma. (C) Cuantificacién del nimero total de aparatos post-sinapticos en
la seccion medial 3/5 de los diafragmas. Los resultados se presentan como el promedio + el
error estandar del promedio de {n = 4) ratones por genctipo. (p value: ** p < 0,01; *** p <
0,001; comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), ANOVA de una via).Escala de
barra:100um.
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Figura 15. Analisis del ancho de banda de los terminales post-sinapticos en ratones de
la colonia ERp57°*™, Musculos diafragmas de ratones ERp57%*"*-Tg y de sus hermanos de
camada no-transgénicos se tifleron con a-BTX (verde) para analizar el ancho de banda de
‘clusters” de AChR. {A) Imagenes representativas del ancho de banda de “clusters” de AChR
en diafragmas de ambos genotipos. (B) Cuantificacién de ancho de banda cada 134 ym a lo
largo de toda la extension dorsoventral de los diafragmas. Se realizo entre 60 a 80 mediciones
por diafragma. {C) Cuantificacion del nimero total de aparatos post-sindpticos en la seccion
medial 3/5 de los diafragmas. Los resultados se presentan como el promedio + el error

estandar del promedio de (n = 4) ratones por genotipo. (p value: *, p < 0.05, ™, p <001, ™" p<

0,001; comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), ANOVA de una via). Escala de barra:
100um.



presentan un perfil de bandas mas angosto, donde cerca de un 60% presenta un
ancho menor a 150um, mientras que los hermanos no-transgénicos presentan un perfil
de banda mas ancho, en donde un 60% de las bandas miden entre 150 y 300 um.
Ademas, se cuantificd el nimero total de “clusters” de AChR (Figura 14C), el cual
resultd significativamente menor en animales ERp57%'™-Tg en comparacién con
ratones controles. La mutacion Q481K en ERp57 no generé diferencias en cuanto al
ancho de banda de “clusters” de AChR en comparacién con los animales controles (no-
transgénicos). Se cuantificd el ancho de las bandas de AChR (Figura 15B) y se obtuvo
que los ratones ERp57°**"".Tg no presentaban diferencias en el perfil de bandas, en
comparacién con los hermanos no-transgénicos. Ademas, se cuantificé el nimero total
de “clusters” de AChR (Figura 15C), el cual disminuye significativamente en animales
ERp57%*"“-Tg en comparacion con ratones controles.

También se analizaron las morfologias de las UNM. Se realizaron reconstrucciones
tridimensionales (3D) de las UNM a partir imagenes de secciones transversales o “z-
stacks” de diafragmas completos montados y tefiidos con aBTX. Las Figuras 16A y
17A muestran imagenes representativas de UNM de ambos genotipos analizados. En

la colonia ERp57°%'™

se observo que los ratones no-transgénicos presentaron una
mayor proporcion de UNM con forma madura tipo “prefzel”, mientras que los ratones
ERp57%"™™.Tg presentaron UNM con morfologias alteradas. En la colonia ERp57%4'%
se observé que no existen grandes diferencias entre los ratones no-transgénicos y los
ratones ERp57%**"“.Tg ya que ambos tienen mayores proporciones de UNM con forma
madura tipo “pretzel”.

A modo de referencia, las Figuras 16B y 17B muestran imagenes representativas

de mayor magnificacion de todos los tipos de morfologia encontrados en los

diafragmas estudiados, los cuales comprenden forma madura tipo “pretzel” (altamente
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Figura 16. Anilisis de las morfologias de UNM de los ratones de la colonia ERp57°°""".
Musculos diafragmas completos de ratones ERp57°'"""-Tg y sus hermanos de camada no-
transgénicos se tineron con a-BTX (verde) para analizar la morfologia de las UNM mediante las
proyecciones de los “z-stacks”. (A) Imagenes representativas de diafragmas ratones no-
transgénicos y ERp57°%'".Tg. (B) Las diferentes morfologias de las UNM observadas se
agruparon en 5 categorias: Madura tipo ‘pretzel”, con forma de C/O, fragmentado y
desmantelado. {C) Cuantificacion de la distribucién de la frecuencia de las diferentes
morfologias de 50-70 UNM diferentes por animal y por genotipo. Los resultados se presentan
como el promedio + el error estandar del promedio de {n = 4) ratones por genotipo. (p value:
“* p < 0,001, comparado con ratones no-transgénicos, ANOVA de una via). Escala de barra:
50 ym.
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Figura 17. Anélisis de las morfologias de UNM de los ratones de la colonia ERp57°*"™,

MUsculos diafragmas completos de ratones ERp57**"'"-Tg y sus hermanos de camada no-
transgénicos se tifieron con a-BTX (verde) para analizar ia morfologia de ias UNM mediante ias
proyecciones de los “z-stacks” (A) Imagenes representativas de diafragmas de ratones no-
transgénicos y ERp57%®".Tg. (B) Las diferentes morfologias de las UNM observadas se
agruparon en 5 categorias: Madura tipo “pretzel’, con forma de C, con forma de O,
fragmentado y desmantelado. (C) Cuantificacién de la distribucion de la frecuencia de las
diferentes morfologias de 50-70 UNM diferentes por animal y por genotipo. Los resultados se
presentan come el promedio + el error estandar del promedio de (n = 4) ratones por genotipo.
(p value: no significativa (n.s), p > 0,05; comparado con ratones no-transgénicos, ANOVA de
una via). Escala de barra: 50 pm.
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complejos y ramificados que poseen parte de su interior con una baja densidad de
agregados del AChR), la forma C/O (estructura con una o mas perforaciones grandes
que tienen so6lo una abertura en su borde,) la forma fragmentada (formados por la
disgregacion en segmentos de agregados del AChR en un numero mayor a 4
fragmentos) y forma desmantelada (estructura que se ve de menor complejidad y
tamarfio, ademas de una morfologia irregular respecto de un “prezel”).

Cuando se analizo el patrén de UNM encontrado en ratones ERp57°*'""-Tg, se
obtuvo que existe un aumento significativo de morfologias desmanteladas y una
tendencia al aumento de las formas C/O, mientras que la forma madura tipo “prefzel”
disminuye significativamente, al compararios con ratones controles (Figura 16C),
mientras que en las UNM de los ratones ERp57%“*"*-Tg no se observaron cambios
significativos en las morfologias si se comparan con ratones controles (Figura 17C).

A continuacion, para observar los patrones de inervacion presentes en ambos
genotipos se realizd el andlisis de los aparatos pre- y post-sinapticos de las UNM. Para
esto, diafragmas completos se montaron y tifleron con un anticuerpo anti-
neurofilamento (de color rojo) para marcar el aparato pre-simpatico y con aBTX (de
color verde) para marcar el aparato post-sinaptico. Mediante proyecciones de “z-
stacks”, se logré visualizar ambos aparatos en las UNM, en la Figura 18A y 19A se
muestran imagenes representativas de las UNM para ambos genotipos.

Para la colonia ERp57°%'™

, los animales no-transgénicos presentaron UNM
integras, en las cuales el aparato pre-sinaptico inerva completamente el aparato post-
sinaptico, que a su vez presenté formas maduras tipo “prefzel”. En cambio, los
animales ERp57°*'"-Tg presentaron UNM alteradas, en las cuales el aparato post-

sinaptico presentd morfologias anormales y poco complejas. La inervacion del aparato

pre-sinaptico presentd hinchazon axonal, que esté relacionado con la retraccion del
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Figura 18. Analisis de los aparatos pre- y post-sinaptico de las UNM de los ratones de la
colonia ERp57°2'™", Diafragmas completos de ratones de la colonia ERp577*"™ se fifiieron
con el anti-cuerpo anti-neurofilamento (rojo), para visualizar los aparatos pre-sinapticos, y con
a-BTX (verde), para visualizar los aparatos post-sinapticos, para analizar las estructuras de las
UNM mediante proyecciones de “z-stacks”. (A) Imagenes representativas de los aparatos pre-
y post-sinapticos. Se muestran ejemplos de densidades post-sinapticas (flechas) e hinchazdn
axonal {(punta de flecha). (B) Cuantificacion de la hinchazén axonal. Los resultados se
presentan como el promedio * el error estandar del promedio de n = 4 ratones por genotipo. (p
vaiue: ** p < 0.01; comparado con animaies no-transgenicos (No-Tg); prueba f de Student). {C)
Mapas de calor de las reconstrucciones 3D de los aparatos post-sinapticos de ratones de ia
colonia ERp57°2'™. El mapa de calor representa la distribucion de las UNM de mayor volumen
(hacia colores morado) hasta las de menor volumen (hacia colores rojos). (D, E) Morfometria
cuantitativa de > 60 aparatos post-sinapticos estudiados. Se muestran los resuitados como el
promedio + el error estandar del promedio de (n = 4) ratones por genotipo. (p value: *, p < 0.05;
* p < 0,01 ** p< 0001, comparado con ratones ne-transgénicos, ANOVA de una via).

