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"Equipados con sus c¡nco sent¡dos, el ser humano explora el universo que ¡o

rodea y llama a esa aventura C¡encia,,
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1. RESUMEN

El estrés celu¡ar asociado a la acumulación de proteínas mal plegadas en el retículo

endoplásmico (RE) es una de las características patológicas principales de la

enfermedad neurodegénerat¡va esclerosis lateral amiotrofica (ELA). Durante la

respuesta al estrés de RE, chaperonas y foldasas son sobreexpresadas,

incrementando la capacidad de plegamiento del RE. Las proteínas disulfuro

isomerasas (PDl) son una de las principales chaperonas del RE, las que son además

reguladas positivamente en la ELA- ERp57 es una proteína miembro de la famil¡a de

las PDI y una chaperona del RE que participa en el plegamienio de gl¡coproteínas,

siendo parte del cielo calnex¡na/calret¡culina. ERp57 ha sido relacionada con diversas

enfermedades, como el cáncer y la hepalitis, en las cuales su contr¡bución ha s¡do

ampl¡amente estud¡ada. El rol de ERp57 en el sistema nerv¡oso y su posible

corüribuc¡ón en enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y la ELA aún no

han sido diluc¡dados. Recientemente nuesiro laboratorio reportó las mutaciones sin

sentido D217N y Q481K en ERp57 en pac¡entes con ELA. Estas mutaciones afecian la

conectiv¡dad y función de motoneuronas en diferentes lineas celulares y en modelos de

pez cebra. En este Seminario de Título, se caracterizaron ratones transgénicos que

sobreexpresan estas formas mutantes de ERp57 en el sistema nervioso central bajo el

promotor de la proteína de prion (PrP). Ambas mutaciones de ERp57 gatillaron un

¡mpedimento motor, indicado por mediciones de coordinación motora usando la prueba

de "Wire Hang test'. La causa probable del fenotipo motor observado fue ¡nvest¡gada

mediante mediciones de electromiografía para detectar la actividad espontánea en Ia

s¡napsis entre las motoneurona y el músculo, en donde no se encontraron alteraciones.

Sin embargo, análisis morfológico de la un¡ón neuromuscular (UNM) mostró que los



ratones transgénicos ERp57D217N presentan atterac¡ones en la inervación muscular. Los

aparatos pre-sinápticos presentaron h¡ncházón axonal y los aparatos post-s¡nápticos

mostraron anchos de banda terminales más angostos, morfologías anormales y de

menor volumen. Estud¡os de la fisiología del músculo esquelético mostraron que estos

ratones no desarrollan alterac¡ones morfológicas, fibrosis ni alteración en los ciclos de

degenerac¡ón/regeneración. Los músculos esquelét¡cos presentaron aherac¡ones en

los patrones de m¡ofibras oxidativas, donde d¡sminuyen las fibras de contracción ráp¡da

y aumentas las fibras de contracción lenta. Mediante qPCR y Western blot se encontró

que los modelos estudiados no presentaban activada la vía de señalización de

respuesia a proleínas mal plegadas (UPR), pero presentaron alterac¡ones en los

perf¡les de expres¡ón de proteínas sinápticas en el sistema nervioso central. En

conjunfo, estos resultados ind¡can que estas mutaciones de ERp57 relacionadas a la

ELA causan aherac¡ones en la homeostasis proteica, en Ia integridad y equ¡librio de la

UNM y en la fisiología muscular. De esta forma, proponemos que las líneas de ratones

generadas modelan etapas tempranas sintomát¡cas de la ELA.



2. ABSTRACT

Prote¡n folding stress ¡n the endoplasrnic reliculum (ER) ¡s a pr¡mary feature of the

neurodegenerat¡ve drsease amyotrophic lateral sclerosis (ALS). During ER stress,

chaperones and foldases are overexpressed to increase the folding capac¡ty of the ER.

The Protein Disulfide lsomerases (PDls) are major ER chaperones upreEulated 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 calnex¡nicalreticulin cycle. ERp57 has been

related with d¡fferent diseases, like cancer and hepat¡tls, in which the contribution has

been widely studied. The role of ERp57 ¡n the central nervous system and its possible

contnbutlon in neurodegenerative d¡seases. like Alzhe¡mer'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. ln th¡s Seminar of Title, we report the

characterization of mouse models that overexpress mutant ERp57 under Prp promoter

¡n the central nervous system. Both mutations of ERp57 led to motor ¡mpairment, as

determined by measurements of motor coordination using the Wire Hang test. The

motor phenotype was further ¡nvestigated by electromiography recordings, to detect

muscle denervation, which did not show alterations. Neuromuscular junction (NMJ)

analysis showed that transgen¡c ERp57D217N mice present abnormal muscle ¡nnervation.

Pre-synaptic apparatus presented axonal swelling and post-synaptic apparatus

narrower endplate bands, abnormal morphologies and decreased volume. Analysis of

skeletal muscle phys¡ology showed no alteralions in morphology, fibrosis oi-

degenerativelregenerative cycles. bui revealed an altered profile of oxidative ffiyofibers,

w¡th iess fasi-tw¡tch f¡bers and more slow-twitch f¡bers in ihe ERp57D217N transgen;c

m¡ce. qPCR and Westem blot analysis showed that overexpress¡on of mutant ERp57



do not cause ac{iváion of the unfolded protein response (UpR) signaling pathway, but

Iead to an altered expression profile of synaptic proteins in the central nervous system.

Together, these results ¡ndicate that the Al$linked muiant ERp57, d¡srupt NMJ

integrity and equillbrium possibly through altered levels of synaptic proteins, caus¡ng

alterations in muscle physiology and impaired motor perfomance, a phenotype

resembling early symptomatic stages of ALS.

4



3. INTRODUCCIÓN.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por ser desordenes

progres¡vos y crónicos, donde ex¡ste un deterioro de la función y estructura de grupos

especificos de neuronas. Las func¡ones neuronales pueden ser perturbadas por

drferentes mecanismos relac¡onados al envejecimiento y a la neurodegeneración, como

lo son anomalías sinápt¡cas, alteración en el transporte axonal, ¡nh¡bición de la

degi-adáción prcteosomal, alierac¡ones en la diñám¡ca m;tücondrial y esirés oxidativc

($ü y col., 2ü10: Vañ Spronsen y Hoogenraad. 2010, Huang y Figuerredc-Pereira,

201Ü; Uttara y coi., 2009: l\,{iliecamps y Julien, 2013). Deiltro de las principales

enfermedades neurodegenerativas, se encuentran la enfermedad de Alzhe¡mer (EA), la

enfermedad de Parkinson (EP) y la escierosis lateral amiotróf¡ca (ELA), todas eilas

tienen en común la presencia de agregados de proieínas ma¡ plegadas en d¡ferentes

tej¡dos neuronales que gatilla una disrupción en la homeostas¡s proteica (proteostas¡s)

neuronal (soto, 2003).

La proteostasis es una red interconectada de procesos de control de calidad de

proteÍnas en la célula, que mantiene el proteoma funcional (Balch y col., 2008). El

reticulo endoplásmico (RE) juega un rol importante en el mantenimiento de este

equilibrio d¡nám¡co, deb¡do a que cerca de un lercio del proteoma se sintet¡za a través

de éste organelo durante su paso por la vÍa secretora (Hetz y lr/lollereau, 2014). Los

principales mecanismos implicados en la mantención del balance y el control de

calidad de proteÍnas, están conformados por una red funcional de chaperonas y

foldasas res¡dentes del RE (Hetz y col., 2015). Por otra parle, también en el c¡tosol se

llevan a cabo procesos de degradac¡ón de proteínas que cumplen un rol importante en

la mantención de la proteostasis. Por ejemplo, cuando Ias proteínas no se encuentran



correctamente plegadas, o se encuentran formando agregados proteicos, son

dest¡nadas a diferentes mecanismos de degradac¡ón (L¡lienbaum, 2013). Los

princ¡pales mecanismos de degradación de proteínas corresponden al sislema UPS

(del inglés ubigu¡t¡n-proteosome system) y Ia autofágia. El sistema de UPS consiste en

el marcaje de proteínas inconectamente plegadas med¡ante una mod¡ficación po$-

traduccional con ubiquitina y su transporle hacia el proteosoma, donde son degradadas

(Amm y col., 2014). La autofagia complementa al sistema UPS, degradando

principalmente agregados prote¡cos, a través de tres mecanismos diferentes:

macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) y microautofagia (Glick ei

al.2010). Durante la macroautofagia, se secuestran porciones del citosol, que incluso

pueden incluir organelos y proieínas, en vesículas autofágicas, las cuales son

transportadas y fus¡onadas con los lisosomas donde ocurre la degradación de su

contenido. En el caso de la CMA, el proceso de degradación ocurre a través del

d¡recc¡onamiento de proteinas al l¡sosoma por parte de chaperonas y en el caso de la

microautofagia el l¡sosoma secuestra d¡rectamente porclones del citosol (Labbadia &

Morimoto 2015). Otra estrateg¡a celular para la mantención de la proteostasis durante

periodos de sobrecarga de proteínas mal plegada en el RE, es mediante la disminución

de la síntes¡s general de proteínas, donde diferentes vías culminan en la fosforilación

del factor de iniciación de la traducción elF2o (del inglés eukaryotic ln¡t¡at¡on tactor 2d),

y la expresión selec{iva de proteínas de respuesta a estrés (Teske y co|.,201 1). De

esta forma, surge el concepto de la respuesta de estrés integrada, mediante la cual

diferentes mecanismos interconectados comunican el estado metabólico y oxidáivo de

la célula y la coordinan con la activ¡dad del RE para lograr mantener la proteostasis y la

sobrevida celular (Hetz y col., 2015).



3.'1. Esclerosis lateral am¡otróf¡ca.

La esclerosis lateral amiotrófica (ELA) es una enfermedad degenerativa y

progresiva que se caracteriza por la degeneración conjunta de células neuronales

piramidales de la corteza motora primaria, e¡ tracto cort¡coespinal y motoneuronas del

tronco encefálico y el asta ventral de la médula espinal. Esto conlleva a la interrupción

de todas las señales a músculos voluntar¡os, causando debil¡dad muscular y atrofia,

seguido de progresiva parális¡s muscular y la posterior muerte del paciente,

típ¡camente después de 2 a 4 años de los primeros síntomas y generalmente por

probtemas respiratorios (Leblond y col., 2014).

La etiología de la ELA puede ser de tipo esporádico (ELAe) cuando no ex¡sten

antecedentes previos de la enfermedad en la famil¡a, o de tipo familiar (ELAf) cuando

es causado por alguna mutación específica conocida (Leblond y col,.2014). Aunque la

ELAe conesponde a cerca del 90% de los ¡ndividuos afectados, es gracias a las

mutaciones de genes específicos descubiertas en pacientes con ELAf que se ha

pod¡do estudíar los mecanismos patogénicos de la enfermedad. Debido a Ia simil¡tud

entre ambos t¡pos de patología y a que los m¡smos grupos neuronales están afectados,

se ha postulado que terapias en modelos genét¡cos de la ELA pueden ser llevados a

pac¡en1es con ELAe. Los principales genes asociados a la ELAf y que presentan un

alto riesgo causal en la enfermedad y los porcentajes de representación en ELAf son:

(1) las repeticiones del hexanucleótido GGGGCC en una región intrónica de Cgorf-/2

(37,6%) (Vance y col., 2006); (2) mutaciones en el gen que codifica para la Superóxido

D¡smutasa 1 (SOD4 (2't%) (Rosen y col., 1993); (3) mutac¡ones en et gen FUS/TLS

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



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

Sreedharan y col., 2008).

La forma de herencia más común en la ELA, coresponden a mutaciones

autosómicas dominantes, donde ex¡sten var¡aciones puntuales de nucleótidos ¡os que

pueden generar ganancias de funcjones tóx¡cas, o la pérdidas de su función f¡siológica

(Winklhofer y col., 2008). Estas mutaciones gatillan Ia formación de agregados

prote¡cos y oligómeros neurotóx¡cos Ce las prcteinas mutadas, las cuales están

asociada a ia disrupción de la proteostasis y a la generación de estrés de RE

(W¡nklhofer y col., 2008). Cabe destacar que alterac¡ones en sl metabol¡smo del RNA

han surgido también como un aspecto fundamental en la f¡siopatología de ¡a ELA,

deb¡do a que un porcentaje importanle de los genes que pueden encontrase mutados

en formas famrliares de Ia enfermedad corresponden a proteínas de unión a DNA/RNA,

como TDP-43 y FUS (L¡ng y col., 2013).

Los mecanismos asociados a la ELA no se conocen del todo, pero múlt¡ples

¡nvestigaciones han mostrado que existen perturbaciones en las funciones ce¡ulares de

las motoneuronas en la ELA. como lo son la excltotoxic¡dad, el estrés oxidativo, un

metabolismo anormal del calcio, transporte axonal alterado, y el mal plegam¡ento de

proteinas (Pas¡nelli y Brown, 2006). Estas perturbaciones son consideradas como

mecan¡smos autónomos de la célula, donde el daño dentro de una población de

motoneuronas por si sola es sufic¡ente para producir la enfermedad (llieva y col., 2009).

A pesar de la vulnerabil¡dad select¡va aparente de motoneuronas, múltiples líneas de

evidenc¡a indican que mecanismos no-autónomos de la motoneurona pueden contr¡buir

a la patogénes¡s de la ELA, como es el caso de los astrocitos y las microglias (ll¡eva y

col.,2009).



3.2. El retículo endoplásmico y Ia respuesta a proteínas mal plegadas

EI RE es un organelo celular organizado en un s¡stema de c¡siernas iubulares que

fonnan una red ¡nterconectada involucrada en diversos procesos metabólicos. En el

RE, cerca de un tercio del proteoma total de las células inicia su proceso de

plegamiento, madurac¡ón y tráfico hacia la ruta de secreción (Hetz y Mollereau, 2A14\.

El plegamiento de proteínas es un proceso controlado por un conjunto de chaperonas,

foldasas y co-factores res¡dentes del RE que controlan la cal¡dad del proceso,

prev¡niendo el mal plegamiento y agregación de proteínas traducidas. perturbaciones

en los procesos fisiológicos de este organelo y en la función de chaperonas resulta en

la acumulación de proteínas no plegadas o mal plegadas, causando una condición

celular denom¡nada "estrés de RE". El estrés de RE activa una cascada de

transducción de señales adaptativas llamada respuesta a proteínas mal plegadas

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

La activación de la UPR afecta diferentes aspec{os de la ruta secretora restaurando

los niveles de proteostasis celular. La UPR se div¡de en dos evenlos iemporales,

iniciando mecanismos adaptativos de sobrevivencia, los cuales son seguidos por

eventos de muerte celular bajo condic¡ones crónicas de estrés (Hetz y col., 2O1S). La

presencia de profeínas mal plegadas en el interior del lumen del RE desencadena una

transducción de señales que se in¡c¡a con la detección de éstas, por parte de sensores

presentes en la membrana del RE. En mamíferos se han identificado tres sensores de

estrés de RE que desencadenan la UPR: lRElo (del inglés lnositot-Gquiring enzyme

lo), ATFO (del inglés Acf¡yating ltranscript¡on factor 6) y PERK (det inglés Erote¡n k¡nase

RNA-like ER (rhase). La activación de cada uno de estos sensores transduce la

información sobre el estado de plegamiento prote¡co en el RE hac¡a el citosol, donde



activan tres factores de fanscripcrón: XBPl (del inglés.Xf-óox binding Brotein l), ATF6f

(del inglés Activation lranscr¡ption factor 6 Íragmenf) y ATF4 (det ¡ngtés Act¡vat¡on

lranscr¡ption tactor 4) respectivamente, los que culminan con un cambio en el perf¡l de

expresión gén¡ca (F¡gura '1 
).

Las primeras adaptaciones celulares al estrés en el RE, corresponden a la

d¡sminución de la carga proteica mediante la inh¡bición de la traducción general de

proteínas deb¡do a la fosfor¡lación de elF2o, la degradac¡ón de mRNA (del ing lés

messenger ¡ibogucleic ec¡d) codif¡cantes con destino al RE, regulación positiva de ¡a

autofag¡a, inh¡bición de la traslocación de proteínas s¡ntet¡zadas a¡ RE y la síntes¡s de

factores claves de la maquinaria de plegamiento y control de calidad, como B¡P (del

inglés Binding lmmunoglobulin prote¡n), calreticuiina (CRT), calnexina (CNX) y

proteínas de la fam'lia de proteínas disulfuro isomerasas (PDI), como ERp57 y PD|A1.