Escala de barra: {A) 20 pm y (C) 50 pm.
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Figura 19. Analisis de los aparatos pre- y post-sinaptico de las UNM de los ratones de la
colonia ERp57%*™ Diafragmas completos de ratones de la colonia ERp57%*™ se fifiieron
con el anti-cuerpo anti-neurofilamento (rojo), para visualizar los aparatos pre-sinapticos, y con
a-BTX (verde), para visualizar los aparatos post-sinapticos, para analizar las estructuras de las
UNM mediante proyecciones de “z-stacks”. (A) Imagenes representativas de los aparatos pre-
y post-sinapticos. Se muestran ejemplos de hinchazén axonal (punta de flecha). (B)
Cuantificacion de la hinchazdén axonal. Los resultados se presentan como el promedio + el
error estandar del promedio de n = 4 ratones por genotipo. (p value: **, p < 0.01; comparado
con animales no-transgénicos (No-Tg); prueba { de Student). (C} Mapas de calor _de las
reconstrucciones 3D de los aparatos post-sindpticos de ratones de la coionia ERp57%*"™ . El
mapa de calcr representa la distribucién de las UNM de mayor volumen (hacia colores morado)
hasta las de menor volumen (hacia colores rojos). (D, E) Morfometria cuantitativa de > 60
aparatos post-sinapticos estudiados. Se muestran los resultados como el promedio % el error
estédndar del promedio de (n = 4) ratones por genotipo. (p value: no significativa (n.s), p > 0,05;
comparado con ratones no-transgénicos, ANOVA de una via). Escala de barra: (A) 20 um y (C})
50 pm
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terminal, un fenotipo caracteristico de ratones envejecidos y que también se observa
en modelos murinos de la ELA (Valdez y col., 2012; Valdez y col., 2010). Este fenotipo
patolégico se cuantifico (Figura 18B) y se observé que ios ratones ERp57°%'""-Tg
presentan porcentajes de aparatos pre-sinapticos con hinchazon axonal
significativamente mayores que sus hermanos de camada no-transgenicos.

Para la colonia ERp57°“'™ se encontrd entre ratones no-transgénicos y
ERp57%®' .Tg en cuanto a los aparatos pre-sindpticos. Los terminales axonales
presentaron elevado porcentaje de hinchazon axonal (Figura 19B). Esto muestré que
existen diferencias por genotipo al expresar la forma mutante Q481K en ERpS7 en este
parametro,

Otro parametro de las UNM que fue analizado en ratones mutantes de ERpS57
correspondio a la superficie y los volimenes totales de los aparatos post-sinapticos. En
las Figuras 18C y 19C se muestran mapas de calor de la reconstruccion 3D de los
aparatos post-sinapticos de ratones de ambos genotipos y sus hermanos de camada
no-transgénicos correspondientes. El mapa de calor representa la distribucion de las
UNM de mayor volumen (hacia colores morado), hasta las UNM de menor volumen
{hacia colores rojos).

Los ratones ERp57°2'™-Tg presentaron colores de las UNM que representan
volimenes menores, comparados con los ratones no-transgénicos. Las
cuantificaciones mostraron una disminucién en el volumen total (Figura 18D) y en la
superficie (Figura 18E) de las UNM de ratones ERp57°*'™"-Tg en comparacion con
ratones controles. Los ratones ERp57%**""-Tg y sus controles presentaron colores de
las UNM que representan volimenes altos para los dos genotipos. Las cuantificaciones
mostraron que no varian los volimenes totales (Figura 19D), ni en la superficie (Figura

19E) de las UNM de ratones ERp57%*'"-Tg, en comparacion con ratones controles.



7.4. Analisis de musculo esquelético de ratones ERp57 mutantes.

En la ELA, diferentes grupos de motoneuronas son vuinergbles a sufrir
degeneracion en diferentes etapas de la enfermedad (Saxena y Caroni, 2011), por lo
que analizar las fibras musculares inervadas por las motoneuronas es un parametro
importante de estudiar. Ademas, el estudio de Woehlbier y col., 2015 determiné que los
ratones KO condicionales de ERp57 presentaron alteraciones del musculo esquelético.
Por lo tanto, con el objetivo de estudiar las posibles consecuencias a nivel muscular
debido a las alteraciones de las UNM encontradas en ratones de ambas colonias, se
realizd un andlisis bioquimico e histopatologico del musculo esquelético.

Es importante analizar si se expresan las formas mutantes de ERp57 en el musculo
esquelético, ya que si esto ocurre, las mutantes de ERp57 podrian tener efectos fuera
del SNC. Existen estudios que muestran que la expresion de genes bajo el promotor de
prion puede ocurrir fuera del SNC (Borchetlt y col., 1996). Ademas el musculo es un
tejido vulnerable y afectado durante la progresion de la ELA (Valdez y col., 2012). Para
confirmar si existe sobreexpresion de las formas mutantes de ERpS57 en musculo
esquelético, se analizd los niveles proteina mediante analisis de Western blot del tejido
muscular.

Se detectd la proteina de ERp57 utilizando un anticuerpo anti-ERp57 (Figura 20).
Los resultados mostraron que ERp57 se expresa en los animales transgénicos. De
esta forma, se determiné que la sobreexpresion de proteina ERp57°%'"N es de 3 veces
y de ERp579*'¢ es de 7 veces la proteina endogena en el musculo esquelético en

comparacion con sus hermanos de camada no-transgenicos.
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Flgura 20 Niveles de Ia proteina ERp57 en lineas transgénicas que sobreexpresan
ERpST y ER 57%%" en el musculo esquelético. Los niveles de proteina ERp57 de las
colonias ERpS?” I (A) v ERpS? (B) se analizaon en musculo esquelético mediante
analisis de Western blot utilizando el anticuerpo anti-ERp57 (panel izquierdo). La cuantificacién
se realizé con respecto al control de carga HSP20 (panel derecho). Se muestra el promedio +
el error estandar del promedioc de (n = 7) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) para
ERp57%*'™.Tg (A) y (n = 3) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) ERp57°®"".Tg (B). (p value:

*, p <005 * p < 0,01, comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), prueba ¢ de
Student).
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También se analizaron las fibras musculares de ambas colonias (Figura 21 y 22).
Este analisis se realiz6 en el musculo Tibjalis anterior (TA), que se diseccioné desde
ratones ERp57%'™.-Tg y ERp57°*'-Tg y desde sus hermanos de camada no-
transgénicos respectivos, 1os que luego se cortd en un criostato en secciones de 20 ym
de espesor.

Primero se analiz6 la morfologia de fibras musculares mediante la tinciéon de
hematoxilina-eosina (Figura 21A y 22A), la cual mostré que esta no se encuentra
afectada por la mutacion D217N ni por Q481K en ERp57. A continuacion, se co-tifi¢
con Pardo Bismarck y verde metil los depoésitos de coldgeno que se encuentran en los
musculos y se observo que las muestras de tejido provenientes de ratones ERp57°%'™-
Tg y ERp57%®"™_Tg no presentaron fibrosis del misculo esquelético (Figura 21B y
22B).

Finalmente, se analizd la presencia de centronucleaciéon en miofibras, conformacion
que usualmente se encuentra en musculos con distrofia (Totsuka y col., 1998). La
centronucleacion ocurre durante la regeneracion y reparacion de las miofibras después
de una lesién y su abundancia esta corelacionada con problemas en los ciclos de
degeneracion/regeneracion (Goetsch y col., 2003). Las secciones de tejido muscular se
co-tifieron con aglutinina de germen de trigo conjugado con Alexa-488 para marcar la
membrana plasmatica y ademas DAPI para los nicleos. La ausencia de nlcleos

centrales sugirid6 que la mutacion D217N y Q481K en ERp57 no afectd los ciclos de

degeneracion/regeneracion del musculo esquelético (Figura 21C y 22C).
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Figura 21. Andlisis del musculo esquelético de la colonia de ratones ERp57°%'"". E|

musculo Tibialis anterior (TA) de ratones de la colonia ERp57%*'™ se disecciond y tifi¢ con
diferentes marcadores de integridad de las fibras musculares. (A) Tincién de hematoxilina-
eosina (HE) muestra la morfologia de fibras muscuiares. (B) La tincién con Pardo Bismarck-
verde metil (P-G/M-G) muestra si existe fibrosis del masculo esquelético. (C) La co-tincidn con
aglutinina de germen de trigo (WGA) conjugado con Alexa-488 y DAP| muestra si hay efectos
en los ciclos de degeneracidn/regeneracién. Para todas las tinciones realizadas se muestran
imagenes representativas para cada genotipo adquiridas en la misma regién anatémica del
musculo TA (n = 4 por genotipo). Escala de barra: 50 um,
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Figura 22. Analisis del musculo esquelético de la colonia de ratones ERp57%“™. El

musculo Tibialis anterior (TA) de ratones de la colonia ERp57%*"™ se diseccioné v tifi6 con
diferentes marcadores de integridad de las fibras muscutares. (A) Tincién de hematoxilina-
eosina (HE) muestra la morfologia de fibras musculares. (B) La tincion con Pardo Bismarck-
verde metil (P-G/M-G) muestra si existe fibrosis del musculo esquelético. (C) La co-tincion con
aglutinina de germen de trigo (WGA) conjugado con Alexa-488 y DAP| muestra si hay efectos
en los ciclos de degeneracién/regeneracion. Para todas las tinciones realizadas se muestran
imagenes representativas para cada genotipo adquiridas en la misma regién anatdomica del
muiscuio TA (n = 4 por genatipo). Escala de barra: 50 pm.
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Las propiedades funcionales y estructurales del muasculo esquelético dependen de
la inervacion de las motoneuronas, por lo que también se analizé la morfologia y
distribucién de miofibras en el musculo TA, utilizando una tincién que permite
determinar la actividad NADH-TR con el fin de identificar miofibras oxidativas. La
Figura 23A y 24A muestra imagenes representativas de secciones transversales de

ambos genotipos.