SI ba.iü estas condic¡ones no se iogra recupera!' lá proteústás¡s y el estrés de RE

perciu!-a de forma crónica, se clesencadena la vía de mueile c€luiar mediante apoptosis

(t'letz, 20'12; Schróder y Kaufman, 2005).

lRElo es una enzima b¡func¡onal, con actividad qu¡nasa y endoribonucleasa, la cual

calal¡za el procesamiento o "splicing" de un fragmento del mRNA que codifica para el

factor de transcripción denominado XBP1 , camb¡ando su marco abiertc de lectura y

permitiendo la formación de una proteÍna más estable denom¡nada XBP1s. XBPIs

trasloca al núcleo, donde act¡va la transcripc¡ón de genes relac¡onados a la UPR, que

cod¡f¡can para proteÍnas involucradas con el plegamiento, síntesis de lípidos y

componentes del sistema de degradación ERAD (del inglés ER-essoclated prate¡n

gegradat¡an) (Hetz, 2012). La activac¡ón de lREl o también puede desencadena¡'
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Figura L Cascada de seña¡ización generada por la UPR. Los tres sensores de estrés de RE,
lRE1o, PERK y ATF6, se activan cuando existe una sobrecarga de proteinas mal plegadas en
el RE y gat¡llan una respuesta adaptativa para restitu¡r la proteostas¡s celular mediante la
act¡vac¡ón de genes blancos relacionados a la UPR. Modif¡cado de Hetz y col., 2015.
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cascadas de señalizac¡ón mediante Ia ¡nteracción con JNK (del inglés JUN Nlerminal

¡lrase), donde se pueden generar señales pro-apoptóticas y de autofagia (Helz,2012|.

Bajo estrés de RE, ATF6 migra hacia el aparaio de Golgi, donde es procesado por

enzimas proteolíticas. liberando el facfor de transcripc¡ón ATFOf. ATF6f act¡va la

expres¡ón de genes relacionados a la UPR, que codif¡can para proteínas ¡nvolucradas

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

La activación de PERK ¡nhibe la traducción general de proteínas mediante la

fosforilación de elF2o, lo que promueve la traducción selectiva de ATF4. ATF4 activa la

transcripción de diferentes genes involucrados en restablecer el balance redox, el

aumento de los niveles de chaperonas y Ia regulación del metabol¡smo de

am¡noácidos, la autofagia y la apoptosis (Ron y Waltei, 2OO7). La activación sostenida

de PERK es un evento importante en la transición entre una respuesta adaptativa al

estrés y Ia muerte celular, ya que a través de una serie de respuestas transcripcionales

suces¡vas med¡adas por ATF4, es que f¡nalmente se activa la expresión del factor de

transcr¡pción pro-apoptotico CHOP (del inglés Q/EBP-?emologous prate¡n), el cual

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

3.3. Estrés de RE y ELA

EI estrés de RE se induce en muchas enfermedades, como la diabetes, el cáncer,

las enfermedades cardiovasculares, los desórdenes ¡nmunológicos y las enfermedades

neurodegenerativas (Oakes y Papa, 2015)

En el caso de la ELA, existe numerosa ev¡dencia sobre la participación del estrés

de RE en esta patología. Éstas se han encontrado en tejidos post-mortem de

pacientes, y en modelos celulares y animales de Ia enfermedad (lvlatus y col., 2013).
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Existen diferentes modelos murinos de ELAf, siendo los más e§udiados aquellos que

sobreexpresan formas mutantes de la proieína SOD1, como G93A y G86R, las cuales

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

Un estudio realizado en motoneuronas vulnerables (neuronas que sufren

degeneración temprana) en modelos murinos de ELAf, med¡ante d¡sección laser y

anális¡s transcriptómico, mostró que estas neuronas son propensas a sufrir estrés de

RE crónico por su perfil de expres¡ón gén¡ca relacionado con la UPR. Además, estos

cambios fueron deiectados en etapas asintomáicas, es decir, antes de la denervación

muscular, lo que indica un rol activo del estrés de RE en la patogénes¡s (Saxena y col.,

2009). En médula espinal post-mortem de pacientes con ELAe y ELAf, se han

ident¡ficado la sobre-activación de las tres ramas de señalización de la UPR, altos

niveles de chaperonas de RE, como las proteínas de la familia de PDl, ERp57 (Hetz y

col., 20Og) y PDIAI (llieva y col., 2007), asÍ como iamb¡én la expresión de XBPIS y

ATF4 (Hetz y col., 2009).

Rec¡entes estudios transcriptómicos han ratificado la relación entre la ELA con la

UPR (Prudenc¡o y co|.,2015; Sun y co|.,2015). El equipo de Prudenc¡o y col., 2015

realizó un análisis del perfil transcrlptómico en cerebro de pacientes con ELAf

asociados a mutaciones en CgorfT2 y encontraron que genes blancos de la UPR son

regulados positivamente en pac¡entes. E§o muestra que la UPR se encuentra act¡vada

en pacientes con la mutación más común en ELAf. Otro estud¡o transcriptómico en

modelos mur¡nos de ELAf mostró que los inicios de la patogénesis relac¡onada a la

ELA está restringida a las motoneuronas e incluyen anormalidades sinápticas y

metabólicas, éstrés de RE y activac¡ón de la vía PERK de la UPR (Sun y col., 2015).
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De esta forma, se confirma que la adivación 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 const¡tuyen

su "slstema de chaperonas". Los componentes de este sistema forman grupos

funcionales y redes, las cuales catalizan el plegamiento y controlan la calidad de

proteínas (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 más allá de su local¡zación subcelular (Kakkar y col., 2014).

Condiciones patológicas en las cuales alteraciones en una chaperona es un factor

causal son denominadas Chaperonopat¡as (Macario y Conway De Macario, 2007).

Estos desordenes se caracter¡zan por un incremento o una disminución de los niveles

de chaperonas o por la ganancia o pérdida de alguna de sus funciones (debido a

mutac¡ones o modificaciones post-traduccionales) (Kakkar y col., 2A14).

En etapas tempranas de la activación de la UPR, existe un aumento en la

capacidad de plegamiento en el RE, deb¡do a la sobre expres¡ón de chaperonas del

RE, como BiP, Grp94, CRT, CNX y diferentes miembros de la fam¡lia PDI (Scñróder y

Kaufman,2005). La respuesta temprana protectora fuerte al estrés de RE disminuye

con el envejec¡m¡ento (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).

Deniro de las enfermedades neurodegeneraiivas, el rol causal que ejerce el

sistema de chaperonas en la patogénesis ha s¡do ampliamente estudiado (Macar¡o y

14



Conway De Macario 2002). Se ha postulado que el sistema de chaperonas podría

encontrarse sobrecargado por la alta demanda de asistencia en el plegamiento y

estabil¡zac¡ón, derivada de la presencia de proteínas mutantes relac¡onadas a ciena

enfermedad. Otro razonam¡ento propone que la falla del s¡stema de chaperonas se

produce deb¡do a mutaciones genét¡cas en algún componente del sistema, con pérdida

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

Diferentes estud¡os se han realizado en el área de las chaperonopatías med¡ante la

generación de modelos genéticos, donde se delecionan aleios que codifican para

chaperonas residentes del RE. para asÍ 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 SlL1. Estos estudios han apoyado el conceptc de

que las motoneuronas son selectivamente vulnetables a perturbaciones en la función

del RE y muestran la importancia que tiene el sistema de chaperonas y las

consecuencias de pos¡bles fallas de miembros de este sistema pueden tener en la

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

Por ejemplo, se observó el efecto de la defic¡encia de CNX mediante Ia generación

de un ratón knockout (KA) completo (Denzel y col.. 2002). Su ausencia no fue esencial

para la viabilidad embrionaria, ya que se completó el periodo de gestación normal,

aunque un 50% de Ias crías KO mur¡ó dentro de los 2 primeros días de vida. Los

ratones que sobreviv¡eron fueron más pequeños que sus hermanos de camada

s¡lvestres y mostraron desordenes motores. Estos desórdenes fueron asociados a una

perdida drástica de fibras mielinizadas. Los fenotipos motores presentes fueron atax¡a,

temblores, relropuls¡ón y geotaxis negatlva y la sobrevida de estos ratones fue de 3

meses (Denzel y col., 2002).
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En el caso de ¡a deficiencia de la chaperona CRT en ratones, se ha observado que

animales KO mueren entre el día embrionario 12,5-18 por problemas en el desarollo

del sistema cardiaco y muscular (Mesael¡ y col., 1999). En la ELA, se ha v¡sto que

exlste una dism¡nución de un 40% de los niveles de CRT en motoneuronas vulnerables

en etapas pre-sintomáticas y estos continúan hasta etapas tardÍas de Ia enfermedad

(Bernard-l\4ar¡ssai y col., 2012). De esta forma, Bernard-Marissal y colaboradores

real¡zaron la deleción de un alelo de CRT en un modelo de ELA que sobreexpresa

SODI Gs3A 
@rf/-;SOD1Gq3A1 y observaron que estos ratones desarrollan debil¡dad y

denervación muscular más temprana y en mayor cantidad que raiones SOD1 6s3A

(Bernard-Marissal y col., 2015). Asi, se conf¡rma que perturbaciones en la función

correcta del RE, mediante la haploinsuficienc¡a de esta chaperona, tiene efectos

negativos sobre la ELA experimental.

La chaperona BiP tamb¡én ha sido blanco de estudio en cuanto a su papel en

procesos de neurodegenerac¡ón (Luo y col., 2006; Wang y col,. 20'10. Jin y col.. 2014).

La deficiencia comp¡eta de BiP en ralones es letal, debido a problemas en el

crec¡mienio embflonario (Luo y col., 2006). Se realizó un KO condicional de BiP en

células de Purkinje mediante el sisiema de recombinac¡ón Cre-loxP en ratones, en los

cuales se observó neurodegeneración. Estos ratones mostraron retardo en el

crecimiento, defectos en la coord¡nación motora, alteraciones en el patrón de pisadas y

atrof¡a en el cerebelo. También presentaron niveles elevados de estrés de RE,

representado por altos niveles de Grp94, CHOP, GADD34 y PDIAI (Wang y col.,

2010). Otros aspectos importantes encontrados cons¡sten en alteraciones moriológicas

del RE y aumentos en p62, un factor relac¡onado con la autofagia y una disminución en

la cantidad de proteínas ubiquitinadas oitosólicas (Wang y col., 2010). Un estudio
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reciente mostró el efecto que tiene una mutación en la secuencia de recuperación del

RE de esta chaperona en ratones heterocigotos, mediante la técnica de knock¡n (Jin y

col.,20l4). Este modelo presentó neurodegeneración en la médula espinal, con ser¡os

problemas motores observados a los 21 meses de vida, relacionados a degeneracióú

selectiva de motoneuronas. También presentaron acumulación de proteinas

ubiquitinadas ¡ncluidos agregados de SODI , y fallos en los sistemas de control de

calidad y la autofagia (Jin y col., 20'14).

Por otra parte. un estud¡o reciente mostró que una co-chaperonas de BiP, SIL'1,

también está relacionada a Ia neurodegeneración de motoneuronas en la ELA (F¡lézac

de L'Etang y col., 2015). SIL1, un factor de intercambio de nucleót¡dos de B¡P fue

ident¡f¡cado como un gen expresado robustamente en motoneuronas resistentes a ¡a

degeneración en modelos de ratones transgénicos de SOD'1 mutante. Mientras que en

motoneuronas vulnerables, su expresión disminuye a lo largo de la enfermedad. La

delec¡ón de un alelo de SlLl en un modelo de ELA que sobreexpresa SODI Gs3A

exacerbó las características patológicas de la ELA, aumentando los n¡veles de estrés

de RE, los n¡veles de la proteína SODI mal plegada, adelantando la denervación de la

unión neuromuscular (UNM) y dism¡nuyendo la expectativa de vida de los ratones

(Filézac de L'Etang y col., 2015).

Por lo tanto se postula que perturbaciones en el s¡stema de chaperonas está

relacronado al desanollo de problemas motores en ratones KO y modelos transgénicos

de ELA. De esta forma, las chaperonas residentes del RE serian vitales para la

mantención de motoneuronas ba.jo condlciones de estrés de plegamiento de proteinas.

Estos estud¡os proponen que las motoneuronas son seleclivamente vulnerables a la

disrupción de la función del RE y el s¡stema de chaperonas.
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3.5. Familia de proteínas d¡sulfuro isomerasas"

Las proteinas disulfuro ¡somerasas (PDl) son ¡as principales chaperonas del RE

que son reguladas pos¡tivamente en la ELA, por Io que son candidatos de investigación

importantes en esla enfermedad. Éstas chaperonas están estructurados con dominios

tiorredoxina involucradas en la oxido-reducción (formac¡ón/eliminación) e isomer¡zac¡ón

(rearreglo) de puentes disulfuro, a partir de los grupos sulfhidrilos de los residuos de

c¡steínas de una variedad de proteínas sustratos (Figura 2E). La fam¡lia de proieínas

PDI está compuesta por aproximadamente 20 m¡embros (Figura 2A) clasificados según

su secuencia y homología estructural, donde algunos de los miembros más estudiados

son PDIA1 , ERp57 y ERp72 debido a su ¡nducción durante el estrés de RE como

blancos de ia UPR (Walker y Atkin, 2011; Appenzeller-HeÍz og y Eligaard, 2008,

Benham, 2012). Los puentes disulfuro intra-moleculares confieren la estabilidad de las

proteinas, mientras que lcs puentes disuifuro inter-moleculares mantienen ia

asociación de comp¡ejos multiméricos (Lu y HolmEren, 2014).

Los mie,"nbros de las PDI se caraclerizan por sus diferentes arreglos y por la

cantidad de dominios tipo tiorredox¡na catalíticos y no catalíticos que poseen (Figura

2A) (Ferrari y Sóling, 1999). Los dom¡nios catalíticos (denominados a y a') contienen

los s¡t¡os actrvos caracterizados por el motrvo CXXC, el cual media Ia acl¡vidad redox e

isomerasa. Los dominios no catalíticos (denom¡nados b y b'), actúan estab¡l¡zando los

dominios a y a', participan en el reclutamiento de sustratos y en la interacción con otros

cofactores (Turano y col., 2011). Un proceso importante para la formación de puentes

d¡su¡furo en el RE esta med¡ado por la oxidasa de unión a FAD denominada ER01o y

ERO'1§ (Feige y Hendershot 2011). EROIo participa en el rec¡claje de las PDI en su

forma reducida a sus estados activos med¡ante la oxidación de las chaperonas y la

consiguiente reducción de 02 hacia H2O2. De esta forma, las PDI entr¿n en un nuevo
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Figura 2. Prote¡nas disulfuro ¡somerasas (PDU. (A) Representación de miembros de la
familia de proieínas PDl. Los dominios tipo tiorredoxinas se muestran en rectángulos, donde
iús dúirtirliüs caiaiíiicús á y á súir árr-ráaiiios y ius tjo¡ni¡rios.lú aáiáiíiiaús'ú súit veadÉs y b súir
azules. Ei rectángulo grís muestra una estructura conservada denominada x-linker, que une b'
con a'. l\¡odificado de Ellgaard y Ruddock. 2005. (B) Esquema representativo del plegamienio
de proteínas mediado por miembros de las PDl. La familia PDI puede reducir, oxidar vr'o
isomer!zar puentes disulfuros en sus proteinas sustratos
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ciclo redox para catal¡zar la formación de puentes disuifuro de nuevos sustratos (Tu y

Weissman, 2002). La isomerización de puentes disulfuro se refiere al rearreglo de

estos enlaces cuando han sido formado incorrectamente y cons¡ste en ciclos de

:'educcién y oxidación (Appenzeiier-Hel7og y Éllgaai'd, 2008).

En conjunto, los m¡embros de las PDI actúan como chaperonas del RE,

prornoviendo el plegamiento de proteínas a su estado nativo y previniendo su mal

plegamiento y agregación (Andreu y col.,2012). Además, algunos m¡embros de las PDI

participan en diversos procesos celulares como es la eliminac¡ón de proteínas mal

plegadas med¡ante ERAD (Lee y col., 2010), la mantención de la homeostas¡s del

calc¡o (Li y Camacho, 2AA4. á presentación de antígenos {Cresswell y col.. 2005) y la

exportación de proteinas hacia ei aparato de Golgi (Delom y col., 2001).

3.6. Proteína residente del retículo endoplasmát¡co de 57 kDa.

La proteína residente del RE de 57 kDa (ERp57) es un miembro de la familia PDt y

una proteÍna de respuesta a estrés. Presenla dos dominios caialÍticos (a y a') con

motivos CGHC en su sitio activo, dos dom¡nios no catalíticos (b y b'), el motivo QEDL

de retención a¡ RE en el C{ermrnal y un motivo KPKKKKK de localización nuclear

(Shishkin y col., 2013). ERp57 está presente en d¡ferentes compartimientos

subcelulares, donde tiene d¡ferentes func¡ones formando complejos con diversas

proteínas (Turano y coi.. 201 1).

Una función ampliamente estudiada de ERp57 consiste en el plegamiento de

gl¡coproteínas que se secretan o proteinas de transmembrana y su control de calidad

en el RE. ERp57 se encuentra asociada con CRT o su proteína paráloga de

transmembrana CNX (Noack y col.. 2014). Específicamente, el dominio b'de ERp57



esta enriquecido con lisinas y argininas proporcionándole cargas positivas y

promoviendo ¡a interacc¡ón con el domino P negativamente cargado de CNX y CRT

(Koz¡ov y col., 2006). El ciclo de plegamiento de gl¡coproteínas recienlemente

s¡ntetizadas (Figura 3) empieza cuando el polipéptido emerge en el lumen del RE y es

modificado covalentemente mediante la N-glicos¡lación en el sitio consenso NXSff.

Luego, Ia gl¡coproteÍna es reclutada por las lect¡nas CNX/CRT asociadas a ERp57. El

complejo CNX/CRT-ERp57 as¡ste el plegamiento de la proteína sustrato. Si la proteina

está cercana a su forma nativa, será reincorporada en el complejo y sufrirá un nuevo

c¡clo de plegamiento hasta alcanz un mínimo energético. Proteínas completamente

plegadas son exportadas al aparato de Go¡gi, donde continúa su maduración.

Proteinas mal plegadas terminales son llevadas a degradación en el citoplasma

mediante ERAD (Noack y col., 2014).

ERp57 participa tamll¡én en procesos como el ensamblaje del complejo de carga

de pépt¡dos del Complejo Principal de H istocompatilr¡lidad de Clase I (MHC-I) en el RE

(L¡ndquist y col., 1998). Fuera del RE, ERp57 actúa a nivel de la superfic¡e celular, el

c¡toplasma y el núcleo (Turano y col.. 201 1). Se ha demosfrado que ERp57 puede

generar ¡nteracciones con el factor de trascr¡pcióñ STAT3 en el núcleo y en el

citoplasma y modular su señalizac¡ón (Coe y col., 2010). También existe evidencia de

que ERp57 interactúa con componenles del citoesqueleto como p-act¡na, v¡mentina y

p{ubulina de clase lll (Santana-Codina y col., 2013), además de controlar la actividad

de la bomba de caicio SERCA (Li y Camacho, 2004). De esta forma, se t¡ene que

ERp57 participa en diferentes funciones f¡siológicas de la celular, además del control

de calidad de proteínas.
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Figura 3. Ciclo de plegam¡ento de glicoprotéinas en e' RE. La proteÍna rectentemente
s¡ntetizada es traslocáda al lumen del RE donde es N-olicosilada La olicoo!.oteina no olegada
es reclutada por Calnexinaicalret¡culina y enzimas asociadas ccmo ERp57, que catalizan ia
oxido-reducción e isomerización de puentes disulfuros. La glicoproteina es liberada det
complejo. y si no ha adquirido su esiTuctura nativa, vuelve a entrar al ciclo de plegamiento
Cuando adquiere su foTma nativa, es exportada al aparato de Golgi Proteinas mal plegadas
terminales son llevadas a degradación en el citoplasma mediante ERAD. Modificado de Noack
y coi , 2014.
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3.7. Rol de las PDI en ELA.

Defectos en la función de las PDI han

neurodegenerativas como la EA (Honjoy col.,

desordenes relacionadas a priones, como es

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

sido relac¡onados a enfermedades

2011), la EP (Colla y c,ol., 2A14 y

la enfermedad de CreutzfeldlJakob

Actualmente, la contribucjón funcional de las PDI en los mecanismos patogén¡cos

de enfermedades neurodegenerativas está siendo ampliamente ¡nvest¡gado (Andreu y

co!..2012, Benham, 2412). En el caso de la ELA, dos miembros de ¡a fam¡lia PDl,

PDIAI y ERp57, se encuentran regulados posit¡vamente como se demostró en

estudios proteómicos de médula espinal de ratones transgénicos que sobreexpresan la

proieina mutante SODIGe3A en etapas pre-sintomáticas, sintomáticas y finales de la

enfermedad (Atkin y col., 2006; Massignan y co¡., 2007). Estas observaciones fueron

confirmadas en médula espinal (llieva y col.,2007) y líquido cefalorraquídeo (Atkin y

col., 2008) de pacientes con ELAe. encontrándose lendencias sim¡lares con respecto a

los n¡veles de PDl. Es más, en un esiudio realizado con células mononucleares de

sangre perifér¡ca de pacientes con ELAe (Nardo y col., 2011), se logró ¡dentificar que

PD|A1, ERp57 y la chaperona CRT podrían ser utilizados como posibles

b¡omarcadores para el diagnóst¡co y el mon¡toreo de la progres¡ón de la ELA (Nardo y

co|.,2011). Estos descubrim¡entos han abierto un área de investigación que relac¡ona

el rol de chaperonas y foldasas residentes del RE, como las PDl, en el campo de

estudio de la ELA.

Debido a la relación que se ha observado entre PDIA'I y ERp57 y Ia ELA, se han

rea zado estudios que analizan si estas PDI interactúan con los agregados proteicos

típicos de Ia ELA (Atkin y col.. 2006; Honjo y col., 2A11., Frag y col.,2012). En cuanto a
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SOD'1, se ha reportado una interacción física entre PDIAl y SODl mutante y silvestre

en el RE y co-locallzación con inclus¡ones de SODl mutante (Atkin y col., 2006). Se ha

postulado que los agregados de SOD1 contlenen puentes disulfuros anormales

(Furukawa y col., 2006), lo que sugiere que la formac¡ón de agregados insolubles

patogénicos están relacionados a la creación de puentes disulfuros incorrectos y es

ahi, donde PDIAl podría jugar un rol ¡mportante en el correcto plegamiento de SODI y

en la prevención de la formación de agregados neurotóxicos (Atkin y col., 2006). De

forma similar, se ha visto que FUS interactúa con PDIAI y co-localizan en cuittvos

celulares y médula espinal de pacientes con ELAe y ELAf (Farg y coi.,2012). Honjo y

col. mostraron que PDIAI co-local¡za con TDP-43 y SOD1, y que PDIAI se encuentra

modificada post-traduccionalmente por S-nrtrosilaciones (Honjo y col., 201 1).

El estrés nitrosativo está relac¡onado al aumento de especies react¡vas de

n¡trógeno, y está ligado a procesos relevantes en la ELA, como es la exitotoxic¡dad, la

activación del receptor de glutamato, la neuroinflamación y el estrés oxidativo (Uehara,

2007). La S-n¡tros¡lación involucra ¡a unión covalente de monóxido de nitrógeno (NO) al

residuo de c¡steÍna. la cual altera procesos de PDIA'1 , tanto en la inhibición de su

actividad enz¡mática como en interacciones proteína-proteína, lo que podría generar

estrés crón¡co (Hess y col., 2005). Tamb¡én se ha visto nitrac¡ón en tirosinas de PDiAI

y ERp57 en ratones SODIGe3A (Walker y Atkin, 2011),la cuales estarían inhibiendo ,as

funciones protectoras de estas chaperonas. Por otro lado, estudios mueslran que en

ratones transgénicos modelos de ELAÍ que sobreexpresan la proteína mutante

SOD1Ge3A, las PDI se asocian con ia activación de NADPH oxidasa (NOX) en

microglias y en Ia producción de superóxido y estrés nitrosativo (Jaronen y col., 2013).
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Se sugiere que las PDI también podrian tener una relación con eventos

neurotóxicos en ¡a ELA, aduc¡endo estrés oxidativo debido a un desbalance en el

estado redox del RE (Jaronen y col., 2013). Se ha propuesto que las PDf tendrían un

rol controversial en Ia ELA, debido a que el aumento descontrolado de su expresión

durante Ia activacrón de la UPR podría generar la act¡vación de NOX, llevando a un

estrés nitrosativo anormal el cual generaría nitración de las m¡smas PDI y su

consiguiente ¡nactivación (Jaronen y col., 2O14)" En conjunto estos estud¡os han

demostrado que la función de las PDI esta alterada en Ia ELA, lo que tendría

potenc¡ales implicac¡ones en ¡a patogénes¡s de la enfermedad.

3.8. ERp57 y ELA.

Estudros recientes, han mostrado que polimorfismos en reg¡ones intrónicas de

PDIA1 son factores de riesgo para desarrollar ELA (Kwok y col., 2013; Yang y Guo,

2015). En estos estud¡os, se han encontrado polimorfismos de nucleótidos simple

(PNS) en regiones ¡ntrónicas de PDIA1 que actúan como genes que aumentan la

susceptibilidad de padecer ELA. Trabajos recientes de nuestro laborator¡o y en

colaboración con el grupo dirig¡do por el Dr. Robeñ Brown de la Un¡vers¡dad de

Massachusetts, han identificado mutac¡ones sin sentido de PDIA'1 y ERp57 en

pacientes con ELAe y ELAf mediante secuenciac¡ón genómica directa (Gonzalez-Perez

y col.. 2015). En este trabajo se identrficaron dos PNS de ERp57, D217N y Q481 K

(Gonzalez-Perez y col., 20'15).

Las mutaciones de ERp57 relac¡onadas a la ELA generan alteracion€s

estructurales y bioquÍmicas en la proteína comparándolas con su estructura nativa

(ERp57vrr) (Figura 4A) (Gonzaiez-Perez y col.. 2015; Woehlb¡er y coi., 2015). La

rnutac¡ón D217N provoca Ia pérdida de una carga negativa en un dominio cargado
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positivamente que es esencial para la ¡nteracción con el dom¡nro negátivo de CNX o

CRT (Figura 48) (Gonzalez-Perez y col., 2a15). La mutacrón Q481K genera el cambio

de un am¡noácido sin carga por uno posilivo que influye en la unión con CNX (Figura

4C) (Gonza¡ez-Perez y col., 2015).

Ensayos de ¡nmunoprecip¡tación usando células HEK293T muestran que ambas

mutantes presentan más afin¡dad con CNX y CRT (Woehlbier y col., 2015). Cabe

destacar que en el caso de ERp57 D217N, existe un sitio de N-gl¡cosilac¡ón artificial

generado por el PNS, fenómeno que se ha descr¡to en diferentes enfermedades, donde

mutac¡ones en genes patogénicos generan proteínas glicosiladas anormales, las

cuales son necesarias y sufic¡entes para generar un impacto negat¡vo en la célula

(Vogt y col., 2007)

Acerca de ERp57, el KO completo genera mortal¡dad embrionaria al día 13,5

deb¡do posiblemente a la modulación de la señalización de STAT3 (Coe y col., 2010).

El rol de la def¡ciencia de ERp57 en el SNC fue anal¡zado recientemente mediante la

generación de un modelo KO condicional del gen usando el sistema de recombinac¡ón

Cre-loxP (Woehlbier y col., 2015). La deficiencia de ERp57 en el SNC genera un

retardo en el crecimiento, problemas motores (anal¡zados por las pruebas motoras de

Rota-Rod y W¡re Hang test) y muerte prematura. Análisis del diafragma (músculo

relevante en ¡a perd¡da de inervac¡ón observado en la ELA), mostró perd¡da en la

integridad de la UNM. La deficiencia de ERp57 genera UNM incompletas, de menor

área y perímetro, con formas anormales y denervadas. Otro aspecto importante

encontrado en el modelo coresponde a alterac¡ones en el perfil de proteínas sinápt¡cas

en Ia corteza cerebral, posiblemente debido a problemas en el plegamiento del

subconjunto de glicoproteínas sustrato de ERp57. De esta forma, se estaría afectando



ERP57i''f ERP57¡:lril
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ERP57"t'r ERp5Tct;rti

F¡gura 4. Estructura de proteína.de ERp57 con las mutaciones relaeionadas a la ELA.
(A) Estructura prote¡ca de ERpSTwr con sus dom¡nios catalít¡cos a y a,y domrnios no-catalit¡cos
b y b'. (B) lmagen de superficie local que rodea el residuo Asp2'17 de ERpS7lw y el res¡duo
cambiado por Asn2'17 en la mutación. (C) lmagen de superficie local que rodea el residuo
Gln481 de ERp57"' y el res¡duo cámbiado por Lys217 en Ia mutación. Rojo; residuos pos¡tivos,
azul: residuos negativos y gris: residuos polares sin cargas.
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la integridad de la Ul,JM. En cuanto a Ia fisiología del músculo, se encontró un camb¡o

en ei perf¡l de fibras musculares de contracción rápida y lenta, y una disminución en el

diámetro de estas fibras. El fenotipo global de los ratones KO de ERp57 simulan

etapas sintomáticas tempranas de la ELA y de otros desordenes neuromusculares

(Woehlbier y col., 2015\.

Con respecto a las mutaciones de ERp57 D217N y Q48'1K asociadas a Ia ELA y

descritas anter¡ormente. se han real¡zado estud¡os in v¡tro e in vivo para analizar el

mecan¡smo molecular relacionado a Ia patogénesis (Woehlbier y col., 2015). Se

expresaron las formas mutantes en d¡ferentes modelos celulares de motoneuronas y se

demostré que las mutantes t¡enen efectos negat¡vos en cuanto a la conect¡vidad )/

extens¡ón de neuritas (Woehlbier y col., 2015). Ensayos en pez cebra mostraron que

,as mutantes de ERp57 desarrollan modologias axonales aberrantes, con

motoneuronas de menor tamaño y ramificaciones anormales, además de paoblemas

motores, lo que ¡ndica que las motoneuronas desarrollan una disrupción de la

conect¡vidad y función (Woehlbier y col., 2015). S¡n embargo, el posib¡e impacto de

estas mutaciones en la ramif¡cación neuronales en modelos de ratones se desconoce.

Posib,emente ratones que expresen las mutaciones de ERp57 desarrollen fenot¡pos

con efectos negativos en las sinapsis.

En base a estos antecedentes, se propone este proyecto de Seminar¡o de T¡tulo

que tiene como objetivo. estudiar el posible efecto de las mutaciones de ERp57

encontrados en pacientes con ELA a través del uso de animales transgén¡cos que

sobreexpresen estas variantes. Potenc¡aimente, la caracterización de estos nuevos

ratones transgénicos podría estab¡ecer un nuevo modelo genétrco de la enfermedad,

deb¡do a la posible apar¡c¡ón de fenotipos s¡milares a ios observado en la ELA. Este



estud¡o constituye una valiosa herramienta para la investigación de mecanismos

celulares y moleculares patogén¡cos de la ELA.

4, HIPÓTESIS,

La sobreexpres¡ón de formas mutantes de ERp57 asociadas a ELA en el s¡stema

nervioso centrál activa mecanismos patológicos relevantes de Ia enfermedad.

incluyendo alteraciones motoras y neuromusculares.

5. OBJETIVOS.

5.1. Objet¡vo general

Caracterización fenotipica e h¡stológica de modelos mur¡nos que sobreexpresan

formas mutantes de ERp57 en el sistema nervioso central.

5.2. Objetivos especificos.

. Caracterizar diferentes líneas de ratones transgénicos que sobreexpresan la

forma mutante de ERp57 D217N y Q48'1K en el sistema nerv¡oso central y

determ¡nar si desarrollan sÍntomas tipo ELA con comprom¡so de la actividad

motora.

. Analrzar el estado de la innervación muscular med¡ante e lectrom iog raf ia ,

anáf isis de la un¡ón neuromuscular y la fis¡ologia de músculo esquelético.

. Determ¡nar pos¡bles alterac¡ones en la proteostasis a nivel de activación de Ia

UPR,

. Cuantificar los niveles de protelnas sinápticas en ratones transgén¡cos para

ERp57 mutantes
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6. MATERIALESYMÉTODOS.