Para la colonia ERp57°%'™ se observé que existen proporciones variables de
tinciones positivas (azul oscuro), tinciones intermedias (azul) y tinciones negativas
(azul claro) en los diferentes genotipos. Los ratones ERp57°%'™-Tg mostraron mayor
cantidad de miofibras con actividad NADH-TR positiva (fibras de contraccion lentas) y
menor cantidad de negativa (fibras de contraccion rapida) (Figura 23B). Estos analisis
mostraron que existe un perfil de tipos de miofibras oxidativas alterado generado por la
mutacion D217N en ERp57, ya que hay una disminucidon en el tipo de fibra muscular
que es inervada por las motoneuronas vulnerables durante la ELA. Por otra parte el
andlisis del area de estas fibras musculares (Figura 23C) mostré que no existe

variacion en el area de las fibras de contraccion rapida ni lentas.

Para la colonia ERp57%*'% se observé que no existen proporciones variables de
tinciones positivas (azul oscuro), tinciones intermedias (azul) y tinciones negativas
(azul claro) en los diferentes genotipos. Los tres tipos de miofibras oxidativas
mostraron similares niveles entre ratones ERp57%*'%-Tg y sus hermanos de camada
no-transgénicos (Figura 24B). La cuantificacion del area de las fibras rapidas y lentas

mostré que no existen diferencias entre ambos genotipos (Figura 24C).
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Figura 23. Composicién y tamafio de las fibras musculares en los ratones de la colonia
ERp57°*"™. EI musculo Tibialis anterior (TA) de ratones de la colonia ERp57°2'" se diseccioné
y tiié para detectar la actividad NADH-TR de las miofibras oxidativas. (A) Imagenes
representativas de secciones transversales de ambos genotipos, donde se observan
proporciones variables de tinciones positivas (azul oscuro), tinciones intermedias (azul) y
tinciones negativas (azul claro). (B) Cuantificacion del perfil de distribucién de miofibras
oxidativas de contraccion rapidas, intermedias (inter.) y lentas. (C) Cuantificacién del diametro
promedio de las fibras de contraccién rapidas y lentas. Los resultados se presentan como el
promedio + error estandar del promedio de > 300 fibras por animal de (n = 4) ratones por
genotipo. (p value: *, p < 0.05, *, p < 0.01;, ** p < 0.001; comparado con ratonas no-
transgénicos, ANOVA de una via). Escala de barra: 50 ym.
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F:gura 24 Composicion y tamafo de las fibras musculares en los ratones de la coloma
ERp579™. E| musculo Tibialis anterior (TA) de ratones de la colonia ERp57°*™ se
disecciond y tifié para detectar la actividad NADH-TR de las miofibras oxidativas. (A} Imagenes
representativas de secciones transversales de ambos genotipos, donde se observan
proporciones variables de tinciones positivas (azul oscuro), tinciones intermedias (azul) y
tinciones negativas (azul claro). (B) Cuantificacion del perfil de distribucién de miofibras
oxidativas de contraccién rapidas, intermedias (inter.) y lentas. (C) Cuantificacion del diametro
promedio de las fibras de contraccion rapidas y lentas. Los resultadcs se presentan como el
promedio * error estandar del promedio de > 300 fibras por animal de (n = 4) ratones por
genotipo. (p value: no significativa (n.s), p > 0,05; comparado con ratones no-transgeénicos,
ANOCVA de una via). Escala de barra: 50 ym.



En conjunto, estos resultados indicaron que la mutacion D217N en ERp57 en el
SNC producen problemas motores en ratones, posiblemente debido a alteraciones en
la fisiologia muscular resultado de una disrupcién de las UNM. Mientras tanto, el bajo
desemperio motor encontrado en ratones con la mutacién Q481K en ERp57 no estaria
relacionado con alteraciones en la fisiologia muscular, ya que no presentaron

diferencias con sus controles.

7.5. Evaluacién de la activacion de la UPR en el SNC en los modelos murinos

que sobreexpresan las formas mutantes de ERpS7.

Para estudiar la posible generacién de estrés de RE y la activacion de la respuesta
de proteinas mal plegadas en los ratones que sobreexpresan las formas mutantes de
ERp57 D217N y Q481K, se evalud los niveles de expresion de algunos de los
marcadores de esta via de sefalizacion mediante gPCR y mediante andlisis de
Western blot, en muestras provenientes de médula espinal, corteza y cerebelo. En las
Figuras 25 y 26 se muestran las cuantificaciones de los niveles de expresion de mRNA
obtenidos en los tres tejidos analizados mediante qPCR y normalizados con respecto a
actina y con respecto a cada uno de los tejidos provenientes de animales no-
transgénico. Los marcadores de la UPR analizados corresponden a Xbp1s (Figura 25A
y 26A), Bip (Figura 25B y 26B) y Chop (Figura 25C y 26C) para las colonias
ERp57°%'™ y ERp57%'¢ respectivamente. También se analizo los niveles te Atf3
(Figura 25D y 26D), marcador general de estrés, que se utilizd como un parametro
adicional para el estudio de estos modelos. No se observé una activacion de ia UPR al
analizar los resultados de los marcadores estudiados en los tres tejidos estudiados.

Solamente se observd tendencias de aumento de los mRNAs de BiPy Chopenla
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Figura 25. Niveles de mRNA de marcadores de estrés de RE en ratones de la colonia
ERp57°2" en el SNC. Los niveles de relativos de expresion de mRNAs de marcadores de
estrés celular de los tejidos del SNC de ratones de la colonia ERp57™>:""" se analizaron
mediante gPCR. Se registraron los niveles de Xbp7s (A), Bip (B), Chop (C) y Atf3 (D). Se
normalizo con respecto a los niveles de mMRNA de actina. Los tejidos analizados corresponden
a médula espinal (ME), corteza (Cz) y cerebelo (Cb). Los resultados se presentan como el
promedio * el error estandar del promedio de (n = 3) para ERp57 no-transgenico y (n = 4) para
ERp57%'™.Tg (p value: no significativa (ns) p > 0,05 comparado con ratones no-

transgénicos, prueba { de Student).

81



No-transgénico

A No-transgénico B g
= ERpE?I‘“‘HK-Tg Em ERp579* 1 Tg
% 0,0015+ 2 0,015 _
= >
% 200010 T T8 o010
S8 | s2 ]
e o+
S 2000054 p © & 0005
$E o : S :
Z 0 . el = i d 0 B
ME ' Cz Ch 01w Cz Cb
, g No-transgénico
No-transgénico AR
C mE £Rp570 K. Tg D EE £Rps57YYYNTg
g 00151 o 0,0008
S £ 20,0006
8 & 0010 3 <
29 £ < 0,0004-
o = A
3% 0005 2 € 0.0002-
> >
0 l ME ' cz !

ME ' Cz

Figura 26. Niveles de mRNA de marcadores de estrés de RE en ratones de la colonia
ERp57%®™™ en el SNC. Los niveles de sobreexpresion de mRNA de marcadores de estrés
celular de los tejidos del SNC de ratones de la colonia ERp57%**" se analizaron mediante
gPCR. Se registraron los niveles de Xbp1s (A), Bip (B), Chop (C) y Atf3 (D). Se cuantifico con
respecto a los niveles de mRNA de actina. Los tejidos analizados corresponden a medula
espinal (ME), corteza (Cz) y cerebelo (Cb). Se muestra el promedio * el error estandar del
oromedio de (n = 3) para ERp57 no-transgénico y (n = 4) para ERp579*'"-Tg. (p value: no
significativa (n.s) p > 0,05; comparado con ratones no-transgénicos, prueba t de Student).
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médula espinal de los ratones ERp57%'™-Tg y en la corteza de los ratones

ERp57%4' .T1g.

Adicionalmente, se analizaron los niveles de expresion proteica en médula espinal,
corteza y cerebelo de dos chaperonas del RE: BiP y ERp72, las cuales pertenece a la
familia de las PDI. Esto se realizé mediante el analisis de Western blot en tejidos
provenientes del sistema nervioso central y que se muestran en la Figura 27A para la
colonia ERp57°*'™ y en la Figura 28A para la colonia ERp57°*'*. Se realizd
cuantificaciones de los niveles de expresion de estas proteinas obtenidos mediante
Western blot y se normalizaron con respecto a actina y a cada tejido proveniente desde
animales no-transgénicos para las colonia ERp57°%"™ (Figura 27B y 28C) y ERp57%#'

(Figura 27B y 28C).

En el caso de los ratones ERp57°%'™-Tg, no se observaron grandes variaciones en
los niveles de las chaperonas analizadas en los diferentes tejidos. Solamente se
registré una disminucion significativa de ERp72 en la corteza y un leve aumento de BiP
en el cerebelo. Para los ratones ERp57%4'-Tg, BiP aumenté levemente sus niveles en
la médula espinal y significativamente en la corteza, mientras que disminuyo levemente
en el cerebelo. El aumento de BiP en corteza se correlaciona con los resultados
obtenidos en la Figura 26B para los niveles de mRNA de Bip en este mismo tejido. En
el caso de ERp72, esta disminuy® levemente en la médula espinal y aumento en la

corteza y en el cerebelo.
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Figura 27. Anélisis de Western blot de chaperonas del RE en los tejidos del SNC de
ratones de la colonia ERp57°2"™. Los niveles de proteina de las chaperonas del RE BiP y
ERp72 de ratones de la colonia ERp57°>""" se analizaron mediante Western blot. (A) Se
analizaron los tejidos médula espinal (ME) (panel superior), corteza (Cz) (panel intermedio) y
cerebelo (Cb) (panel inferior) del sistema nervioso central. (B y C) Cuantificacion de los niveles
de BiP y ERp72 respectivamente. La cuantificacién se realizé con respecto al control de carga
actina. Se muestra el promedio + el error estandar del promedio de (n = 7) para ERp57 no-
transgénicos y (n = 7) para ERp577>'™-Tg. (p value: *, p < 0,05; comparado con ratones no-
transgénicos, prueba { de Student).
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Figura 28. Andlisis de Western blot de chaperonas del RE en los tejidos del SNC de
ratones de la colonia ERp57%“"™ Los niveles de proteinas de las chaperonas del RE BiP y
ERp72 de ratones de la colonia ERp57-" " se analizaron mediante Western blot. (A) Se
analizaron los tejidos médula espinal (ME) (panel superior), corteza (Cz) (panel intermedio) y
cerebelo (Cb) (panel inferior) del sistema nervioso central. (B y C) Cuantificacion de los niveles
de BiP y ERp72 respectivamente. La cuantificacion se realizé con respecto al control de carga
actina. Se muestra el promedio * el error estandar del promedio de (n = 3) para ERp37 no-
transgénicos y (n = 7) para ERp57%*"".Tg. (p value: *, p < 0,05; comparado con ratones no-
i

transgénicos, prusba { de Student).
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7.6. Determinacién del posible efecto de la sobreexpresién de las formas

mutantes de ERp57 sobre proteinas sinapticas.

Las proteinas sinapticas cumplen un rol en la mantencion de la estabilidad e
integridad de la UNM (Moloney y col., 2014). Recientes investigaciones han mostrado
que ERp57 estaria catalizando el plegamiento de proteinas sinapticas (Almeida y col,
2011; Torres y col., 2015), junto con el estudio de Woehlbier y col., 2015, donde se
determind que los ratones KO condicionales de ERpS57 en el SNC presentaron
alteraciones en el perfil de proteinas sinapticas. De esta forma, debido a que los
ratones que sobreexpresan formas mutantes de ERp57 presentan aparatos sinapticos
anormales en las uniones neuromusculares del diafragma, se analizd mediante
Western blot la expresion de un conjunto de proteinas sinapticas que son sustratos

putativos de la chaperona ERp57 en tejido de médula espinal, corteza y cerebelo.

Las proteinas analizadas fueron la proteina de Prion (PrP) la cual se puede
encontrar de forma di-glicosilada, mono-glicosilada y no-glicosilada, Glicoproteina de
vesicula sinaptica 2 (SV2), sinaptofisina, proteina de densidad post-sindptica 95
(PSD95) y el receptor de NMDA 2a (NMDAR2a). Las Figuras 29A, 31A y 33A
correspondientes a la colonia ERpS57°%'™ y las Figuras 30A, 32A, 34A

correspondientes a la colonia ERp57%*" muestran los niveles de proteinas sinapticas

en médula espinal, corteza y cerebelo respectivamente.

Se realizaron cuantificaciones de los niveles de expresion de proteina obtenidos
mediante Western blot y normalizados con respecto a actina, HSP90 o tubulina y a
cada tejido proveniente de animales no-transgénicos para las colonias ERp57°4'™ y
ERp57%4'® Las cuantificaciones de las proteinas sinapticas de médula espinal se

muestran en la Figura 29B-G para la colonia ERp57°*'™y la Figura 30B-G para la
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Figura 29. Analisis de Western blot de proteinas sindpticas de médula espinal de los ratones de la
colonia ERp57°%'™, (A) Los niveles de proteinas sinapticas de ratones de la colonia ERp57°""™ se
analizaron mediante Western blot. Se analizaron los niveles de PrP total (B) y las formas glicosiladas (C),
SV2 (D), Sinaptofisina (E), PSD95 (F) y NMDAR2a (G) en médula espinal. Las cuantificaciones se realizaron
con respecto al control de carga actina, HSP90 o tubulina. Las cuantificaciones se presentan como promedio
+ el error estandar del promedio de (n = 7) para ERp57 no-Tg y (n = 7) para ERp57™*'"™"-Tg. (p value: *, p <
0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; comparado con ratones no-transgénicos, prueba t de Student).
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Figura 30. Analisis de Western blot de proteinas sinapticas de médula espinal de los ratones de la
colonia ERp57™®'™K. (A) Los niveles de proteinas sinapticas de ratones de la colonia ERp57°*' se
analizaron mediante Western biot. Se analizaron los niveles de PrP total (B) y las formas glicosiladas (C),
SV2 (D), Sinaptofisina (Sinapto.) (E), PSD95 (F) y NMDAR2a (G) en médula espinal. La cuantificacion se
realizé con respecto al control de carga actina, HSP90 o tubulina. Las cuantificaciones se presentan como el
promedio + el error estandar del promedio de (n = 3) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) para ERpS?Q"E”K-
Tg. {p value; no significativa (n.s), p > 0,05, comparado con ratones no-transgénicos, prueba t de Student).
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Figura 31. Analisis de Western blot de proteinas sinapticas de corteza de los ratones de la colenia
ERp57°%'™. (A) Los niveles de proteinas sinépticas de ratones de la colonia ERp57°*'"™ se anlizaron
mediante Western blot. Se analizaron los niveles de PrP total (B) y las formas glicosiladas (C), SV2 (D),
Sinaptofisina (Sinapto.) (E), PSD95 (F) y NMDAR2a (G) en corteza. La cuantificacion se realizé con respecto
al controi de carga actina, HSP30 o tubuiina. Las cuantificaciones se presentan como ei promedio * ei error
estandar del promedio de (n = 7) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) para ERp57°*"“Tg. (p value: *, p <
0.05; **, p < 0.01; comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), prueba t de Student).
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Figura 32. Andlisis de Western blot de proteinas sindpticas de corteza de los ratones de la colonia
ERp57**'%, (A) Los niveles de proteinas sinapticas de ratones de la colonia ERp57%*'™ se analizaron
mediante Western blot. Se analizaron los niveles de PrP total (B} y las formas glicosiladas (C), SV2 (D),
Sinaptofisina (Sinapto.) (E), PSD95 (F) y NMDAR2a (G) en corteza. La cuantificacion se realizd con respecto
al control de carga actina, HSPS0 o tubulina. Las cuantificaciones se presentan como el fromedlo t el error
estandar del promedio de (n = 3) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) para ERp57°“™.Tg. (p value: no
significativa (n.s); comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), prueba ¢ de Student).
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Figura 33. Analisis de Western blot de proteinas sinapticas de cerebelo de los ratones de la colonia
ERp57°*'™, (A) Los niveles de proteinas sinapticas de ratones de la colonia ERp57™'™ se analizaron
mediante Western blot. Se analizaron los niveles de PrP total (B} y las formas glicosiladas {C), SV2 (D),
Sinaptofisina (Sinapto.) (E), PSD95 (F) y NMDAR2a (G) en cerebelo. La cuantificacion se realizé con
respecto al control de carga actina, HSP90 o tubulina. Las cuantificaciones se presentan como el promedio
ol error estandar del promedio de (n = 7) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) para ERp57%"*-Tg. (p value:
* p<0.05, *** p<0.001, comparado con ratones no-transgénicos {(No-Tg), prueba { de Student).
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Figura 34. Analisis de Western blot de proteinas sinapticas de cerebelo de los ratones de la colonia
ERp57°™%, (A) Los niveles de proteinas sindpticas de ratones de la colonia ERp57°%' se analizaron
mediante Western blot. Se analizaron los niveles de PrP total (B) y las formas glicosiladas (C), SV2 (D),
Sinaptofisina (Sinapto.) (E), PSD95 (F) y NMDAR2a (G) en cerebelo. La cuantificacion se realizé con
respecto al control de carga actina, HSP90 o tubuliina. Las cuantificaciones se presentan como ei promedio £
el error estandar del promedio de (n = 3) para ERp57 no-transgénicos y (n = 7) para ERp57*%™*.Tg. (p value:
no significativa (n.s); comparado con ratones no-transgénicos (No-Tg), prueba ¢ de Student).
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colonia ERp57%4®"™, Las cuantificaciones de las proteinas sindpticas de corteza se
muestran en la Figura 31B-G para la colonia ERp57°*'™ y la Figura 32B-G para la
colonia ERp57%®'¢. Las cuantificaciones de las proteinas sinapticas de cerebelo se
muestran en la Figura 33B-G para la colonia ERp57°*'™ y la Figura 34B-G para la

colonia ERp57%%K,

Para ratones ERp57°%'""-Tg, se observé alteraciones en los niveles de la mayoria
de las proteinas estudiadas en médula espinal, donde aumentan los niveles de PrP
total, PrP di-glicosilado y PSD95, mientras que disminuyen los niveles de NMDARZ2a y
SV2. En la corteza cerebral, se mantuvieron constantes los niveles, con excepcion de
una disminucion de PSD95 y un aumento de SV2, mientras que en cerebelo hubo
tendencia en la disminucion de todas las proteinas, siendo mayor en SV2, sinaptofisina

y NMDARZ2a.

Para ratones ERp579%'™.Tg, en médula espinal se mantuvieron relativamente
constantes los niveles de proteinas, en corteza existi6 tendencias del aumento de
todas las formas de PrP y SV2, mientras que en cerebelo se encontré aumentado las
formas de PrP total y di-glicosilada y disminuy6 SV2. Los resultados obtenidos con las
mutaciones D217N y Q481K en ERp57 mostraron que existen alteraciones en el perfil
de los niveles de estas proteinas sinapticas en los diferentes tejidos analizados, siendo

mayor para el caso de la mutante D217N.