6.1. Generación de ratones transgén¡cos para ERp57 mutante en el sistema

nervloso central y su genotipif¡cación,

EI Dr. Dav¡d Brochelt del Johns Hopkins School of Medic¡ne, Baltimore, USA

proporcionó gentilmente el plasmid¡o de expres¡ón MoPrP-Xhol (Borchelt y col., 1996)-

En nuestro laboratorio el gen de ERp57 humano (Gene lD: 2923) derivado del CDNA

(del ¡nglés complementary deoxyribonucle¡c ac¡d) se introdujo en el plasmidio segu¡do

por la secuencia codif¡c€¡nte del FLAG{ag y la señal de retención del RE QEDL

utilizando el s¡tio de restricc¡ón Xhol. Este plasmidio se utilizó para crear una línea de

ratones transgén¡cos que sobreexpresan la forma nativa de ERp57 (ERps7w) en el

SNC (Castillo ei al. 2015; Tones et al. 2015). Para realizar las mutaciones ¡elacionadas

a la ELA, se trasf¡rió la secuencia de ERp57 humana a una sistema de clonam¡ento

Zero Blunt (Thermo Sc¡entif¡c), donde se reahzó la mutagénes¡s sitio-d¡r¡gida siguiendo

las ¡nstrucciones del fabricante (Stratagene No. cá. 20051 7-5). Para la mulación

D217N, se realizó el cambio del nucleótido guanina (G) en la posic¡ón 649 por un

nucleótido adenina (A), donde se camb¡ó el aminoácido ácido aspártico en Ia posición

217 pot el aminoácido asparagina. Para lá mutación Q481K, se realizó el camb¡o del

nucleótido citosina (C) en la posic¡ón 144'l pot un nucleót¡do A, donde se cambió el

aminoácido glutamina en la posic¡ón 481 por el aminoácido lisina. Posteriormente, los

dos constructos se reinsertaron en plasmid¡os de expresión MoPrP.Xhol mediante

digestión con la enz¡ma de restr¡cc¡ón Xhol y se veriflcó el sentido de ¡nserc¡ón de la

secuencia. La Figura 5A muestra un esquema del plasm¡dio utilizado.
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F¡gura 5. Generación de líneas transgénicas que sobreexpresan ERp57D217N y ERp57a€1K
en el SNC. (A) Los plasnridio i\¡oPrP.Xhol con las secuencias r¡utantes de ERp57 se generaron
."^¡r!..ta ¡ó m '!-^óhóc,. .,r'^ .r .i^i,4. /lá ló .^-! !^n-i- h, ,ñóñ. ¡6 Ep^47 trF^<7 ^' 1^áÁ ts. j^ él

control del promotor prion (p-PrP) junto con lá secuencia FLAG,tag y la secuencia de retención
en el RE aEDL. (B) En el Centrc de Estudios Científicos (CECS), Valdivia, se generaron las
líneas de ratones tiansgénicos para E RpsTD2rTNroaei 

K. Paü esto, se cruzaTon ratones b0%
C57tsL/6- 50% CBA. a los cuales se les extrajeron cigotos y se róaiizaron microinyecciones del
plasmidio UoPrP.Xhol con las secuencias mutantes de ERp57 linealizado por la digestión con
Notl en el pronúcleo masculino. Los cigotos se transfirieron a hernbras pseudo-preñadas y 21
d,as desDLrés nació la generac,ón f0 de ratones Tg ERp57 't u- ". Caoa rató4 se constoeró
como uná linea independiente
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Los plasmidios de expresión resultantes contenÍan ERp57 con Ia mutación D217N o

Q481K bajo e¡ control del promotor de la proteÍna pr¡on de ratón (prp). Los constructos

se enviaron al Dr. Bredford Kerr del Centro de Estudios C¡entÍficos (CECs), Valdivia,

para Ia generación de ratones transgénicos para ,as formas mutanles de ERpST

(Figura 5B). EI plasm¡dio se purificó. preparó y t¡nealizó mediante ta digestión con ta

enz¡ma de restr¡cc¡ón Notl para su microinyección por personal entrenado en un área

designada dej bioter¡o. Se realizó una inyección intraper,toneal a hembras 50%

C57BL/6- 50% CBA con 50 U/mL de Gonadotropina conónica equina y 0,1 mL de 50

UlmL de Gonadolrofina cor¡ón¡ca humana para ¡nducir la ovulación. Estas se cruzaron

con machos 50% C57BLi6- 50% CBA. Los cigotos se extrajeron y se realizó

micro¡nyección del constructo en el pronúcleo masculino del cigoto. Luego ser

transfirieron aproximadamente 10 a 15 embriones por oviducto en una hembra pseudo-

preñada (hembra previamente cruzada con un macho vasectomizado) de Ia cepa 50%

C57BU6- 50% CBA. Después de 21 días, nació la generación FO, con el m¡smo fondo

genético. Los miembros de la generación F0 se denominaron Tg90-533, Tg9GS50,

TggG557 y Tg90-559 para Ia mutac¡ón ERp57 D217N y Ia linea transgénica Tg89-51S

para la mutación ERp57 Q481K. Las cruzas para la mantención de la colonia se

realizaron s¡en'rpre con ratones C57BLi6 para llevar a un fondo genético puro.

A los 21 días de v¡da, se destetaron los ratones y se genotip¡f¡caron 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

ampl¡f¡can un fragmento de DNA de 665 pb. Además, se utilizaron los partidores de

inteñeuquina-2 (/12) sentido s'-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3' e //-z

antisentido s'-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-3' para ta obtención de un
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conlrol ¡nterno de 324 pb. Para la extracción 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 UL de buffer de lisis (50 mM Tris pH 8,0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl y 1% SDS)

y 6 ¡rL de proteinasa K a una concentración 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

centrifugando nuevamenle util¡zando los mismos parámetros. El precip¡tado se lavó

con etanol al 70% y finalmente se resuspendió en 200 pL buffer TE (10 mM Tris-Cl pH

7,5, 1 mM EDTA).

Para la reacc¡ón PCR, 1 pL de extracto de DNA se incubó con 12,5 ¡:L de Go Taq

Master M¡x (Promega) y 1 pM de cada partidor para un volumen final de 25 ¡lL. El

programa de PCR tiene un protocolo t¡po Touchdolvn que posee un c¡clo de

denaturación 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 elongac¡ón de 5 min a 72"C. Los productos de PCR se analizaron en

geles de agarosa al 2olo con SYBR Safe a una concentración de 0,033 !¡g/mL mediante

electrofores¡s a l0O V.

Las líneas de ratones transgénicos se mantuvieron en los bioler¡os de la Facultad

de Medicina de la Un¡vers¡dad de Chile (Santiago, Ch¡le). Todos los experimentos y el

cuidado de ratones s¡guieron el protocolo del Comité de Bioética sobre ¡nvestigación en

animales de la Facultad de Med¡cina de la Universidad de Chile (CBA #0769

FMAUCH).

«^o 
ouo\

$cr'tfí@3



6.2. Monltoreo fenotípico de animales.

6.2.1. Med¡c¡ón de peso corporal.

Las mediciones de peso corporal de todos los ratones se realizaron una vez por

semana con el objet¡vo de mon¡torear s¡ la sobreexpresión de las mutantes de ERpST

provocaban diferencias en este parámetro. La colonia ERpS7D:''N se analizó a partir

del día 117 hásta el dia 220 de vida, m¡entras que la colonia ERpSToaBrK se anal¡zó a

partirdel dia 100 hasta ei dia 227 de uida.

6.2.2. Prueba motora de W¡re Hang test.

Los ratones se ub¡caron de forma individual con sus patas delanteras sobre una

barra horizontal con un |argo de 39 cm sujeta por dos barras verticales a una altura de

35 cm. Se observó en un perÍodo de 30 segundos grabando con una cámara de v¡deo

la reacción del ratón y su posición corporal. Esta prueba se realizó una vez por semana

en trip¡icado a lo ¡argo del tiempo de análisis de cada colonia. Cada video se anal¡zó

para asrgnarle un puntaje, y se promediaron las tres medic¡ones hechas por ratón. E!

criterio cie puntuación utilizado fue: 0 cuando el ratón no pudo sostenerse en ia barra

por más de 10s, 1 cuando el ratón cayó después de los '10s pero antes de los 30s. 2

cuando el ratón pudo mantenerse solamente con las patas delanteras, 3 cuando ut¡lizó

3 o 4 extremidades sin contar la cola, 4 cuando ut¡lizó las cuatro patas y además la

cola o alcanza a l¡egar a la intersección de la barra horizontal con Ia vertical y 5 cuando

escapó activamente de la barra horizontal y logró bajar por la barra vertical en un

tiempo menor a 30s.
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6.3. Análisis bioquímico de muestras de corteza, cerebelo, médula esp¡nal y

músculo esquelético.

5.3.1. Extracción de proteínas.

Los tejidos de corteza, cerebelo, médula espinal y músculo esquelétjco se

homogenizaron en 400 pL de TEN (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA y 100 mM NaCl)

frío suplementado con una mezcla de ¡nhibidores de proteasas (Roche).

Posteriormente, 250 pL del homogenizado se llevó á 250 UL de TEN con 1% de

Nonidei P-40 (NP40), quedando a una concentración final de 0,5% de Np40. Las

muestr¿s se son¡caron 1 vez por 15 s a minima potencla y se cuant¡ficó mediante el

ensayo BCA Prote¡n Assay kit (Pierce) para determinar la concentración total de

proteínas.

Las muestras para Western blot se prepararon con una concentración final de 2

Ug/t¡L de proteínas totales, se ¡ncubaron DTT a una concentración final de 100 rnM 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 m¡n a 95'C y

se almacenaron a -80"C hasta su uso.

5.3.2. SDS-PAGE y Western blot.

Para la e¡ectroforesis de las muestras de proteínas se utilizaron geles denaturantes.

El gel concentrador se preparó con 60 mM de Tris-HCI pH 6,8, 4% acrilam¡da-bis-

acrilamida, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonio y 0,06% TEMED. Los geles

separadores se prepararon con 380mM de Tris-HCl pH 8,8, 8%. 10o/o o 12oA

acr¡lamida-bis-acr¡lamida (dependiendo de ia proteina de interés),0,1% sDS,0,1%

persulfato de amonio y 0,06% TEMED. Se cargó un total de 40 ilg de proteína por
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muestra. Una vez que se cargó las muesl¡as en los geles, se inició la electroforesis en

solución de buffer de corr¡da (25 mM Tris. 250 mM glicina y 0,1% SDS) a un voitaje

constante de 80 V mientras el frente pasó por el gel concentrador y se ajustó a 100 V

cuando entró al separador. La corrida se detuvo cuando el frente azul de bromofenol

dejó el gel. Las proleÍnas se transf¡rieron a una membrana de PVDF de 9x7 cm en

solución de buffer de transferencia (25 mN{ Tris, 250 mlvl glic¡na y 20% de metanol) a

un voltaje constante de 100 V por 2 h en hielo. Las membranas se bloquearon con

ieche al 5% en PBS por 60 min a temperatura ambiente. Posteriormenle, se incubó con

los siguientes ant¡cuerpos pr¡marios dilu¡dos en una soluc¡ón de leche al 5% en PBS

por 16 h a 4"C: anti-ERp57 H-22O (1:3000, SC-28823, Santa Cruz), anti-BiP (1i3000,

A821685, Abcam), ant¡-F-Act¡n (1 :40000, 8691001 , MP Biomed¡cal), anti-ü-Tubulin

(1:3000, 32-2500, L¡fe Technolog¡es), anti-HSP9o (1:3000. SC-7947, Santa Cruz), ant!

ERp72 (1:3000, SPS-720, Stressgen), antFNMDAR2a (1:3000, PRB-512P, Covance),

anti-PrP 6D11 (1:2000, S1G39810-100, Covance), anti-Sv2 (1:500, AB-2315387,

DSHB), anti-Sinaptof isina (1'5000, MAB368. M¡ll¡pore), anti-PSD9S (1:3000, 04-1066,

Millipore). Las membranas se lavaron 3 veces por 5 min con PBS-o,19lo Tween y luego

se incubaron con el ant¡cuerpo secundario anti-rabbit-HRP (1:3000, lnvitrogen), anti-

mouse-HRP (1:3000, lnvitrogen) o anti-sheep-HRP (1:3000, S¡gma) según

correspondiera. en solución de leche al So/a 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 (P¡erce) en el detector de quimioluminiscencia ChemiDoc lmag¡ng System (Bio-

Rad). Se cuant¡ficó los niveles de proteínas obtenidos, mediante el análrsis de

intens¡dades de las bandas usando el programa computacional lmage Lab (Bio-Rad) y

los valores se normal¡zaron a la ¡ntensidad obtenida con HSP90, F-actina o q-Tubulina
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como un control de carga y como referencia biológica §e compararon con las muestras

de animales no-transgénicos.

6.3.3. Extracc¡ón de RNA y generac¡ón de CDNA.

Los tejÍdos de coneza, cerebelo y médula espinal se homogenizaron en 400 ¡.rL de

TEN (10 mM Tris pH 8,0, 1 m[/ EDTA y 100 mM NaCt) frío suptementado con una

mezcla de ¡nhib¡dores de proteasas (Roche). posteriormente, 150 pL del

homogenizádo se llevó a 200 irL de TRlzol LS (lnvitrogen). se homogenizó

nuevamente y agregó 550 UL de TRlzol LS y 100 ¡.rL de TEN. La extracc¡ón de RNA se

reaiizó bajo el protocolo suger¡do por el fabricante. El oDNA se sintetizó a pafi¡r de 2 Nrg

de RNA total con el kit iscript CDNA Syntesis (BioRad), Buffer RT 10X, dNTps i mM

cada uno, partidores randol, p(dN)6 10X (Roche) y i pL de transcriptasa reversa S0

U/¡.rL (Thermo Scientific) en un volumen final de 20 ¡.rL. El programa para la reacción

RT fue: 25'C por 10 m¡n.37'C por 120 m¡n y 85'C por 5 m¡n.

6.3.4. PCR cuantitat¡vo {qPCR).

Se utilizó el sistema "Light Cyclel' (Stratagene) empleando et kit 5x HOT FlREpot

con la sonda fluorescente EvaGreen (Solis Biodyne) con un volumen de reacción por

muestra de 20 pL- Se utilizaron los pares de pañidores. Xbpls sentido s'-GAC TAG

CAG ACT CTG GGG AAG -3' y Xbpls ant'sentido 5'-TGC TGA GTC GGC AGC AGc

TG-3', Chop sentido S'-TGG AGA GCG AGG GCT TTG-3' y Crop anrisenrido s'-CCG

CTC GTT CTC CTG CTC-3', 8,p sent¡do S'-TCA TCG GAC GCA CTT GGA A-3' y Blp

antisentido s'-CAA CCA CCT TGA ATc GCA AGA-3' y Aff3 sent¡do s'-cAG GAT TTT

GCT AAC CTG ACA CC-3' y Atf3 antisentido s'-TTG ACG GTA ACT GAC TCC AcC-

3', Sv2 sent¡do s'-GGC TTT CGA GAC CGA GCA G-3'y Sv2 ant¡sentido s'-GAC CTT

CGG GAA TAC TCA TCC T-3', Psd95 sent¡do s'-ccc AGG TTG CAG ATC GGA G-3'
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y Psd95 ant¡sent¡do s'-CAC CTT TAG GTA CAC AAC GTC AT-3', Nmdar2a sentido 5'-

ACG TGA CAG AAC GCG AAC T-3' y Nmdar2a antisentido S'-TCA GTG CGG TTC

^Ta A4T ó Aa ¡/: ? ,, Qiñá^*^fi.;-. §éñ+,.t^ ( n^f: 'r-rr. ¡,:ñ r.fc ñT1. AA/t 1t 
" 

r,.e _._ ._ . v .J i ._ ,-.,". _ .-,; . j i

Sinaptofisina antisentido s'-ACT CTC CGT CTT GTT GGC AC-3' Ios cuates reconocen

las secuencias de endógenas de ratón.

Para analizar la expresión de ERp57 mutante, se diseñaron partidores med¡ante la

herramienta Primer-BLAST (.1.ti...,i¡i:¿r r-t,:Llt:;.it¡_j-l;iI"UL:ljLrr¡"qi:!tai!). El par de

partidores reconoce secuencias presentes en ERp57 de rátón endógena (rERps7) y

ERp57 hlr].nana (hERps7), po,'lo ql¡e _se rr!¡lizó pa!"a ve!"los n!\/eles de sob!"eexpresión

de la forma humana en los ratones transgénicos sobre la endógena. Las secuenc¡as de

los partidores son r/hERps7 senlido s'-GTC ATA GCC AAG ATG GAT GCC-3' y

!./!.trq)^Ea -h+;rÁ¡!i¡^ E TT¡. 
^_rr 

/- ^t- t-t-t- a\^^ a-r-r a^T A a E¡ ^É^^-^*^ .J-
v. L, t/'vgiú ¡i!: rj-

qPCR liene un protocolo que posee con un cjclo de 10 min a 95'C, 40 cjclos de 10 s a

95'C, 15 s a 60'C, 20 s a72'C y un ciclo final de 1 min a gS'C,30 s a 55'C y 30 s a

35'C.

6.4. Electromiografía (EMG).

Para rcalizar la medición de EMG, se utilizó el aparato de anestesra RC2 Rodent

Circuit Controller (VetEqu¡p) el cual libera un flujo constanie de lsofluorano mezclado

con 02. Para esto, primero se introdujo al ratón en una cámara de acrÍlico donde se

suministró anestesia de forma gaseosa con una pres¡ón constante de 22A kPa para

inducir el sueño por 5 m¡n. Posteriormente, se posicionó al ratón en una superficie

termorregulada y se conectó un adaptador que dispone anestesia constantemente al

ratón para realizarle las med¡ciones. Las med¡ciones de EMG se realizaron usando una

maquina portát¡l de EMG modelo TD20 l\ilKl EMG/ED (Teca) y eleclrodos de aguja
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subdermales insertos en diferentes áreas del ratón. El electrodo de tierra se puso de

forma subderma¡ en la exlremidad trasera ¡zquierda, mientras que los electrodos de

cátodo y ánodo se incertaron de forma subdermal en ia extremidad poster¡or derecha.

El electrodo de reg¡stro se ¡ncertó en el músculo gastrocnemius derecho, donde se

observó la activjdad elécirica espontanea del músculo y se registró utilizando papel

termosensibie de 63mm de ancho. El s¡stema de puntación consistió en el siguiente.0

músculo normal, sin actividad espontanea, + cuando se observaron pequeñas

fibrilaciones espontaneas y aisladas, ++ cuando se encuentraron f¡bnlaciones con

asoc¡aciÓn y +++ cuando existió fibrilac¡ones profusas. Una Vez realizada Ia medición,

el ratón se separó del adaptador de anestesia y recuperó conciencia luego de 1 min.

Se analizaron ratones de la colonia ERp57D:17riy como control positivo se utilizó un

ratón sintomát¡co de la colonia SOD1Ge3A.