Debido a que se encontré un perfil de proteinas sinapticas alterado en los
diferentes tejidos del SNC de los ratones mutantes de ERp57, se analizaron los niveles

de mRNA de cada proteina con diferencias significativas, con respecto a sus hermanos
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de camada no-transgénicos, para determinar si la alteracion ocurre a nivel de transcrito

o de proteinas.

La Figura 35 muestra los niveles de mRNA cuantificados con respecto a acfina.
Para la colonia ERp57°%"™ los niveles de transcrito de Sv2 no variaron en meédula
espinal, corteza o cerebelo (Figura 35A), Psd95 no varié en medula espinal y corteza
(Figura 35B), Nmdar2a no vari6 en médula espinal y cerebelo (Figura 35C) y
Sinaptofisina no varié en cerebelo (Figura 35D). Para la colonia ERp57°**'", los niveles
de mRNA de SV2 no variaron en el cerebelo (Figura 35E). De esta forma, las
diferencias en el perfil de proteinas sindpticas encontradas en los tejidos del SNC
ocurren a nivel de proteina y no de mRNA. Debido a que ERp57 cataliza el
plegamiento de un subconjunto de glicoproteinas (Rutkevich y col., 2010; Almeida y
col., 2011), las mutaciones en ERp57 podrian estar afectando el correcto plegamiento

de sustratos, alterando el perfil global de proteinas sinapticas en el SNC.
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Figura 35. Niveles de mRNA de proteinas sinapticas en ratones ERp57 mutantes en el
SNC. Los niveles de sobreexpresion de mRNA de proteinas sinapticas de los tejidos del SNC
de ratones de la colonia ERp57°%""" y ERp57°**' se analizaron mediante gPCR. Se analizaron
los niveles de Sv2 (A), Psd95 (B), Nmdarza (C) y Sinaptofisina (D) para la colonia ERp57%%"""
y Sv2 (E) para la colonia ERp57°*"¥. Se cuantificé con respecto a los niveles de mRNA de
actina. Los tejidos analizados correspenden a médula espinal (ME), corteza (Cz) y cerebelo
(Cb). Se muestra el promedio + el error estandar del promedio de (n = 3) para ERpS/7 no-
transgenico y (n = 3) para ERp57®"-Tg. (p value: no significativa (n.s) p > 0,05, comparado
con ratones no-transgénicos, prueba t de Student).

95



8. DISCUSION.

ERp57 es una chaperona y foldasa residente del RE que participa en el ciclo de
plegamiento de proteinas de CNX/CRT. El mal plegamiento de proteinas y la formacion
de agregados téxicos estan involucrados en la etiologia de un gran numero de
enfermedades neurodegenerativas como la EA, la EP y la ELA. Multiples evidencias
sugieren que las PDI juegan un rol importante en atenuar el estrés de RE y la
agregacion de proteinas mutantes (Andreu y col., 2012). Asi es, que las PDI son
consideradas como blancos de investigacidbn por su posible modulacion vy

neuroproteccion en desordenes relacionados a proteinas mal plegadas.

En este Seminario de titulo se caracterizaron dos nuevos modelos de ratones
transgénicos, que sobreexpresan las formas mutantes de ERp57 D217N y Q481K
asociadas a la ELA en el SNC. Estos ratones desarrollaron deterioro motor,
alteraciones en las UNM vy fisiologia muscular, siendo mas agresivo en el caso de la
mutacién D217N en ERp57. Estos fenotipos son generados probablemente por una
alteracion en el perfil de proteinas sinapticas y alteraciones el plegamiento de posibles

sustratos de ERp57.

8.1. Modelos transgénicos que sobreexpresan formas mutantes de ERp57
D217N y Q481K.

Los modelos murinos caracterizados sobreexpresan las formas mutantes de ERpS7
en el SNC con un marcador FLAG-tag en su extremo C-terminal. El promotor utilizado
es de la proteina prion murina, gque se expresa en altos niveles y de forma ubicua en
tejidos nerviosos desde edades embrionarias tempranas y continia durante toda la

vida (Borchelt y col., 1996; Ford y col., 2002; Linden y col., 2008). Este promotor ha
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sido ampliamente usado para dirigir la expresion de genes especificamente en el

cerebro y la médula espinal en animales transgénicos (Waldron-Roby y col., 2012).

Cabe destacar que para analizar las colonias de ERp57 mutantes, es importante
realizar comparaciones con el modelo murino de ganancia de funcién de ERp57"" en
el SNC, la cual fue descrita por Castillo y col., 2015, para determinar que el fenotipo
encontrado se debe a la mutacién presente en ERp57 y no a la presencia de ERpS7
per se. De esta forma, se realizaron observaciones visuales de ambas colonias
mutantes y no se encontraron diferencia entre los animales transgénicos y sus
hermanos de camada no-transgénicos, lo que se comparte en el caso de las colonias
ERp57"T (Castillo y col., 2015). De esta forma, no se encuentran fenotipos causados

por las mutaciones en ERp57 a simple vista.

Analisis bioguimico mediante gPCR y Western blot determind que los ratones de la
colonia ERp57™'"" tienen bajos niveles de sobreexpresion, lo cual podria deberse a
un bajo de numero de insercion de copias del transgen, mientras que los ratones de la
colonia ERp5794%'¥ tienen alto niveles de sobreexpresion, lo cual podria deberse a un
mayor numero de insercion de copias del transgen. Modelos transgenicos con bajos
niveles de expresion estan relacionados con niveles semejantes a los rangos
fisiologicos y recapitularian la patogénesis de forma similar a los pacientes, pero con
fenotipos menos agresivos. En cambio, altos niveles de sobreexpresion, como los
encontrados en la colonia Q481K estan asociados a fenotipos mas agresivos
(Alexander y col., 2004). Cabe destacar que la colonia de ratones ERp57°'™
desarrolld caracteristicas mas agresivas y presento los niveles de sobreexpresion mas

bajos, lo que sugiere que la mutacion D217N en ERpS57 genera fenotipos mas

adversos en &l modeio
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Un grupo experimental de ambas colonias mutantes se dej6 envejecer hasta los 15-
18 meses de vida, con el objetivo de visualizar la posible aparicién de fenotipos
caracteristicos de la ELA comoe la curvatura de la columna, paralisis de extremidades
posteriores, dificultad de desplazamiento y paralisis completa, como se describen en
diferentes modelos murinos de ELAf que sobreexpresan formas mutantes de SOD1
(Gurney y col., 1994; Ripps y col., 1995). Ninguna de las colonias estudiadas presento
fenotipos tipo ELA a lo largo de su envejecimiento, lo que podria deberse a diferentes
factores, como el hecho que las mutantes simplemente no provocan el fenotipo por
compensaciones de ERp57 endodgena, provocan un fenotipo mas sutii o que lo
provoquen en etapas mas avanzadas de vida. Un estudio reciente mostré el efecto que
posee el knockin de una forma mutante de BiP en un modelo murino (Jin y col., 2014),
donde se obtuvo ratones que presentaron fenotipos patogénicos en etapas avanzadas
de su vida, presentandose a los 21 meses, lo que muestran que fenotipos patoidgicos

podrian aparecen mas adelante.

72N mostré una distribucion

La medicién del peso corporal en la colonia ERpS
comuin de peso a lo largo de los registros, donde los machos pesaron mas que las
hembras. Para el caso de la colonia ERp57%*'¢, se observé que los machos no-
transgénicos presentaron levemente mas peso que las hembras, pero los machos
transgénicos presentaron en promedio 35% mas peso que el resto de los grupos, lo
gue podria deberse a la mutacién confiere un aumento de peso por sobre el resto de
los ratones. Se ha descrito que el estrés de RE y la via de la UPR en hipotalamo
poseen un rol en la sefalizacion de leptina, una hormona proteica que regula el apetito

y crecimiento (Ozcan y col., 2009), la cual podria estar afectada por la mutacion

Q481K. De esta forma, se han mostrado ERpS57 y leptina podrian interactuar para la
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mantencion de la homeostasis energética de las células (Bravo y col., 2011), por lo que
la mutacion Q481K en ERp57 podria explicar un aumento en el peso corporal por
cambios en la regulacion de leptina. También existe la posibilidad de que los ratones
machos no-transgénicos desarrollaran menores pesos corporales, lo cual podria
deberse a problemas especificos en la camada obtenida para la realizacion de este

estudio.

8.2. Problemas motores encontrados en los modelos animales generados.

Para estudiar el desempefio motor presente en ambas colonias, se realizd la
prueba motora Wire Hang test, con el fin de observar si desarrollan problemas motores
y de coordinacién. Cabe destacar gue los ratones que sobreexpresan la forma
ERp57"" no presentan diferencias con sus hermanos de camada no-transgénicos en
esta prueba motora (Castillo y col., 2015), lo que sugiere que no desarrollan problemas

motores.