5.5. Anális¡s de UNM.

6.5.1. H¡stología de diafragma.

Músculos completos de diaft"agma de ratones de la colonia ERpS7D217N de 220 días

y ratones de la colonia ERp57o48'Kde 400 días de v¡da se extrajeron y fueron frjados en

Aa/o PFA por una hora a 4'C. Posteriormente, en agltación, las muestras fuerón

perrneabilizados durante 2 h en 0,5% Tritón X-100 y tratados con 0,1 M glicina a pH 7,4

por 15 rnin. Luego, se realizaron 2lavados de'10 min en 0,5% Tritón X-100 y los

diafragmas fueron incubados en solución de 1omg/ml NaBH4 por 5 min. Los

diafragmas fueron bloqueados en un buffer con en 0,5% Tr¡tón X-100, 2% BSA y 0,S%

suero de caballo por 12-16 n. Los diafragmas se incubaron con el anticuerpo anti-

neurofilamento (1:1000, ab93340, Abcam) por 12-16 h, para ¡uego ser lavado durante 2

h en agitac¡ón. Después los diafragmas se ¡ncubaron con ei ant,cuerpo o-
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bungarotox¡na (0-BTX) conjugado con Atexa-4BB (1:1000, Al34Z2, tnvitrogen) iunto al

anticuerpo anti-conejo conjugado con Cy3 hecho en burro (1:300, Jackson lmmuno

Research) durante l6-18 h. Posteriormente los músculos de diafragma se lavaron por

2 h en ag¡tación y montados entre dos cubreobjetos con medio para fluorescencia

(Dako).

6.5.2. Análisis de morfología de UNM.

Para ia cuantificac¡ón del ancho de banda de la placa (endplate), se capturaron

imágenes f¡uorescentes cje hemi-diafragmas teñ¡dos con o-BTX-Aiexa-488 y montados

entre dcs cubreobjetos con medio para fluorÉscencia (Dako) con un microscopio

fluorescente Nikon Eclipse 80i y se analizó la distr¡bución de clúster de receptores de

acetilcolina (AChR). Se midió el ancho y número total de banda de la placa cada 134

¡rm a lo largo de la extensión dorso-ventral de los diafragmas. Se real¡zaron 60-80

medic¡ones por diafragma de un total de 4 ratones por genotipo y se analizaron

mediante lmageJ.

Con el fin de analizar cambios morfológicos del aparato post-s¡náptico y pre-

sináptico y cuant¡ficar el volumen y superf¡cie, se evaluó la morfología de los clúster de

Ios AChR (post-sináptico) y de Ios neurofilamentos (pre-sináptico). Para elio los

aparatos poslsinápticos se t¡ñeron con o-BTX-Alexa488 y los aparatos pre-sinápt¡cos

con anti-neurofilamento-Alexa-568 para obtener imágenes de microscopia confocal

(Zeiss LSNI 700) en el Centro de Microscopía Avanzada (C[4A), Facultád Bio-Bio,

Un¡vers¡dad de Concepción. Volúmenes y superficie se cuantif¡caron utilizando el

plugin 3D object counter (Bolte y Cordel¡éres, 2006) ajustando el umbral de

fluorescencia y excluyendo los objetos se¡ecc¡onados en los bordes y en planos

profundos en eje Z. Se anal¡zó la presencia de var¡cos¡dades (hinchazón) axonal en Ios
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aparatos pre-sinápticos. se defin¡ó que presenta hinchazón axonal cuando se encontró

un engrosamiento entre el terminai y 50 pm hacia el axón (Valdez y cot., 2010).Se

anal¡zaron aprox¡madamente 50-70 aparatos poslsinápt¡cos de la región ventral de

diafragma por ratón. Se reconstruyó de forma 3D usando lmageJ la UNM y se

estableció la forma de la UNI\/. pretzel o maduro (altamente compiejos y ramificados

que poseen parte de su interior con una baja densidad de agregados del AChR), la

forma fragmentada (formados por la disgregac¡ón en segmentos de agregados del

AChR en un númei"o mayor a 4 fragmentos), la forma C / O (estructura con una o rnás

perforaciones grandes que t¡enen sólo una abertura en su borde) y forma

desmantelada (estructura que se ve de menor complejidad y tamaño, además cle una

morfologia irregular respecto de un pretzel). Alrededor de 50-70 aparatos posi-

sinápticos se cuantif¡caron por ratón. El número de fragmentos por pretzel se determinó

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

5.6. Anál¡sis de músculo esquelético.

Músculos Tibial¡s anterior (TA) de ratones de diferentes genot¡pos se d¡sertaron y

se montaron en OCT (Sakura Finetek) y ráp¡damente se congelaron en isopentano

prev¡amente enfriado a -80'C en nitrógeno líqu¡do. Se realizó cortes transversales de

20 Um con un criostato, Ios cuales se f¡.jaron en 4% PFA por 20 min a temperatura

ambiente y su bsigu¡entemente se procesaron para estud¡ar Ia fisiología muscular.

Para estudiar la morfología de frbras musculares, se ¡ncubaron los cortes eon

concentraciones decrecientes de etanol para su hidratación, se lavaron en agua

destilada y se ¡ncubaron con hematcxil¡n a por 2 min. Después las muestras se

incubaron con concentraciones crecientes de etanol y se tiñeron con cromotrope por 2
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min. Finalmente, las muestras se ¡avaron en x¡leno l-lv por 3 m¡n cada una. Las

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

Para estud¡ar Ia presencia de fibrosis, los coñes se incubaron con concentraciones

decrecientes de etanol para su hidratación y depósitos de colágeno se liñeron con

solución acuosa de 1a/o Pardo Bismark por 12 min en codes previamente h¡dratados.

Las muestras se transfirieron a soluc¡ón de 0,5% verde metil por 2 min y después se

desh¡drataron en concentrac¡ones de etanol crecientes, se lavaron 3 veces en xileno l-

lV por 3 min cada una y posteriormente se montaron en medio Entelian (Merck) para

ser analizada§.

Para estud¡ar la degenerac¡ón muscular. se analizó la presenc¡a de

centronucleación, uno de los camb¡os patológicos principales en músculos con distrof¡a

(Totsuka y col., 1998), med¡ante la tinc¡ón con 1 Ug/mL aglut¡nina de germen de trigo

(WGA) conjugado con Alexa-488 (lnv¡trogen) de secciones fijadas con metanol frio por

20 m¡n y después con 0,4 p lvl DAPI por 5 min.

para teñ¡r las fibras de contracción lenta, secciones se incubaron con una solución

para detectar actividad de NADH-TR (Tris-HCl. pH 7,4, NADH reducido y nitroazul de

tetrazolio) (Sigma) por 45 m¡n. Luego se lavaron e incubaron con concentraciones

decrecientes de acetona. Las muestras se montaron con medio acuoso (Vector Labs

Burlingame). lmágenes de campo claro de baja maE¡nificación de la tinciÓn de cortes

con NADH se adquirieron en reg¡ones anatóm¡cas similares y las f¡bras se clasificaron

como f¡bras de contracción lenta (azul oscuro), intermedias (azul) y de contracción

rápida (azul claro). Se real¡zó la identificación y medición del diámetro de más de 100
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fibras de cada tipc por ratón medianie ¡a utilización del software lmageJ, y se

expresaion como porcentajes del tolal de fibras por animal.

6"7. Anál¡s¡s estadíst¡co.

Los datos se presentaron como el promedio + el error estándar del promedio. Los

análisis estadísticos se realizaron usando la prueba t de Student, Ia prueba Mantel Cox

o ANOVA de una o dos vías, seguido por Ia prueba de Bonfenon¡ post ñoc para

comparac¡ones múltiples. Un p value s0,05 se cons¡deró como estadísticamente

s¡gnif¡cativo. Todos los anális¡s s usando el programa GraphPad Prism.
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7. RESULTADOS,

7.1. Generación de líneas de ratones transgénicos que sobreexpresan las

formas mutantes de ERp57 D2l7N y Q481 K en el SNG.

Con el objet¡vo de generar ratones transgénicos que sobreexpresen las formas

mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA, se util¡zaron plasm¡d¡os que contienen las

formas de ERpS7w, mutantes ERp57D217N y ERp57oa81K humanas fusionadas al FLAG-

tag bajo el controi del promotor PrP. Los plasmidios se confeccionaron prev¡amente en

el laboratorio ut¡lizando un vector descrito antericrmente (Borcheit y col., 1996) (Figura

54, Materiales y Mótodos).

La lÍnea que sobreexpresa ERpsTwr (Casti¡lo y col., 2015) se uti¡izó para comparar

los resultados con las líneas de ERp57 mutante para distinguir entre efectos

produc¡dos por la sobreexpresión de ERpSTwr o por sus muiaciones. Se obtuvo 4

posibles lineas transgénicas para la mutac¡ón ERp57D2'7N designados Tg90-533, TggG

550, TggO-557 y Tg90-559 y una para ERpST"asrK sólo se obtuvo una iinea

denominada Tg89-518. Para confirmar su genotipo. se realizó PCR a part¡r de DNA

genómico. Se desarro¡laron partidores y un protocolo de PCR apropiado para la

genotip¡ficación de la colonia hERpSTwr y hERp57 mutante. Un producto de 665 pb se

obtuvo en los casos positivos de ratones transgén¡cos, mientras que ninguna banda se

obtuvo en el caso de ratones no-transgénicos (Figura 6). Cabe destacar que los

controles ut¡lizados conesponden a DNA purif¡cado de ratones de la colonia que

sobreexpresa ERp57 nat¡va en el SNC, donde el control positivo (C. positivo)

corresponde a ratones transgénicos ERpSTwr y el control negat¡vo (C. negat¡vo)

corresponde a hermanos de camada no-transgén icos. De los resultados obtenidos, se

pudo apreciar que las líneas Tg90-533, Tg90-550, Tg90-559 no generan productos de
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Figura^.6.,_ Confirmac¡ón de lineas transgénicas que sobreexpresan ERp57D217N y
ERp57"*'" en el SNC. Diferentes lineas de ratones F0 (fundadores) se generarón en ei CECS
VatOivia y se genotipificaron a partir de DNA genómico medrante PCR. Loi parlidores Frp57 a33
sentido y Erp57 1535 antisentido se usaTon para obtener un producto de 665 pb en el caso de
los ratones iransgén¡cos (panel superior), mientras que los partidores /i-2 sentido y aniisentido
se util¡zaron para amplificar una secuencia de 324 pb que se utilizó como control inierno (panel
¡nferior). Los controles ut¡l¡zados cor.esponden a DNA purificado de raiones de la colonia que
sobreexpresa ERp57ffi en el SNC, donde el control positlvo (C. positivo) corresponde á ratones
transgénicos Eiips7 y ei controi negalrvo (C. negaflvo) corresponde a nermanos oe canaca no-
transgénicos.
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amplificación, mientras que si se conf¡rmaró transgénicos para la iínea Tg90-557 y

Tg8$518. De esta forma, se desarrolló la caracterización de una linea de ratones para

la mutación ERp57D217N (Tg90-557) y una para Ia mutación ERp57oa82K (Tg89-518).

Estas lineas se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Med¡cina. Un¡versidad de

Chile, real¡zando cruzas con ratones de fondo genético C57BL/6 para llevar a un fondo

genét¡co puro.

Para confirmar la sobreexpresión de las formas mutantes de ERp57 en el SNC de

ambas lÍneas, se realizó un anál¡sis de qPCR y de Western blot a pariir de diferentes

tej¡dos del SNC. Se generaron extractos de RNA de médula espinal, corteza y

cerebelo, con los cuales se prepararon CDNA para ser analrzados mediante qPCR

(F¡gura 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-

transgén icos.

Se confirmó la presencia del mRNA de ERp57 sobreexpresado en ambas líneas y

en los tres tejidos, alcanzando n¡veles de sobreexpresión de 2,6 veces en médula

espinal, 2,8 veces en corteza y 2 veces en cerebelo para ratones ERp57D217N

transgénicos (ERp57"'' '"-Tg). En el caso de ratones ERp57'""' transgenicos

1ERp57o481K-Tg¡, se alcanzaron niveles de sobreexpresión de 5,7 veces en médula

espinal. 7,'1 veces en codeza y 10.1 veces en cerebelo. Asi, se confirmó la expresión

del mRNA del transgen en el SNC.

Para confirmar la traducción func¡onal y la presencia de proteínas de hERp57 en

ambas lÍneas de ratones, se realizaron extractos de proteínas de médula espinal, con

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

util¡zando un anticuerpo anti-ERp57, el cual reconoce ERp57 de ratón y la forma
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Fiqura 7. Niveles de mRNA d€ ERD57 en lineas transqénicas que sobreexpresan
ERp57D¡'7N y ERp5lfa.rF en el SNC. Los nrve,es de sooreexp esión de rrRNA de Eips7 de
las co.or.lras ERp57"' (A) y ERp57".' " (B) se anali¿aron en df erentes te rdos del SNC
mediante qPCR. La cuantificación se realizó con respecto a los niveles de mRNA de act¡na
Los tej¡dos anal¡zados corresponden a médula espinal (ME), ccrteza (Cz) y cerebelo (Cb) Se
muestra el promedio r el error estándar del promedio de (n = 3) para ERp57 no-transgénicos y
(n = 4) para muiantes de ERp57 transgénicos. (p value: *' p < 0.011 *.*. p < 0,001; ..-.. p <
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Figura 8r Niveles de proteina ERp57 en líneas transgénícas que sobreexpresan
ERp57""^ y ERp57"*'n en el SNC. Los niveles de proteína ERp57 de las colonias
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y (B) (n = 3) para ERp57 no-transgenicos y 1n = 7) ERp57"." Tg (p value: ", p < 0,05; .., p <
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humana y se cuantificó normalizando con respecio a los valores del control de carga.

Los resultados se expresaron como porcentajes relativos a los ratones no-

transgénicos. De esta forma, sé determinó que ra sobreexpresión de proteína

ERp57o217N es de 2,5 veces y de ERp57o€1K es de 6 veces en médula espinal (Figura

8B). En conjunto, estos resultados confirmaron la generación de modelos murinos que

sobreexpresan formas mutantes de ERpST en el SNC.

Después de obtener un número suficiente de camadas de ambas colonias, se

calcularon las razones de nacimiento y la d¡stribución genotÍpica (Tabla I y 2). En Ia

colonia de ratones ERp57D217N, se encontraron proporciones mendelianas normales en

los nacimientos. En cuanto a la colonia de ratones ERp57oa81K, se encontró que

nacieron álrededor de 10% más rátones machos ERp57oa81K que sus proporciones

mendelianas esperadas. según la razón de transgénicos/no-transgénicos por sexo

existe un 480/o más machos transgén¡cos que machos no-transgénicos y para la razón

macho-transgénicoslhembras-transgénicas por genotipo, exisiió un 57% más máchos

transgénicos que hembras transgénicas. Esto muestra que ex¡stió una mayor

proporción general de machos transgénicos para ERp57o€1K.

7.2. Caructeñzación del fenotipo patológico y motor de los modelos murinos

que sobreexpresan formas mutantés de ERp5Z.

Para analizar el posible fenotipo patologico debido a la sobreexpresión de formas

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

observac¡ón v¡sual, la medición del peso corporal y medianie la prueba motora de Wlre

hang test, comparándolos con sus hermanos de camada nG.transgénicos.



Tabla 1. Razón de nacim¡entos de la colonia ERp57o2"*. Se calculó la distribución genotípica en
)orcentales de las crias obtenidas de las crLtzas, llevadas a cabo la colonia en estudio.

Colon¡a
ERp57D2r7N

Hembras
ERp57o217N

no-
transqénicas

Hembras
ERp57D2l7N

transgénicas

Machos
ERp570217N

no-
transqénicos

Machos
ERP57D217N

transgénicos
fotal

Porcentaje
esperado 25% 25o/o 25o/o 25o/o 100%

Tabla 2. Razón de nac¡m¡entos de la colon¡a ERp57c€1K. Se calculó la distribución genotíp¡ca en
)orcentaies de las crias obtenidas de las cruzas, llevadas a cabo para amplificar la colonia en estudio.

Colonia
ERp57mlK

Hembras
ERpSTMíK

no-
transqénlcas

Hembras
ERpSTMrK

transgénicas

Machos
ERp57M1K

no-
transqénicos

Machos
ERp57@rK

transgén¡cos
Total

Número
Observado 40 50 47 74 217

Porcentaje
esperado 25% 2s% 25aA 25o/o lOOo/o

Porcentaje
observado

50

21 ,2o/o 23o/o 21,7% 34,1% 100%



En edades jóvenes, ¡nmed¡atamente poster¡or al destete que se realizó a los 21

días de v¡da, los ratones ERp57D217N-Tg y ERp57o€1K-Tg mostraron una apariencia

fenotíp¡ca completamente normal, s¡n diferenciarse de sus hermanos de camada no-

transgénicos (F¡gura 9A y 9C). Un grupo exper¡mental de la colon¡a ERp57D217N de 1n =

5) nctransgénico, y (n = 8) ERp57m17N-Tg (Figura 9B), y de la colonia ERp57o€1Kde 1n

= 8) no-transgénicos, y (n = ',|4) ERp57o41K-Tg (Figura 9D), se dejó envejecer hasta los

f $18 meses de vida con el propósito de realizar una evaluación de aparic¡ón de

pos¡bles síntomas t¡po ELA a lo largo de su vida. Los fenot¡pos tipo ELA buscados

conesponden a curvatura de la columna, caída de extremidades posteriores, dificuttad

en el desplazamiento y parális¡s, como se describen en diferente§ modelos murinos de

la ELA que sobreexpresan formas mutantes de SODI (Gumey y col., 1994; R¡pps y

col., 1995).