Los ratones machos ERp57°%'""-Tg presentan un peor desempefio motor desde el
inicio del tiempo de andlisis, el que se mantuvo por todo el periodo de registro
comparandolos con los otros 3 grupos experimentales. Los problemas motores durante
los dos ultimos meses de registros llegan a ser significativas. Esto sugiere que la
mutacion D217N produce efectos negativos, los que se traducen en problemas
motores o de coordinacién en los machos transgénicos al menos a partir de los 117
dias de vida (inicio de registros). El fenotipo observado en esta colonia es similar al
encontrado en los ratones KO condicionales de ERp57 en el SNC, ya que desde el
principio de los registro, presentan deterioro motor (Woehlbier y col., 2015). También
cabe destacar que en el caso de ERp57%'™ existe un sitio de N-glicosilacién artificial

generado por el PNS, lo que se ha descrito que ocurre en diferentes enfermedades,
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donde mutaciones en genes patogénicos generan proteinas glicosiladas, las cuales
son necesarias y suficientes para generar un impacto negativo (Vogt y col., 2007). Esto
podria explicar el peor desempefio motor encontrado en esta colonia desde etapas
tempranas, donde la presencia del sitio de N-glicosilacién podria generar ganancia o
pérdida de funcién de la chaperona debido al N-glicano presente en ERp57 (Vogt y

col., 2007).

En el caso de la colonia ERp57%*¥™  los registros comenzaron similares para todos
los animales, pero a partir de los 180 dias de vida, los machos transgenicos
comenzaron a disminuir su desempefioc motor, llegando a valores minimos. Este
resultado muestra que existe un empeoramiento progresivo del desempefio motor en
los machos ERp57%*'"-Tg el cual es significativo en el Gltimo mes de registro, esto
podria deberse a procesos acumulativos y degenerativos causados por la mutacién
Q481K. Este tipo de curva con una disminucién de desempefio motor es comun para
modelos de la ELAf, como por ejemplo los ratones que sobreexpresan SOD1 mutante
(Gurney y col., 1994; Ripps y col., 1995) y TDP-43 mutante (Wegorzewska y col,,
2009), donde ademas se observa una disminucion del peso corporal y una paralisis
progresiva. Otra explicacion puede deberse a que los machos transgénicos pesan mas,
por lo que el peor desempefio motor podria estar relacionado con la incapacidad de

soportar su propio peso corporal en la prueba del “Wire Hang test’.

En ambos colonias, se observd que los ratones machos transgénicos son lo que
presentan mayores problemas motores y debido a que no existe diferencias en la
expresion de ERp57 entre sexos, estas observaciones podrian ser atribuidas a factores
de diferente indole, como por ejemplo de caracter hormonal. En relacion a este tema,

se han hecho varios estudios epidemiolégicos en poblaciones de pacientes en que se
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ha mostrado una menor incidencia de la ELA en mujeres, y se ha propuesto que esto
puede deberse a un posible efecto protector de las hormonas reproductivas femeninas

(De Jong y col, 2013), dandole de esta forma un caracter multifactorial a la

fisiopatologia de la ELA.

En el estudio realizado por Woehlbier y col., 2015, se sugieren que las formas
mutantes de ERpS57 generan efectos adversos en la conectividad neuromuscular y
extension de neuritas, demostrado en diferentes lineas de cultivos celulares in vitro y
en modelos in vivo de pez cebra. De esta forma, con el fin de evaluar si el impedimento
motor generado por las mutaciones en ERp57 era debido a problemas en la inervacion
muscular, se realizé electromiografia (EMG). Tanto los ratones Erp57°%'™-Tg como los
no-transgénicos no presentaron actividad espontanea en la EMG, lo cual si se observo
en los controles positivos ratones transgénicos sintométicos SOD1°%**, Esto puede
deberse a que la carga de UNM maduras tipo “prefzel” que presentaron los ratones
ERp57°2'"™.-Tg, aunque menor que las presentes en animales no-transgénicos, logra

mantener el normal funcionamiento electrofisiologico de las motoneuronas.

En la colonia ERp57°*'* también se analizé la EMG y se encontré que sin importar
el genotipo, presentaban musculos sin actividad espontanea, con fibrilaciones aisladas
y con fibrilaciones asociadas. Esto sugiere que existen problemas de inervacion y
funcionalidad en ratones no-transgénicos y ERp57““"“-Tq. Debido a que la actividad
espontanea no distingue entre genotipos, la expresion de la forma mutante de ERp57
no seria la causa del fenotipo. Estos ratones fueron analizados a los 400 dias de vida,
por lo que se propone que la actividad espontanea seria debido a eventos de
envejecimientos. Con el envejecimiento, existe deterioro de la actividad muscular y

coordinacion, lo que resulta en la aparicion de actividad espontanea en los musculos
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(Laursen y col., 2001; Polotsky y col., 2011; Wimmer y col., 2013). De esta forma, la
mutacién Q481K en ERp57 no tendria efecto sobre la funcionalidad de la actividad

motera.

Cabe destacar que la realizacion de EMG en ratones KO de ERp57 en el SNC
también presentaron actividad espontéanea y también fenotipos motores mas agresivos
gue los observados en ratones ERp57 mutantes (Woehlbier y col. 2015). La actividad
espontanea en EMG es un indicador de perdida de inervacién muscular, lo cual es
comunmente observado en pacientes con ELA (Inghilleri y lacovelli 2011) y en
modelos transgénicos que desarrollan fenotipos tipo ELA (Wegorzewska y col., 2009),

lo que sugiere que la UNM de los ratones ERp57°%'""-Tg son funcionales.

La pérdida de la sinapsis neuromuscular s uno Gg 1os primeros signos de la ELA,
la cual conlleva a la pérdida del control muscular progresivo (Inghilleri y lacovelli, 2011)
y a denominar a esta enfermedad como una axonopatia distal, donde la patologia de la
motoneurona comienza en la sinapsis muscular y procede en un patron de
degeneracion retrograda hacia el soma (“dying back”, en inglés). Debido al bajo
desempefioc motor encontrado en ratones de ambas colonias, se analizaron
extensivamente las UNM del diafragma, uno de los musculos relevantes que pierden
inervacion durante el curso de la ELA (Perez-garcia y Burden, 2012; Dupuis y Loeffler,
2009; Liu y col., 2013). El analisis de la distribucion de las UNM de los ratones
ERp57°#'™-Tg revelé un ancho de banda mas angosto de “clusters” de AChR en el
diafragma y cerca de un 50% menos numeros totales de “clusters”, lo que se ha
reportado como consecuencia de problemas en la maduracion y mantenciéon de las
UNM (Caillol y col., 2012; Okada y col., 2006). Mientras tanto, en los ratones

ERp57%*"™.Tg no se encontraron diferencias en el ancho de banda de “clusters” de

102



AChR, comparandolo con ratones controles, pero si se encontré un menor namero total
de ‘clusters”. Aunque la diferencia es significativa, corresponde solamente a una

disminucion de cerca de un 10% en el nimero total de “clusters”.

La conformacion de las UNM de los ratones ERp57°*'"-Tg también se vio
afectada, ya que la innervaciéon por parte de los aparatos pre-sinapticos presentan
hinchazén axonal, un fenotipo caracteristico de ratones envejecidos y también
presentes en modelos murinos de la ELA, lo que se ha descrito como la retraccion del
terminal axonal (Valdez y col., 2012). En los ratones ERp57°*'-Tg también se
encontraron niveles elevados de hinchazén axonal, comparandolos con sus hermanos
de camada no-transgénicos. Esto toma importancia con respecto a la progresion del
fenotipo generado por la mutaciones en ERp57, ya que estos ratones presentan
solamente hinchazén axonal y menor numero de “cluster” de AChR, que

cronolégicamente podrian desarrollarse primero.

También se encontraron morfologias anormales de los aparatos post-sinapticos de
ratones ERp57°%'™-Tg y no asi, en ratones ERp57%“'“-Tg. Los ratones ERp57°%'™-Tg
presentaron aumentados los niveles de las UNM de tipo desmantelados, mientras las
UNM maduras tipo “pretzel” se encontraron disminuidas, fenotipos que es comunmente
reportado en etapas pre-sintomaticas de modelos murinos de ELAf (Vinsant y col.,

2013a; Vinsant y col., 2013b; Perez-garcia y Burden, 2012).

Finalmente, se analizé el volumen de las UNM y se encontraron volumenes
menores en el caso de los ratones ERp57°%'™-Tg pero no asi en ratones ERp57%4°™*
Tg. La disminucion del volumen de la UNM también ha sido descrito en modelos

murinos de ELAf y representa etapas de maduracion tempranas de las UNM (McGown
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et al. 2013; Duval et al. 2014). Resultados similares fueron descritos para los ratones
KO de ERpS57 en el SNC, los cuales presentan fenotipos mas agresivos con

alteraciones drasticas en las inervaciones al igual que en la funcionalidad.

Estos resultados demuestran que los ratones ERp57%'™-Tg desarrollan
conectividad neuromuscular anormal, debido a que la conexién entre el nervio y el
musculo esta alterada. Esto llevaria a los ratones a tener un peor desempefio motor.
Mientras tanto para los ratones ERp57°**'-Tg, se encontraron algunos parametros de
las UNM anormales, por lo que su bajo desempefio motor puede explicarse en parte

por problemas en la sinapsis muscular.

La causa de la alteracién de las UNM puede indicar estados de disfuncion o de
enfermedad en el SNC, sistema nervioso periférico o a nivel muscular. Una posible
explicacién puede deberse a alteraciones en el terminal sinaptico del nervio, que
pueden modificar los niveles de expresion de proteinas sinapticas o receptores
sinapticos y pueden causar la pérdida y cambios morfologicos de la sinapsis y/o
comunicacién entre el nervio y el misculo por la pérdida de su integridad. Estos
resultados concuerdan con recientes estudios de motoneuronas derivadas de ceéluias
troncales pluripotenciales inducidas (iPSC) que expresan diferentes mutaciones
relacionadas con la ELA, en donde alteraciones morfoldgicas de la motoneurona son

los principales fenotipos encontrados (Kiskinis y col., 2014; Chen y col., 2014).

Basados en las alteraciones encontradas en las UNM de ratones ERp57°2'™-Tq, se
analizaron las posibles consecuencias en la fisiologia muscular. Es importante analizar
si se expresan las formas mutantes de ERp57 en el musculo esquelético, ya que si

esto ocurre, las mutantes de ERpS57 podrian tener efectos fuera del SNC. Existen
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estudios que muestran que la expresion de genes bajo el promotor de prion puede
ocurrir fuera del SNC (Borchelt y col., 1996). Se confirmé la sobreexpresion de ambas
mutantes en musculos esqueléticos de ratones transgénicos, siendo de 3 veces en
ratones ERp57°*".Tg y de 7 veces en ratones ERp57%“'*-Tg en comparacion con
sus hermanos de camada no-transgénicos. De esta forma, las proteinas mutantes
pueden tener efectos fuera del SNC. Diferentes lineas de investigacion han mostrado
que existen mecanismos no-auténomos de la célula que pueden contribuir a la
patogénesis de la ELA. La expresion de SOD1 mutante en musculo esquelético genera
atrofia muscular progresiva y perdida de fuerza muscular (Dobrowoiny y coi., 2008).
Esto muestra que la expresion de proteinas mutantes en musculo también posee un rol
en la patogénesis de la enfermedad.

Basados en la alteracion a nivel de las UNM que se observaron en ratones
ERp57°'"™.Tg y ERp57°*'™.Tg, se analizaron las posibles consecuencias en la
histopatologia muscular del musculo TA. A este nivel, no se encontraron cambios en la
morfologia de fibras musculares, fibrosis del musculo esquelético ni presencia de
centronucleacion, por lo que se concluye que no existen alteraciones en los ciclos de
degeneracion/regeneracion del musculo esquelético. Estos resultados muestran una
integridad general del muasculo en los animales que expresan las mutaciones de

ERp57.

Las propiedades funcionales y estructurales del musculo esquelético dependen de
la inervacion de las motoneuronas, por lo que para estudiar este parametro se analizé
la morfologia y distribucién de miofibras en el musculo TA para determinar la actividad
NADMH-TR e identificar miofibras oxidativas. La cuantificacién de las miofibras de

ratones ERp57°%'"M.Tg muestro que las fibras de contraccién rapida (NADH-TR
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negativo) se encuentran disminuidas y fibras de contraccion lenta (NADH-TR positivo)
se encuentran aumentadas, o que muestra que presentan un perfil de tipos de
miofibras alterado. Esto podria explicar el peor desempefio motor presente en estos
ratones. Los ratones ERp579“'"™.Tg presentan un perfil de miofibras oxidativas
semejante al de sus hermanos de camada no-transgénicos, lo que muestra que no

existe alteracion o deterioro por la sobreexpresion de la mutante Q481K en ERp57.

Un gran numero de estudios han mostrado que existe un subtipo de motoneuronas
vulnerables en la ELA, que son las primeras en presentar alteraciones durante etapas
pre-sintomaticas y durante el transcurso de la enfermedad (Saxena y col., 2009;
Filézac de L'Etang y col., 2015). Estas motoneuronas son denominadas fatigables-
rapidas, inervan los musculos esqueléticos de contraccion réapida mediante UNM y son
selectivamente las primeras sinapsis en degenerar durante periodos previos a la
aparicion de los sintomas clinicos (Frey y col., 2000). De esta forma, se podria explicar
el cambio en el perfil de fibras musculares esqueléticas presente en los ratones
ERp57°*'™™-Tg, donde las motoneuronas fatigables-rapidas también serian mas
vulnerables a los cambios proteostaticos causados por la mutacién D217N en ERp57,
teniendo un impacto negativo en la estabilidad e integridad de las fibras musculares de
contraccién rapida, disminuyendo su abundancia en el musculo. Este cambio de perfil
de miofibras también es caracteristico en una condicion denominada sarcopenia, la
cual esta relacionada con el envejecimiento muscular, donde existe pérdida de masa y

fuerza muscular (Kwan, 2013).

Un esquema de la progresion de la enfermedad la ELA se muestra en la Figura 36,
la cual comienza con una UNM estable, luego en etapas sintomaticas tempranas existe

un desequilibrio en la UNM y la motoneurona se retracta desde el musculo, en esta
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Alteraciones
morfologicas l
de UNM

Etapas Etapas sintomaticas Etapas sintomaticas
pre-sintomaticas tempranas tardias

Figura 36. Progresion y patogénesis de la enfermedad ELA. En etapas pre-sintomaticas
tempranas, la motoneurcna inerva fibras musculares con UNM que se encuentran estables e
integras. En etapas sintomaticas tempranas, existe un desequilibrio en la UNM vy la
motoneurona se retracta desde el musculo, afectando su fisiologia. En etapas sintomaticas
tardias, la motoneurona degenera y los musculos se atrofian, llevando a paralisis completa. La
mutacidon D217N en ERp57 genera fenotipos caracteristicos de etapas sintomaéticas
tempranas. Modificado de Paez-Colasante y col., 2015.
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etapa los musculos también se ven alterados. En etapas sintomaticas tardias, la
motoneurona es degenerada y los musculos se atrofian, llevando a paralisis completa

del paciente (Paez-Colasante y col., 2015)

En resumen, los resultados de este Seminario de Titulo indican que la mutacion
D217N de ERpS57 en el SNC produce deterioro motor en los ratones, posiblemente
causado por la disrupcion de la sinapsis neuromuscular debido a perturbaciones en la
sintesis de proteinas sinapticas y como consecuencia, una alteracién en la fisiologia

D217
7 N

muscular. El fenotipo global de los ratones ERp5S simulan etapas sintormaticas

tempranas de la ELA y otros desordenes neuromusculares.

8.3. Posibles mecanismos de la disfuncién motora encontrado en los

modelos estudiados.

Para analizar si la expresion de las mutaciones de ERp57 relacionadas a la ELA
resultan en una alteracion de la proteostasis y en una posible activacion de la UPR, se
evaluaron los niveles de expresion de algunos de los marcadores de esta via de
sefalizacion y de chaperonas del RE en la médula espinal, corteza y cerebelo. Se
midieron los niveles de XBP1s, el factor de transcripcion activado por la via IRE1a que
activa la expresion de genes relacionados a la UPR (Hetz y col., 2015), el factor de
transcripciéon CHOP, que esta relacionado con la activaciéon de apoptosis en estrés de
RE crénico (Hetz y col., 2015), el factor de trascripcién ATF3, que es inducido en
diferentes tejidos en respuesta a estrés (Chen y col., 1994). También se analizaron las
chaperonas de RE BiP y ERp72, las cuales son reguladas positivamente durante la
UPR (Hetz, 2012).

Para el caso de XBP1s, ATF3 y ERp72 en los tres tejidos analizados, los niveles no

se encontraron regulados positivamente, mientras que los niveles de BiP y CHOP
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poseen tendencias de aumentar en médula espinal de ERp57°%'™-Tg y en corteza de
ratones ERp57%**™.Tg. Los niveles proteicos de BiP son significativamente mayores
en la corteza de ratones ERp57%*'% lo que podria estar relacionado con mecanismos
compensatorios en este tejido y se correlacionan con lo obtenido en niveles de mRNA
de BiP. Estos resultados muestran que no se encuentra activada la UPR en los tejidos
analizados por causa de las formas mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA, a
diferencia de lo que se observa en otros modelos de ELAf en los cuales si se ha
observado una activacién de la UPR (Hetz y col., 2009; Matus y col., 2013). Resultados
similares fueron descritos in wvitro en lineas celulares de motoneuronas que
sobreexpresan las formas mutantes de ERp57 (Woehlbier y col., 201%) y en los

modelos animales de sobreexpresién de ERp57""

y en el ratén KO condicional de
ERp57 en el SNC (Torres y col., 2015), donde no presentaron activacion de la UPR ni
estrés de RE. Esto podria deberse a que ERp57 solamente cataliza el plegamiento de
un subconjunto de glicoproteinas y debido a que las mutaciones en ERpS7 le confieren
una mayor afinidad por CNX/CRT (Woehlbier y col., 2015) lo que se traduce en ciclos
de plegamiento de CNX/CRT alterados, lo cual conllevaria a variaciones en los niveles
de este subconjunto de glicoproteinas. De esta forma, no existirian grandes
alteraciones en la proteostasis general de la célula.

La UNM es una sinapsis que mantiene su estabilidad e integridad gracias a un
conjunto de factores, como lo son: proteinas del citoesqueleto, factores neurotréficos,
moléculas de guia axonal y glicoproteinas sinapticas (Moloney y col., 2014). Debido a
la funcion de ERpS57 en el plegamiento de proteinas, se analizaron los niveles de
expresion de glicoproteinas sinapticas en los ratones que sobreexpresan formas

mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA en la médula espinal, corteza y cerebelo. Se

midieron los niveles de PrP dado que tiene 2 glicosilaciones y un puente disulfuro
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(Prusiner, 1998) y que es considerada como un sustrato de ERp57 (Torres y col.,
2015), los niveles de NMDAR2a, glicoproteina de membrana que posee 6
glicosilaciones y un puente disulfuro, que también es considerada un posible sustrato
de ERp57. NMDAR2a ha sido relacionada con la inactivacion de PDls mediante la
sobreactivacion de la produccién de NO (Nakamura y Lipton, 2008).