Esios fenotipos no se desanollaron durante el periodo de observación de estos

animales, sugiriendo que los niveles de sobreexpresión de las formas mutantes de

ERp57 no alcanzan el umbral para inducir este t¡po de deterioro, o simplemente las

mutantes no generan discapacidad en el modelo murino. Para la colon¡a ERp57D17N,

se presenció la muerte de un macho no-transgén¡co y un macho ERp57P17N-Tg a los

355 días de v¡da, mientras que para colonia ERp57o41K, se presenció la muerte de un

macho nc.transgénico a los l5O días de vida y una hembra no-transgén¡ca a los 490

días de vida. Estas muertes ocurridas durante el periodo de observación fueron de

forma espontánea, probablemente deb¡do al proceso normal de envejec¡m¡ento de

estos an¡males.

La medic¡ón del peso corporal de ambas líneas transgén¡cas se realizó una vez por

semana. Este reg¡stro comenzó a los 117 días de vida para la colonia ERp57D217N y
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F¡oura 9. Fenot¡po v sobrev¡da de las colonias que sobreexpr^e-s-an ERp57D217N y
Eñp57o4'K- 1e y e¡ fótogratias representativas.de ta colonia de ERpSTuzr/'' con ratones no-

transgénrcos (No-Tg) y transgénrcos (ERp5/"' ":lgJ y de la colon¡a ERp5/--' con ratones
no-iránsoénicós (Nó-To) v tránsoénicos (ERp57"*"'"-Tg). (c y D) Curva de sobrevida para

ratones áe la colon¡a Je ÉRp57Ú'* y ERp57o4'K. Los grupos experimentales de.la colonia

ERp57D2r7N poseen un (n = 5) para notransgénicos y (n = 8) para ratones ERp57"''"'-T9. Para

la colon¡a ERp57o€1K poseen (n = 8) para no{ransgénicos y (n = 14) para ERp57-*'"-T9 (p

value: C = 0,7261 y D = 0,0623, Vueba Mantel Cox).
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concluyó a los 220 dias de vida- Para la colonia ERp57oa81K, los registros comenzaron

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

En Ia curva de peso corporal, no se observó una pérdida de peso corporal

s¡gnif¡cativo en ninguna de las dos líneas. Más b¡en, existió una progres¡va gananc¡a de

peso durante todas las mediciones, que es también observada en an¡males silvestres

envejecidos. En la curva de la colonia ERp57D217N, ambos grupos de machos (no-

transgénicos y transgén¡cos) pesaron en promedio 50% más que las hembras (Figura

1OA), mientras que la curva de la colonia ERp57oa81K, los machos no-transgénicos

pesaron en promedio 23% menos que los machos transgénicos (F¡gura 108). La

variable de peso corporal es importante de analizar, ya que la pérd¡da de peso es un

fenotipo característ¡co en modelos murinos de ELA (Gurney y col., 1994; Ripps y col.,

1995).

Se realizó la prueba motora de "Wre hang test" para analiz el desempeño motor

y de coordinación de ambas líneas de ratones transgénicos. Los puntajes obtenidos a

lo largo de las med¡ciones se muestran en la Figura 1 1 y el promedio de los puntajes

obten¡dos los últ¡mos meses de registro de la prueba motora se muestran en la Figura

12. En la progresión de registros, para los grupos experimentales de la colonia

ERp57D217N lFigura 1 I B), los machos ERp57D217N-Tg mostraron los puntajes más bajos

con un promedio 'f ,5, comparado con los olros tres grupos experimentales, los cuales

tuvieron promedios de 3 para machos no-transgénicos, 4 para hembras ERp57o217N-Tg

y 5 para hembras no{ransgén¡cas. Estos puntajes se mantuvieron desde el princip¡o de

las med¡ciones y a lo largo de los registros, lo que muestro que exisien problemas
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F¡qura 10. Curva de proqreso de peso corporal de los ratones de la colonia ERp57D217N V
Eñp57o41K. Las medicroñes de peso corporát de tas cotonias ERp57D? j|,J$) y enpá2""'" 1e¡
se registraron semana¡menie. (Ai Las meciiciones c¡e ia colonia ERp57 '' '' comprenden entre
los '1 17 y 220 días de vida. (B) Las mediciones de la colonia ERpS7o*'^ comprenden entre los
100 y 227 días de v¡da. Se muestra el promedio r el error estándar del promed¡o para cada
med¡ción. Los grupos experimentales dé la co]g-qia ERp57D217N poseen (n = 2) para hembras
no-transoénicas. (n = 6) oara hembras ERD57"''''"-To (n = 6) oara machos no-transoénicos v
1n = 61 [ara mainos Éipszo''7N-Tg. Los'grupos 

"*lpeiir"niáte. 
para ta cotonia.Eñp57oa 

k

ñ^.aan /n = ?l ña.á hañh.á. ñ^-t.áñ.^Áñ¡^á. /ñ = ?\ ñá.á hañhrác trPñ67u6rñ-T^ ¡ñ = /\

áái" *"ir,""íJi";;s;;;; y i" = 7i;;,;;j"no" iñi57'alii-r; ü ;;;", . p?blos .1.

p<0,01; ANOVA de dos vías y Bonferron¡'s post hoc).
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Fioura ll. Desemoeño en la prueba motora ,'wire hang test" de los ratones de la colonia
Eño57o2"^ v ERo'57o*'*. Las mediciones del desempeño en la prueba de "uy,re Hang test'de
las'coloniai ERp57o'''" y ERp57o€1K se registraron semanalmente (A) Los ratones se
pusreron en una bana norÉontal y se grabÓ su desempeño durante 30 s. (B) Las med¡clone§

de Ia colon¡a ERp57D217N comprendén entre los 117 y 220 dias de v¡da (C) Las mediciones de

la colon¡a ERp57o€1K comprenden entre los 100 y 227 días de vida. Se muestran como el

promedio t el error estándar del promedio para cada medición. Los grupos experimentales de

ia colonia ERp57D217N poseen (n = 2) paft hembras no-transgén¡cas' (n = 6) para hg,rllPras
ERp57D217N-Tg, (n = 6) para machos no-transgénicos.J,ln = 4) para machos ERp57"'"''-Tg.
Loi grupos experirnenteles para la coloQs- ERps7"*'" pffieen (n = 3) p&ra hembra-' no-
transééÁ¡cas. 1n = z¡ pa¡a hembras ERp57o€1^-Tg. (n = 4) para machos no-transgénicos y (n =
7) paia machos ERp57a€1K-Tg. (p value: no signif¡cat¡va (n.s), p > 0,05; ANOVA de do§ vías y

Eonferroni§ posl,roc).
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F¡gura 12. Promedio del puntaje de qesempeño-ei -la prueba motora "ffiire Hang fesf" de
loi ratones de la colonia ERp57o217N y ERps7oa8t*'-Las med ciones.-d-el desempeño en la
prueb,a de "w¡re Hang fesf" de las coloÁias ÉRpszDt"' 1A¡ ,r, ERp57"*t^ 18¡ de los últimos

meses de registro se prornediaron. (A) En el gráfico se muestran los promedios de las

rrediciones de1 "w¡re Hang test" para los dos Úllimos meses dá registros de la colon¡a

ERp57D:17N obtenldos entre los 151 v los 220 días de vida. (B) En el gráfico se muestran los
promedios de lás medrcrones del "Wire Hang test" para ei último mes de regisiro de la colonla
ERp57a6'' obtenidos entre os 207 y las 227 dias dé vida. Los datos se presentan conro el

promedio t el error.e^stándar del promedio para cada medición. Los grupos experimentales de

,a coon,a LRpS/ poseen \o = 4 OA|A nen'oras no'lransgenlca s. in = b') para neqlDras

ERp5702'-t-Tg. (n = 6/ para machos no-tr a nsgér ico^s ¡ rn = 4) para rnachos ERp57" '''"-Tg

Los Erupos experimentales para la colonia-.ERp57"" ' poseen (n ' 3) para hembras no-

transOénicas (fi= 2)pa? hembras ERp57"*'--Tg 1r - 4l para rr"achos .lo-t'ansgénlcos y ln =
7) paia machos ERp57o4r"'Tg. (p value: no significativa (n.s), p , 0,05, ", p < 0,05; "-, p <

0.C1; comparado con ratones no-transgóniccs (No-Tg), prueba f de Student).
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molores y de coordinación en los ratones machos ERp57D217N-Tg. Esto podr¡a ser

atribuible a la forma mutante de ERp57D217N que sobreexpresan.

Para los grupos experimeniales de la colonia ERps7o+atx (Figura 11C), lo§ machos

ERp57oo81K-Tg comenzaron con un promedlo de punta.jes de 2,5 y a part¡r de los 180

.liá. Aa ,,i.1. a ¡licmin, ri. háétá lléñár á 
^' 'ñ+5iéc ^é¿éoñ^q 

ál ñiñ;ñ^ léñ
: ,=iL- ir- j-,

promedio 1), m¡entras que en los otros tres grupos experimentales se mantuvieron

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

Fñ _ 
' 

?o¿q /
t¡añSg€n¡üüS. i páia nemüias Liipii -ig y + Pdid rrsr,rr./rd§ lrrr-i¡.¡irsgErrrr.a§ L§r\rn

resultados mostraron que existe un deter¡oro progresivo en el desempeño de los

machos ERpSTooelK-Tg desde los 180 hasta los 227 dias de vida. lo cual podrÍa

deberse a procesos oegeneratrvos causaoos por Ia iorma mutante ERp5Tca!1K.

La Figura 12 muestra los valores promedios de puntaje obten¡dos en los últimos

dos meses de reg¡stros para la colonia ERp57D217N y el últ¡mo mes de registros para la

colonia ERp57o€t* ya que este periodo mostró el peor resultado motor, el que luego se

mantiene durante el tiempo de evaluación. Para Ia colonia ERp57D217N, Ias hembras no-

transgénicas no presentaron diferencias en comparación a Ias hembras ERp57D217N-Tg.

mientras que sí existieron diferencias s¡gnificativas entre machos no{ransgénicos y

machos ERp57D217N-Tg lFigura 12A). Paa Ia colonia ERp57oa81K. las hembras no-

transgénicas no presentan diferencias en comparación a las hembras ERp57a41(-Tg.

mientras que existieron diferencias sign¡ficativas entre machos no-transgénicos y

machos ERp57o481K-Tg (Figura 1 2B).

57



7.3. lnervación muscular en ratones que sobreexpresan formas mutantes de

ERp57.

La ELA es cons¡derada como una axonopatía d¡stal, donde las pr¡meras

perturbaciones de las motoneuronas ocurren en la UNM (Fischer y col., 2004).

Además, el estudio de Woehlb¡er y col., 2015 mostró que los ratones KO condicionales

de ERp57 en el SNC desarrollan problemas motores causados por alterac¡ones en las

UNM. De esta forma, con el objeto de analizar si el peor desempeño motor encontrado

durante los registros en ambas lÍneas de ratones transgénicos era debido a problemas

en la sinapsis neuromuscular, se realizaron estud¡os complementar¡os con estos

animales. La edad de los ratones anal¡zados de ¡a colonia ERp57D217N fue de 220 días

de vida, mientras que los de la colonia ERpsToaatx fueron de 400 dÍas de vida. En

ambos casos se anal¡zaron ratones con bajo desempeño motor.

Con el f¡n de evaluar si e¡ impedimento motor generado por las mutac¡ones en

ERp57 era debido a problemas de ¡nervación musculares, se realizó electrom¡ografías

(EMG). Para medir la ac{iv¡dad del músculo gastrocnem¡us, se ¡ntrodujeron electrodos

en ratones anestesiados y se reg¡stró su activ¡dad espontanea. Se asignaron puntajes

de EMG dependiendo de la actividad espontánea encontrada en los músculos (6.4

Electrom¡ografía, Mater¡ales y Métodos). En la Figura 13A se muestra una fotografía

representativa del procedim¡ento ut¡lizado para rcalizar la med¡c¡ón de EMG, con los

electrodos: tierra (amarillo), cátodo (azul), ánodo (blanco) y de registro. La Figura 138,

13C, 13D y l3E muestran registros representat¡vos de un músculo con puntaje O (s¡n

activ¡dad espontánea), + (pequeñas f¡brilac¡ones espontáneas y aisladas), ++

(fibr¡laciones con asociación) y +++ (fibrilaciones profusas) respectivamente.
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Fioura 13. Reoistro de EMG de retones de las colonias mutantes de ERp57 y SODIGe3A.

Ra"tones de la-colonia ERp57D2'7N de 150 dias de vida y ERp57o€1K de 4oo dias de vida se

anestes¡aon y se somet¡eron a registros de EN¡G del músculo gasfrocreñius. {A} Fotografía
,representetive del prccedimiento ur.illzodo pere feeli¿ar la medic!ón de EMG. {B} Reg¡st'o
representat¡vo de un músculo sin aciividad espontanea con puntaie 0 (C) Registro
representátivo de un músculo con punta.ie +. (D) Reg¡stro representativo de un músculo eon
puntaje ++. {E) Registro representativo de un músculo con puntaje +++
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para la colonia ERp57D217N los reg¡Stros observados para animales no-transgénico

y ERp57D217N-Tg eran reg¡sros planos, sin act¡vidad espontánea (Figura 138)' mientras

a,,o an la E;dttrá 1.tr.é tr'¡4.{.á ¡¡¡ rn¡G .ó^'é6áñt^tiv^ de Un gnimgt Q^n¡cg:o

sintomático, utilizado como un control posiiivo. en el cual se pudo ob§ervar activ¡dad

espontánea y f¡brilaciones profusas del mÚ¡sculo gastrocnemius. En la Tabla 3 se

piesearia É¡ aesuúiÉij dÉ ¡os pu¡liajes asigiladÓs a las n-rÉdit;Ú-,¿s obteñilias eil i.rs

ratones analizados de Ia colonia ERp57D2t'*, SODlnnuA sintomático se analizaron 6

ratones no transgénicos y 5 ratones ERp57D217N-Tg, de los cuales ninguno mostrÓ

aclv¡dad espontAnea en e¡ muscu¡o gastrocnem¡us, io cua¡ corresponcle a una

ountuac¡ón de 0. En coñirol pos¡tivo, ratones SOD'lGe3A, presentan activjdad

espontánea y flbrilaciÓn es profusas, io cual corresponCe a un puntaje de +++

Para ie colon,a ERp5Tots'K los reg¡stros observádo§ pala animales no-tran§génicos

y ERp57o€1K-Tg fueron registros planos, con fibrilac¡ones espontáneas y aisladas y

iibrilac¡ones con asociaciÓn, los cuales tienen puntajes 0 (Figura 138), + (Figura 13C) y

++ (FiEura 13D), respectivamente. En la Figura 13E, se muestra un EMG

representativo de un animal SODIGe3A sintomát¡co, utilizado como un control pos¡tivo,

en el cual se puede obseruar actividad espontánea V f¡br¡laciones profusas del músculo

gastrocnemius. En la Tabla 4, se presenta el resumen de los puntajes asignados a las

medic¡ones obtenidas en los ratones anal¡zados de la colonia ERp57oa8lK y SODIGe3A

sintomát¡cos -se anal¡zaron 6 ratcrnes no lransgénicos, de los euales tles no

presentaron actividad espontánea en el músculo gastocnem¡us con un puntaje 0, dos

ratones presentaron un puntaje + y un ratón presentó un puntaje más agresivo de ++

c^ a^^ri,^.^n a .^r^^A- ¡-ohq7o¿8lf r_- .{a !^. ^,,.1^¿: l.n^ ^^+i,ri¡-.¡Jg AIiUIi¿uiu'i J idiuiiu'r EñijJ/ i:¡ üú ;ur vliúi-v Li§,r ¡¡v rruJú,'isiw¡r

espontánea en el músculo gastocnem¡us con un punlaje 0, cuatro ratones presentaron
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Tabla 3. Resumen de resultados de EMG de ratones de la colon¡a ERp57o217N y SOD1Ge3a.

Se midió e¡ registro cie EMG dei músculo gasfrocf,emius derecño y se le asignÓ el.P-untaje

correspondiente (ver materiales y métodos) para lo observado en ratones ERp57"''''"-Tg-Y
hermahos de camada notransgénicos. Como control positivo, se util¡zaron ratones SODIcw"
§intomáticos.