Otras proteinas analizadas fueron SV2 y sinaptofisina, las cuales son glicoproteinas
integrales de membranas de vesiculas sinapticas. SV2 tiene 3 sitios de glicosilaciones
(Buckley y Kelly, 1985) y es un marcador pre-sinaptico que disminuye con la
degeneracion de las UNM (Narai y col., 2009), mientras que sinaptofisina, posee un
sitio de glicosilacion y es considerado como un marcador del funcionamiento de las
UNM, va que se encuentra concentrada en zonas activas de las UNM (Lupa y Hall,
1989). Ratones KO de ERp57 en el SNC muestran menores niveles de SV2 en
corteza, lo cual reafirma la importancia de ERp57 en el posible plegamiento de esta
glicoproteinas (Woehlbier y col., 2015). Por ultimo, se analizdé PSD95, una proteina
sinaptica que se ha descrito que interactua con NMDAR2a potenciando la activacion de
la sintesis de NO (Luo y col., 2005).

Los resultados obtenidos con las mutaciones D217N y Q481K en ERpS57
muostraron que existen alteraciones en el perfil de los niveles de estas proteinas
sinapticas en los diferentes tejidos analizados, siendo mayor para la mutacion D217N
en ERp57. Es importante enfatizar que SV2 disminuye significativamente en la meédula
espinal de ratones ERp57°?'"""-Tg y no asi en la médula de ratones ERp57%“¢'-Tg, lo
cual se correlaciona con que los ratones ERp57°%'™™-Tg presentan un peor desempefio
motor desde etapas tempranas, comparado con ratones ERp57%“""-Tg, los cuales
empeoran su desempefio motor con el tiempo. SV2 es considerado como un marcador

de funcionamiento de terminales pre-sinapticos, por lo que su disminucién tendria
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relacion con peores desempefios motores. Los patrones de NMDAR2a, PSD95 y
Sinaptofisina también se ven alterado en los diferentes tejidos del SNC. Estos
resultados mostraron que existe un cambio en el perfil de expresion proteica de las
proteinas analizadas en el SNC para ambas mutaciones y estos a su vez, dependen
también del nivel de sobreexpresion de ERp57 en los tejidos analizados. En ambos
casos, el cerebelo es el tejido que presentan mas consistencia en mostrar niveles
alterados de las proteinas sinapticas analizadas, lo que se condice con estudios
recientes que muestran que el cerebelo es un tejido que presenta grandes alteraciones
en pacientes con ELA (Prudencio y col., 2015).

También se analizaron los niveles de mRNA de las proteinas sinapticas que
presentaron cambios significativos en los diferentes tejidos del SNC y en ambos
genotipos. Esto se realizé debido a que es importante analizar si la alteracion del perfil
de proteinas sinapticas, ocasionado por las mutantes de ERp57, ocurre a nivel de
transcritos o proteinas. Todos los mRNA que se analizaron no presentaron diferencias
entre los animales transgénicos y sus hermanos de camada no-transgeénicos. Esto
reafirma que hay un efecto a nivel de proteinas, que podria estar ligado a problemas en
su plegamiento y la alteracion en sus niveles relativos.

Una posible explicacién para el cambio en el perfil de proteinas sinapticas
encontrado puede deberse al efecto que poseen las mutaciones de ERp57 en cuanto a
su interaccion con CNX y CRT. En el estudio de Woelhbier y col., 2015, se analizaron
los cambios generados por los PNS en su secuencia, y ambas mutaciones generan un
aumento de afinidad por estas lectinas, siendo mayor para la mutacion D217N y menor
para Q481K. Estas mutaciones pueden alterar los ciclos de union y liberacion de
sustrato, teniendo un efecto generalizado en los niveles del subconjunto de

glicoproteinas sinapticas que son sustrato de ERp57.
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Las alteraciones de proteinas sinapticas estan tomando importancia ya que
estudios recientes de las UNM de modelos de ELAf muestra una variacion en los
contenidos de proteinas sinapticas durante el proceso de denervacion (Liu y col.,
2013), y en otras enfermedades neurodegenerativas como en las enfermedades
relacionadas a Prion (Moreno y col., 2012) y la EA (Ma y col.,, 2013) donde se ha
sugerido que perturbaciones crénicas de la funcion correcta del RE pueden
desencadenar una reduccién en la sintesis de proteinas sinapticas dando como
resultado un empeoramiento cognitivo o motor durante el proceso neurodegenerativo.
De esta forma, perturbaciones en la red de plegamiento de las PDI pueden ser
consideradas como factores de riesgo para la ELA mas que un factor causal.

Estos resultados muestran que existe una alteracion en la proteostasis normal de
glicoproteinas sinapticas en ratones que sobreexpresan formas mutantes de ERp57
relacionadas a la ELA. Esta alteracién podria generar efectos téxicos en los terminales
neuronales originados por la falla del plegamiento eficiente y correcto de glicoproteinas
que transitan por el RE, como lo son receptores o proteinas terminales sinapticas.
Como consecuencia, las UNM entre neuronas y musculos pierden su integridad y
equilibrio y son degeneradas, ilevando a problemas de conectividad generalizada. Este
fenotipo simula etapas tempranas sintométicas de ELA, donde existe impedimento
motor evidente, disrupcion de la sinapsis neuromuscular y como consecuencia, una
alteracion en la fisiologia muscular (Figura 37). De esta forma, estos modelos
analizados serian considerados como modelos de Chaperonopatias, debido a que la
condicion patologica posee como factor causal una chaperona mutante, la cual ejerce
una influencia autosémico dominante, los que pueden generar ganancias de funciones

toxicas, o perdidas de funcion fisiologica.
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ERp57 fisiologico ERp57 mutante

Sintesis de proteinas
sinapticas alterada

Sintesis de
proteinas sinapticas

UNM madura UNM aberrante

Figura 37. Efecto de las mutaciones de ERp57 relacionadas a la ELA en las
motoneuronas. En condiciones de ERp57 fisioloégico, esta proteina juega un rol en el
plegamiento de un subconjunto de glicoproteinas sinapticas en las motoneuronas, las cuales
mantienen la estabilidad e integridad de {as UNM. La expresion de mutantes de ERpS7
relacionadas a la ELA genera alteraciones en el perfil de sintesis de glicoproteinas sinapticas,
las cuales generan efectos nocivos para las UNM, su degeneracion y en consecuencia,
alteracion de la fisiologia muscular.
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8.4. Proyecciones.

Este Seminario de Titulo constituye la generacion y caracterizacién de modelos que
sobreexpresan formas mutantes de ERp57 asociados a la ELA. Mas estudios son
necesarios para realizar una caracterizacion completa de los modelos, como el andiisis
completo de cerebro mediante histologia y analizar los posibles niveles de

neurodegeneracion y apoptosis.

Para entender lo que ocurre en las UNM de una forma global, es importante realizar
estudios de caracterizaciéon de las cargas proteicas presentes en las sinapsis, lo cual
se puede realizar mediante estudios proteémicos de las glicoproteinas sinapticas
presentes en las sinapsis y analisis de ultra-estructura mediante microscopia
electrénica. Ademas, las lineas de ratones transgénicos de ERp57"" y mutantes
pueden actuar como “modificadores” de la enfermedad al cruzarse con modelos
murinos de ELAf, como las que sobreexpresan formas mutantes de SOD1y TDP-43. El
analisis del desarrollo de la enfermedad en estos modelos permitira dilucidad si
confieren proteccién o generan empeoramiento del desarrollo y/o progresion de la

enfermedad.

Este estudio contribuye en el contexto de la enfermedad neurodegenerativa ELA,
ya que presenta dos nuevos modelos de etapas sintomaticas tempranas de la
enfermedad, lo cual no se habia descrito hasta la fecha. Estos modelos pueden ayudar
a entender los desbalances que ocurren durante la degeneracion de las UNM y las
fibras musculares esqueléticas, y por ende, contribuir al estudio del patron de
degeneracion retrogrado hacia el soma “dying back”. Finalmente estos modelos

también podrian ser utilizados para probar nuevas posibles terapias, tanto
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farmacolégicas como terapias génicas, que actien en etapas tempranas de la

enfermedad confiriendo neuroproteccion.

9. CONCLUSIONES.

Se generaron dos modelos murinos que sobreexpresan formas mutantes de
ERp57 relacionadas a la ELA, D217N y Q481K en el SNC bajo el promotor PrP,
los cuales no presentaron fenotipos caracteristicos de la ELA durante el
envejecimiento.

Ambos modelos presentaron un peor desempefio motor. Para la mutacién
D217N, esto se observo desde el comienzo de los registros, mientras que para
la mutacion Q481K el empeoramiento del desemperio motor fue progresivo.

La mutacién de ERp57 D217N genera alteracion en las UNM y alteracion en la
fisiologia muscular, pero debido a que no se encuentra actividad espontanea en
la EMG las UNM alteradas serian funcionales.

La mutacion de ERp57 Q481K no genera alteraciones significativas en las UNM
ni alteracion en la fisiologia muscular,

La sobreexpresién de formas mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA no
generan una activacion de la UPR en el SNC.

La sobreexpresion de formas mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA genera
alteraciones en el perfil de expresién de proteinas sinapticas en el SNC, lo cual
estaria relacionado con la perdida de integridad de las UNM.

El fenotipo observado en estos animales simula etapas tempranas sintomaticas
de la ELA donde existe impedimento motor leve, causado por anomalias en la

sinapsis neuromuscular.
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