Tabla 4, Resumen de resultados de EMG de ratones de la colon¡a ERp57a41K y SODIq934.
Se mid¡ó et registro de EMG del músculo gasfrocnemi¿ls derecho y se le as¡gnÓ el^Puntaje

correspondiente (ver materiales y métodos) para lo observado en ratones ERO57"*'^-Tp-y
hermanos de camada no-transgénicos. Como control pos¡iivo, se utilizaron ratones SOD1"*
sintomátisos.
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un puntaje + y un ratón presentó un puntaje más agres¡vo de ++. En cuanto a los

controles positivos, ratones SODl Gsa, se observó una acl¡v¡dad espontánea y

f¡br¡lación profusa, lo cual corresponde a un puntaje de +++.

Estos resultados muestran que la mutación D217N en ERp57 no generó efectos

adversos a nivel funcional de la UNM del músculo gastrocnemius, ya que los ratones

ERp57D217N-Tg no presentaron activ¡dad espontánea en el músculo. Para la colonia

ERp57o€1K, se observó que en ambos genot¡pos de ratones, no-transgén¡cos y

ERp57o481K-Tg, existen puntajes 0, + y ++. Esto se puede deber a la avanzada edad

donde se anal¡zaron (400 días de vida), donde existen procesos que afectan la

funcional¡dad muscular por el envejec¡miento (Harwood y col., 201 1), lo que no estaría

ligado a la expresión de la mutación en ERp57.

Otra aproximación para estud¡ar la causa de los problemas motores desarrollados

en la colonia ERp57D217N y ERp57oa81K, se real¡zó a través de la med¡ción de la sinaps¡s

neuromuscular de estos ratones. Para esto, se analizó la UNM del músculo del

d¡afragma (músculo relevante que pierde inervación en el curso de la ELA) (Perez-

garc¡a y Burden, 2012; Dupuls y co¡., 2009; L¡u y col., 2013). Para esto se utilizó o-

bungarotoxina (BTX)-Alexa-488, molécula que se une los receptores de acet¡l colina

(AChR) presentes en e¡ aparato post-sinápt¡co (F¡gura 14 y l5)- La Figura 14A y 15A

muestran fotos representativas de la banda de rac¡mos o "c/usfers" de AChR a lo largo

del d¡afragma obtenidos para los ratones ERps7D"'"-Tg y ERp57o€1K-Tg y ratones

controles respect¡vos.

La mutación D2l7N en ERp57 generó una banda más angosta de "c/usfer§" de

AChR en comparación con los an¡males controles (no{ransgén¡cos). Se cuantificó el

ancho de las bandas de AChR (Figura 148) y se obtuvo que los ratones transgénicos
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Fioura 15. Análisis del ancho de banda de los terminales post-s¡nápticos en ratones de
iaiolon¡a ERp57o4iK. Músculos diafragmas de ratones ERps7oa81K-Tg y de sus hermanos de

camada no-transgénicos se tiñeron cún o-BTx (verde) pan analiz el ancho de banda de

?lusfers" de AChR. (A) lmágenes representativas del ancho de banda de ?¿rsfers" de AChR
en diafragmas de ambos genot¡pos. {B) Cuantifcación de ancho de banda cada 134 pm a Io
largo de toda la extensión dorsoventral de los d¡afragmas. Se realizÓ entre 60 a 80 med¡c¡one§
poi d¡afragma. (C) Cuant¡ficación del número total de aparatos poslsinápticos en la sección
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presentan un perfil de bandas más angosto, donde cerca de un 60% presenta un

ancho menor a 150pm, mientras que los hermanos no-transgén¡cos presentan un perfil

de banda más ancho, en donde un 60% de las bandas miden entre 150 y 300 pm.

Además, se cuantificó el número total de "c/usfers" de AChR (Figura l4C), el cual

resultó sign¡ficativamente menor en animales ERp57D2'7N-Tg en comparación con

ratones controles. La mutación Q48lK en ERp57 no generó diferencias en cuanto al

ancho de banda de'b/usfers"de AChR en comparación con los animales controles (no-

transgénicos). Se cuantificó el ancho de las bandas de AChR (Flgura 158) y se obtuvo

que los ratones ERp57o481K-Tg no presentaban diferencias en el pert¡l de bandas, en

comparación con los hermanos no-transgén¡cos. Además, se cuantificó el número total

de "c/usfers" de AChR (Figura 15C), el cual disminuye significativamente en an¡males

ERp57oa81K-Tg en comparación con ratones controles.

También se anal¡zaron las morfologías de las UNM. Se real¡zaron reconstrucciones

tr¡dimensionales (3D) de las UNM a partir ¡mágenes de secciones transversales o "z-

sfacks" de diafragmas completos montados y teñidos con 0BTX. Las Figuras 16A y

17A muestran imágenes representáivas de UNM de ambos genotipos analizados. En

Ia colonia ERp57D217N se observó que los ratones no{ransgénicos presentaron una

mayor proporción de UNM con forma madura tipo "pretzel", m¡entras que los ratones

ERp57D217N-Tg presentaron UNM con morfologías alteradas. En la colonia ERp57o481K

se observó que no existen grandes d¡ferencias entre los ratones no{ransgénicos y los

ratones ERp5Toou'n-Tg ya que ambos tienen mayores proporc¡ones de UNM con forma

madura tipo "pretzel".

A modo de referencia, las F¡guras 168 y 178 muestran imágenes represeniativas

de mayor magnificación de todos los tipos de morfología encontrados en 
'os

d¡afragmas estudrados, los cuales comprenden forma madura tipo 'pretzel" (attamente
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F¡gura 15. Anál¡sis de las morfologías de UNM dg- t-os ratone§ de la colonia ERp57D217N.

Müsculos d¡afragmas completos de iatones ERp57o2r7N-Tg y sus hermanos de camada no-

transgénicos se tiñeron con d-BTX (verde) para anaiizar ia morfb¡ogia de ¡as ÜNM mediante las
proyecc¡ones de los "z-sfacks': (A) lmágenes representativas de d¡afragmas ratones no-
irarisgénicos y ERp57D217N-Tg. (B) Las d¡ferentes morfologías de las UNM observada§ se
agruparon en 5 categorías: l\iladura t¡po "pretzel", con forma de ClO, fragmentado y

desmantelado. (C) Cuantilcac¡ón de Ia d¡stribuc¡ón de la frecuencia de las diferente§
morfologías de 50-70 UNM d¡ferentes por animal y por genotipo. Los resultados se presentan
coma ei pfomedio I el enor estándaI del prame4io de {n = 4} retan€3 por genotipo (p valuei
--", p.0,001: comparado con ratones nolransgénicos, ANOVA de una vía). Escala de barra:
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complejos y ramificados que poseen parte de su ¡nter¡or con una baja dens¡dad de

agregados del AChR), Ia forma C/O (estructura con una o más perforaciones grandes

que tienen sólo una abertura en su borde,) la forma fragmentada (formados por la

disgregación en segmentos de agregados del AChR en un número mayor a 4

fragmentos) y forma desmantelada (estructura que se ve de menor complejidad y

tamaño, además de una morfología ¡rregular respecto de un "prezel').

Cuando se analizó el patrón de UNM encontrado en ratones ERp57D217N-Tg, se

obtuvo que existe un aumento signif¡cat¡vo de morfologias desmanteladas y una

tendencia al aumento de las formas CiO, mientras que la forma madura tipo "preaef'

disminuye sign¡f¡cat¡vamente, al compararlos con raiones controles (Figura '16C),

mientras que en las UNM de los ratones ERpS7oa8lK-Tg no se observaron cambios

signif¡cativos en las morfologías s¡ se comparan con ratones controles (Figura 17C).

A continuación, para observar los patrones de inervación presentes en ambos

genotipos se realizó el análisis de los áparatos pre- y post-sinápticos de las UNM. Para

esto, d¡afragmas complelos se montaron y tiñeron con un ant¡cuerpo ant¡-

neurofilamento (de color rojo) para marcar el aparato pre-simpático y con oBTX (de

color verde) para marcar el aparato post-sináptico. Mediante proyecciones de "z-

sfacks", se ¡ogró visualizar ambos aparáos en las UNM, en la Figura 184 y 19A se

muestran imágenes representativas de las UNM para ambos genot¡pos.

Para la colonia ERp57m17N, los animales no-transgénicos presentaron UNM

íntegras, en las cuales el aparato pre-s¡náptico inerva completamente el aparato post-

s¡náptico, que a su vez presentó formas madura§ tipo "pretzet". En cambio, los

an¡males ERps7ur7N-Tg presentaron UNM alteradas, en las cuales e¡ aparato post-

sináptico presentó morfologías anormales y poco complejas. La inervación del aparato

pre-sinápt¡co presentó hinchazón axonal, que está relac¡onado con la retracc¡ón del
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F¡gura 18. Análisis de los aparatos pre- y post-sinápt¡co dé las UNM de los ratones de la
coionia ERp57m"". Diafragrnas eornpletós'oe ratonás de la colonia ERp57D217N se t¡ñieron

con el anti-cuerpo ant¡-neuroflamento (rojo), para v¡sualizar los aparatos pre-sinápticos, y con
ü-BTX (verde), para visualizar los aparatos post-s¡nápt¡cos, para analizar las estructuras de las

UNM med¡ante proyecciones de "z-sfacks". (A) lmágenes representat¡vas de los aparatos pre-
y post-sinápticos. Se muestran ejemplos de dens¡dades post-sinápticas (flecnas) e hinchazón
áional (punta de flecha). (B) Cuant¡ficación de Ia h¡nchazón axonal. Los resultados se
presentan como el promedio t el error estándar dél promedio de n = 4 ratones pofgenot¡po..(p
value: '*, p < 0.01; óomparaoo con animaies no+ransgánicos (No-fg); prueba f de Student). iei
lvlapas de calor de las reconstrucc¡ones 3D de los aparatos post-s¡nápticos de ratones de la
colonia ERp57D217*. El mapa de calor représenta la distr¡buc¡ón de ¡as UNM de mayor volumen
(hac¡a colores morado) hasta las de menor volumen (hacia colores Oos). (D, E) Morfometria
cuant¡tativa de > 60 aparatos post-s¡nápticos estudiados. Se muestran los resultados como el
promedio i el enor estándar del promedio de (n = 4) ratones por genot¡po. (p value: *, p < 0.05;
,*, p . 0,01; -**, p < 0,001; comperedo con ratones nctrsnsgénicos, ANOV,A de une '¡lai.
Escala de bana: (A) 20 Um y (C) 50 pm.
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Fiqura 19. Anális¡s de los aparatos pre- y post-s¡náptico de las UNM de los ratones de la
co'ionia ERp57a4'^. Diafragmas completós'oe ratonás de Ia colon¡a ERp57o€1K se t¡ñ¡eron
con el anti-cuerpo anti-neurofllamento (rojo), para v¡sual¡zar Ios aparatos pre-sinápt¡cos, y con
ü-BTX (verde), para visualizar los aparatos posl§¡nápticos, para analizar la§ e§tructuras de las
UNM mediante proyecciones de "z-stacks". (A) lmágenes representat¡vas de los aparatos pre-
y post-sinápticos. Se muestran ejemplos de hinchazón axonal (punta de fecha). (B)
Cuani¡f¡cación de la hinchazón axonal. Los resultados se presentan como el promed¡o I el
error estándar del promedio de n = 4 ratones por genotipo. (p value: **, p < 0.01; comparado
con an¡males ño-tmnsgéliicos (,'.lo-Tg); piueba f de Studer,t). (C) tuiapas de ealor^d^e. Ias

reconstrucciones 3D de tos aparatos post-sinápt¡cos de ratones de la co¡onia ERp57-*'^. El

mapa de calor representa la d¡str¡bucién de las UNM de mayor volumen (hacia colores morado)
hasta las de menor volumen (hacia colores rojos). (D, E) Morfometría cuantitat¡va de > 60
aparatos post-s¡nápt¡cos estudiados. Se muestran los resultados como el promedio f el error
estándar del promedio de (n = 4) ratones por genotipo. (p value: no signiflcat¡va (n.s), p > 0,05'
comparado con ratones no-transgénicos. ANOVA de una vía). Escala de barra: (A) 20 um y {C}
50 pm
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terminal, un fenotipo característico de ratones envejecidos y que también se observa

en modelos murinos de la ELA (Valdez y col., 2012; Valdez y col., 2010). Este fenotipo

patológico se cuantificó (Figura l8B) y se observó que los ratones ERp57o217N-Tg

presentan porcentajes de aparatos pre-sinápticos con hinchazón axonal

signif¡cat¡vamente mayores que sus hermanos de camada no-transgénicos.

Para la colonia ERp57o*t^, se encontró entre ratones no-transgénicos y

ERps7o€1K-Tg en cuanto a los aparatos pre-sinápt¡cos. Los terminales axonales

presentaron elevado porcentaje de h¡nchazón axonal (F¡gura 198). Esto muestró que

existen diferenc¡as por genotipo a¡ expresar la forma mutante Q481K en ERp57 en este

parámetro.

Otro parámetro de las UNM que fue analizado en ratones mutantes de ERp57

correspondió a la superfic¡e y los volúmenes totales de los aparatos post-s¡nápticos' En

las F¡guras 18C y 19C se muestran mapas de calor de la reconsirucción 3D de los

aparatos post-sinápticos de ratones de ambos genotipos y sus hermanos de camada

no-transgénicos correspondientes. El mapa de calor representa la d¡str¡buc¡ón de las

UNM de mayor volumen (hacia colores morado), hasta las UNM de menor vo¡umen

(hacia colores rojos).

Los ratones ERp57D217N-Tg presentaron colores de las UNM que represenlan

volúmenes menores, comparados con los ratones no{ransgénicos. Las

cuantif icaciones mostraron una disminución en el volumen total (Figura 'l8D) y en la

superfic¡e (Figura 18E) de las UNM de ratones ERp57D217N-Tg en comparación con

ratones controles. Los ratones ERpS7oa8lK-Tg y sus controles presentaron colores de

las UNM que representan volúmenes altos para los dos genotipos. Las cuantif¡caciones

mostraron que no varían los volúmenes totales (Figura 19D), ni en la superficie (F¡gura

lgE) de las UNM de ratones ERp57o€1K-Tg, en comparación con raiones controles.
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7.4. Análisis de músculo esquelético de ratones ERp57 mutantes.

En la ELA, diferentes grupos de motoneuronas son vulnerables a sufr¡r

degeneración en diferentes etapas de la enfermedad (Saxena y Caroni, 2011), por lo

que analizar las fibras musculares inervadas por las motoneuronas es un parámetro

imporiante de estudiar. Además, el estudio de Woehlbier y col., 2015 determ¡nó que los

ratones KO condicionales de ERp57 presentaron alteracione§ del músculo esquelético-

Por lo ianto, con el objetivo de estudiar las posibles consecuenc¡as a n¡vel muscular

debido a las alterac¡ones de las UNM encontradas en ratones de ambas colonias, se

realizó un análisis b¡oquím¡co e histopatológico del músculo esquelét¡co.

Es importante anal¡zar si se expresan las formas mutantes de ERp57 en el músculo

esquelético, ya que s¡ esto ocurre, las mutantes de ERp57 podrían tener efectos fuera

del SNC. Existen estud¡os que muestran que la expresión de genes bajo el promotor de

prion puede ocunir fuera del SNC (Borchelt y col., 1996). Además el músculo es un

tejido vulnerable y afectado durante la progresión de la ELA (Valdez y col., 2O12)- Para

confirmar si existe sobreexpresión de las formas mutantes de ERp57 en músculo

esqueléiico, se anal¡zó los niveles proteÍna med¡ante anál¡s¡s de Western blot del tejido

muscular-

Se detectó la proteÍna de ERp57 util¡zando un anticuerpo anti-ERps7 (F¡gura 20).

Los resuttados mostraron que ERp57 se expresa en los an¡males transgénicos. De

esta forma, se determinó que la sobreexpresión de proteína ERp57m17N es de 3 veces

y de ERp57oa81K es de 7 veces la proteÍna endógena en el músculo esquelético en

comparac¡ón con sus hermanos de camada no-transgénicos.
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F¡gura 20. Niveles de la proteína ERp57 en ¡¡neas transgénicas que sobreexpresan
Eñp57o217 y EBpl?o*'n en el mú-sculo'esquelét¡co. Los niváles de próteina ERp57 de las
colonias ERp57"'''^ (A) y ERpsT'''*'^ (B) se analizaon en músculo esquelético med¡ante
análisis de Westem blot ut¡lizando el anticuerpo anti-ERp57 (panel izqu¡erdo). La cuantificac¡ón
se realizó con respecto al control de carga HSP90 (panel derecho). Se muestra el promed¡o t
el error estándar del promedio de (n = 7) para ERp57 no-transqénicos v (n = 7) oara
ERp57o3r7N-Tg (A) y (n = 3) para ERp57 no-ránsgenicos y 1n = Z¡ eR[57o4'*-ig'1B). (p'vátue:
", p < 0,05; **, p . 0,01: comparado con ratones no{ransgén¡cos (No-Tg), prueba t de
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También se analizaron las f¡bras musculares de ambas colonias (Figwa 21 y 22).

Este anál¡s¡s se realizó en el músculo Tibialis anteior (TA), que se disercionó desde

ratones ERp57D"*-Tg y ERpS7o€1K-Tg y desde sus hermanos de camada no-

transgén¡cos respect¡vos, los que luego se cortÓ en un criostato en secciones de 20 pm

de espesor.

Primero se analizó la morfología de f¡bras musculares mediante la tinción de

hematoxilina-eosina (F¡gura 21A y 22A), la cual mostró que está no se encuentra

afectada por la mutación D217N ni por Q48lK en ERp57. A continuación, se co{iñó

con Pardo Bismarck y verde metil los depósitos de colágeno que se encuentran en los

músculos y se observó que las muestras de tejido proven¡entes de ratones ERp57D217N-

Tg y ERpS7o€1K-Tg no presentaron fibrosis del músculo esque¡ét¡co (F¡gura 218 y

228).

Finalmente, se analizó la presencia de centronucleación en miofibras, conformación

que usualmente se encuentra en músculos con distrofia (Totsuka y col., 1998). La

centronucleación ocurre durante la regeneración y reparación de las miof¡bras después

de una lesión y su abundanciá está corelacionada con problemas en los c¡clos de

degeneración/regeneración (Goetsch y col., 2003). Las secc¡ones de tejido muscular se

co-tiñeron con aglutinina de germen de tr¡go conjugado mn Alexa-488 para marcar la

membrana plasmática y además DAPI para los núcleos. La ausencia de núcleos

centrales sugirió que la mutación D217N y Q48lK en ERp57 no afectó los ciclos de

degeneración/regeneración del músculo esquelét¡co (Figura 21C y 22C).
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F¡gura 21. Análisis det músculo esquelético de la colon¡a de ratones ERp57D217N, El
músculo lib,alls anter¡or ÍAl de ratones de la colonia ERp57D21'N se diseccioné y t¡ñó con
diferentes marcadores de integridad de las fibras musculares. (A) T¡nc¡ón de hematoxilina-
eos¡na (HE) muestra la morfologia de frbras musculares. (B) La t¡nción con Pardo Bismarck-
verde met¡l (P-G/M-G) muestra s¡ existe fibros¡s del músculo esquelético. (C) La co-t¡nción con
aglutinina de germen de tr¡go (WGA) conjugado con Alexa-488 y DAPI muestra s¡ hay efectos
en los ciclos de degeneración./regenerac¡ón, Para todas las t¡nciones real¡zadas se muestran
imágenes representativas para cada genotipo adquiridas en la misma región anatómica del
músculo TA (n = 4 por genotipo). Escala de barra: 50 pm.

75

'¡



A

No-iransgónico ERP57 r'r'-r'-Tg

B

c

Figuta 22, Análisis del músculo esquelét¡co de la colon¡a .qe ratones ERps7a4rK. El
músculo lóla/rs anteiar (TA\ de ratones de la colonia ERp57-""'' se diseccionó y t¡ñó con
diferentes marcadores de integridad de las f¡bras musculares. (A) TinciÓn de hematoxil¡na-
eos¡na (HE) muestra la morfologÍa de fibras musculares. {B} La tinciÓn con Pardo Bi§marck-
verde met¡! (P-G1M-G) muestra si existe fibrosis del músculo esqueléiico. (C) La co-t¡nción con
aglutinina de germen de trigo (WGA) conjugado con Alexa-488 y DAPI muestra si hay efectos
en los c¡clos de degeneraciónlregenerac¡ón. Para todas las t¡nc¡ones realizadas se muestran
imágenes representativas para cada genotipo adquirjdas en la misma región anatÓmica del
músculo TA (n = 4 por genoi¡po). Escaia oe bana: 50 ¡.rm.
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Las propiedades funcionales y estructurales del músculo esquelétlco dependen de

la ¡nervación de las motoneuronas, por lo que también se anal¡zó la morfología y

d¡str¡buc¡ón de miofibras en el músculo TA, utilizando una tinc¡ón que permite

determinar la actividad NADH-TR con el fin de ident¡ficar m¡ofibras ox¡dat¡vas. La

Figura 23A y 24A muestra imágenes representat¡vas de secciones transversales de

ambos genotipos.

Para la colonia ERp57D217N se observó que existen proporc¡ones var¡ables de

tinciones positivas (azul oscuro), tinciones intermedias (azul) y tinciones negátivas

(azul claro) en tos diferentes genotipos. Los ratones ERp57D17N-Tg mostraron mayor

cantidad de m¡of¡bras con actividad NADH-TR positiva (f¡bras de contracción lentas) y

menor cantidad de negativa (fibras de contracc¡ón ráp¡da) (Figura 238). Estos análisis

mostraron que existe un perfil de tipos de miof¡bras ox¡datlvas alterado generado por la

mutación D217N en ERp57, ya que hay una dism¡nuc¡ón en el tipo de fibra muscular

que es inervada por las motoneuronas vulnerables durante la ELA- Por oira parte el

análisis del área de estas fibras musculares (F¡gura 23C) mostró que no existe

var¡ac¡ón en el área de las fibras de contracción rápida ni lentas.

Para la colonia ERp57o€1K se observó que no existen proporciones variables de

t¡nciones positivas (azul oscuro), tinciones intermedias (azul) y tinciones negaiivas

(azul claro) en los diferentes genotipos. Los tres tipos de miofibras oxidaiivas

mostraron similares n¡veles entre ratones ERp57o*tn-Tg y sus hermanos de camada

no-transgénicos (F¡gura 248). La cuant¡ficación del área de las fibras ráp¡das y lentas

mostró que no existen diferenc¡as entre ambos genotipos (Figura 24C).
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En conjunto, estos resu¡tados indicaron que la mutac¡ón D217N en ERp57 en el

SNC producen problemas motores en ratones, posiblemente deb¡do a alteraciones en

la fis¡ologia muscular resultado de una disrupc¡ón de la§ UNM. Mientras tanto, el bajo

desempeño motor encontrado en ratones con la mutación Q481K en ERp57 no estaría

relac¡onado con alteraciones en la f¡siología muscular, ya que no presentaron

diferencias con sus controles.

7.5. Evaluación de la activación de la UPR en el SNC en los modélos murinos

que sobreexpresan las formas mutantEs de ERp57'

Para estud¡ar la posible generación de estrés de RE y la activación de la respuesta

de proteínas mal plegadas en los ratones que sobreexpresan las formas mutantes de

ERp57 D2l7N y Q481K, se evaluó los niveles de expres¡ón de algunos de los

marcadores de está vía de señal¡zac¡ón med¡ante qPCR y mediante análisis de

Westem blot, en muestras provenientes de médula esp¡nal, corteza y cerebelo. En las

Figuras 25 y 26 se muestran las cuantificaciones de los niveles de expresión de mRNA

obtenidos en los tres tejidos anal¡zados mediante qPCR y normalizados con respecto a

actina y @n respecto a cada uno de los iejidos proven¡entes de animales no-

transgénico. Los marcadores de la UPR anal¡zados corresponden aXbpls (Figura 254

y 26A), Bip (Figura 25B y 268) y Ct op (Figura 25C y 26C) para las colonias

ERp57D217N y ERp57o€1K respectivamente. También se analizó los niveles te Aff3

(Figura 25D y 26D), marcador general de estrés, que se uiilizó como un parámetro

adicional para el estudio de estos modelos. No se observó una activación de la UPR al

analizar los resultados de los marcadores estudiados en los ires tejidos estudiados.

Solamente se observó tendencias de aumento de los mRNAs de BiP y Chop en la
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médula espinal de los ratones ERp57D217N-Tg y en la corteza de los ratones

ERp57o€rK-Tg.

Adicionalmente, se analizaron los niveles de expresión proteica en médula espinal,

corleza y cerebelo de dos chaperonas del RE: BiP y ERp72, Ias cuales pertenece a la

fam¡l¡a de las PDl. Esto se realizó medlanie el análisis de Westem blot en tejidos

provenientes del sistema nefvioso central y que se muestran en la Figura 274 para la

colonia ERp57D2"* y 
"n 

la Figura 28A para la colonia ERp57o61K. Se realizó

cuantif ¡caciones de los niveles de expresión de estas proteínas obtenidos med¡ante

Westem blot y se normalizaron con respecto a actina y a cada tejido proveniente desde

animales no{ransgén¡cos para Ias colonia ERp57D217N iFigu ru 278 y 28C) y ERp57o€1K

(Figura 27B y 28C).

En el caso de los ratones ERp57D217N-Tg, no se observaron grandes var¡acione§ en

los niveles de las chaperonas analizada§ en los diferentes tejidos. Solamente se

regisiró una ciisminución signh'icaiiva de ERp72 en Ia corleza y un leve aumenio de BiP

en el cerebelo. Para los ratones ERpS7o€1K-Tg, BiP aumentó levemente sus niveles en

la médula esp¡nal y signif¡cativamente en ¡a corteza, mientras que disminuyó levemente

en el cerebelo. El aumento de BiP en corteza se correlaciona con los resultados

obtenidos en la Figura 268 para los niveles de mRNA de Brp en este mismo tejido. En

el caso de ERp72, esta disminuyó levemente en la médula espinal y aumentó en Ia

corieza y en el cerebelo.
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Fioura 27. Análisis de Westem blot de chaperonas del RE en los te¡idos del SNC de
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7.6. Determinación del posible efecto de la sobreexpresión de las formas

mutantes de ERp57 sobre proteínas sinápticas.

Las proteínas sinápticas cumplen un rol en la mantención de la estab¡lidad e

Integridad de la UNM (Moloney y col., 2014). Recientes invest¡gac¡ones han mostrado

que ERp57 estaría catalizando el plegam¡ento de proteínas sinápticas (Almeida y col.,

2011; Torres y col., 2015), junto con el estud¡o de Woehlbier y col., 2015, donde se

deierm¡nó que los ratones KO condic¡onales de ERp57 en el SNC presentaron

alterac¡ones en el perf¡l de proteínas sinápticas. De esta forma, debido a que los

ratones que sobreexpresan formas mutantes de ERp57 pre§entan aparatos sinápticos

anormales en las uniones neuromusculares del diafragmá, se anal¡zó med¡ante

Western blot la expresión de un conjunto de proteínas sinápticas que son sustratos

putat¡vos de la chaperona ERp57 en tejido de médula espinal, corteza y cerebelo.

Las proteínas analizadas fueron la proteína de Prion (PrP) la cual se puede

encontrar de forma d¡-glicosilada, mono-gl¡cosilada y no-glicosilada, Glicoproteina de

vesícula sináptica 2 (SV2), s¡naptofisina, proteína de densidad post-sináptica 95

(PSD95) y el receptor de NMDA 2a (NMDAR2a). Las Figura§ 29A, 31A y 334

corespond¡entes a Ia colonia ERp57D217N y las F¡guras 30A, 32A, 34A

correspondientes a la colonia ERp57o61K muestran los niveles de proteínas sinápticas

en médula esp¡nal, corteza y cerebelo respectivamente.

Se realizaron cuantif icaciones de los niveles de expresión de proteína obtenidos

mediante Western blot y normalizados con respecto a actina, HSP90 o tubulina y a

cada tejido proveniente de an¡males no{ransgén¡cos para las colonias ERp57D217N y

ERp57oa18K. Las cuantif¡cac¡ones de las proteínas sinápticas de médula espinal se

muestran en la Figura 298-G para la colonia ERp57D217N y la Figura 308-G para la
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Fiqura 30. Análisis de Western blot de prote¡nas s¡nápticas de médula esp¡nal de los ratones 
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coi;nia ERp¡tó**. (A) Los n¡veles de proteÍnas sinápticas de ratones dé la colonia ERp57e81K se

analizaron mediante Western blot. Se analizaron tos nivetes de PrP total (B) y las formas glicosiladas (C),

sv2 (D), s¡naptofi§¡na (sinapto.) (E), PSD95 (F) y NMDAR2a (G) en médula espinal. La Guantif¡cación se
realizó con respecto al control de carga actina, HSP90 o tubulina. Las cuantificaciones se presentan como él

promedio t el árror estándar del pror;edio de (n = 3) para ERp57 no-transgén¡cos y (n = 7) para ERp57oa81K-
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Figura-32. Anál¡sis de Westem blot de proteínas sinápticas de corteza de los ratones de la colon¡a
ERp57aa81K. (A) Los n¡ve¡es de proteínas sinápt¡cas de ratones de la colonia ERp57aa31k se analizaron
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colonia ERpsToou'o. Las cuantificaciones de las proteínas sinápticas de corteza se

muestran en la Figura 3lB-G para Ia colonia ERp57D217N y la Figura 328-G para Ia

colonia ERp57o"'*. Las cuantif icaciones de las proteínas sinápt¡cas de cerebelo se

muestran en la F¡gura 33B-G para la colonia ERp57D217N y la F¡gura 348-G para Ia

colonia ERp57o41K.

Para ratones ERp57D17N-Tg, se observó alteraciones en los niveles de la mayoría

de las proteínas estudiadas en médula esp¡nal, donde aumentan los niveles de PrP

total, PrP di-glicosilado y PSD95, mientras que disminuyen los niveles de NMDAR2a y

SV2. En la corteza cerebral, se mantuvieron constantes los n¡veles, con excepción de

una disminución de PSD95 y un aumento de SV2, m¡entras que en cerebelo hubo

tendencia en la disminución de todas las proteÍnas, siendo mayor en sv2, s¡naptofis¡na

y NMDAR2a.

Para ratones ERp57o41K-Tg, en médula espinal se mantuv¡eron relativamente

constantes los niveles de proteínas, en corteza ex¡st¡ó tendencias del aumento de

todas las formas de PrP y sV2, m¡entras que en cerebelo se encontró aumentado las

formas de PrP total y d¡-gl¡cosilada y disminuyó sv2. Los resultados obten¡dos con las

mutaciones D217N y Q481K en ERp57 mostraron que existen alteraciones en el perfil

de los niveles de estas proteínas s¡nápticas en los diierentes tejidos analizados, siendo

mayor para el caso de la mutante D217N.

Debido a que se encontró un perfil de proteinas sinápticas alterado en lo§

diferentes tejidos del sNc de los ratones mutantes de ERp57, se analizaron los niveles

de mRNA de cada proteína con diferencias significativas, con respecto a sus hermano§
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de Camada no{ransgénicos, para determinar si la alteración ocurre a nivel de transclito

o de proteínás.

La Figura 35 muestra los niveles de mRNA cuantificados con respecfo a actina.

Para la colon¡a ERp57D217N los n¡veles de transcrito de Sv2 no variaron en médula

espinal, corteza o cerebelo (Figura 35A), Psd95 no var¡ó en médula esp¡nal y corteza

(Figura 358), Nmdar2a no varió en médula esp¡nal y cerebelo (F'gura 35C) y

Sinaptofis¡nano varió en cerebelo (Figura 35D). Para la colonia ERp57o€1K, los niveles

de mRNA de SV2 no variaron en el cerebelo (Figura 35E). De esta forma, las

d¡ferenc¡as en el perfil de proteínas sinápticas encontradas en los tejidos del sNC

ocuren a nivel de proteína y no de mRNA. Debido a que ERp57 cataliza el

plegam¡ento de un subconjunto de glicoproteínas (Rutkev¡ch y col., 2010; Almeida y

col., 2011), las mutac¡ones en ERp57 podrían estar afecitando el correc{o plegamiento

de sustratos, alterando el perf¡l global de proteínas sinápticas en el SNC.
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s. DtscustÓN.

ERp57 es una chaperona y foldasa res¡dente del RE que part¡cipa en el ciclo de

plegamiento de proteínas de CM«CRT. El mal plegamiento de proteinas y la formación

de agregados tóxicos están ¡nvolucrados en la etiología de un gran número de

enfermedades neurodegenerat¡vas como la EA, la EP y la ELA. Múttiples evidenc¡as

sugieren que las PDI juegan un rol ¡mportante en atenuar el estrés de RE y la

agregación de proteínas mutantes (Andreu y cf,l., 2A12). Así es, que las PDI son

consideradas como blancos de ¡nvestigación por su posible modulación y

neuroprotección en desordenes relacionados a proteínas mal plegadas.

En este Seminario de título se carac{er¡zaron dos nuevos modelos de ratones

transgénicos, que sobreexpresan las formas mutantes de ERp57 D217N y Q481K

asociadas a la ELA en el SNC. Estos ráones desanollaron deterioro motor,

alteraciones en las UNM y fisiología muscular, siendo más agresivo en el caso de la

mutac¡ón D217N en ERp57. Estos fenotipos son generados probablemente por una

alterac¡ón en el perf¡l de proteínas s¡nápticas y alteraciones el plegamiento de pos¡ble§

sustratos de ERp57.

8.1. Modelos transgén¡cos que sobreexpresan formas mutantes de ERp57

D2l7N y Q48lK.

Los modetos murinos caracterizados sobreexpresan las formas mutantes de ERp57

en el SNC con un marcador FLAG{ag en su extremo C-terminal- El promotor util¡zado

es de la proteína pr¡on murina, que se expresa en altos n¡veles y de forma ubicua en

fejidos nerviosos desde edades embrionarias tempranas y continúa durante toda la

vida (Borchelt y col., 1996; Ford y col., 2002; L¡nden y col., 2008). Este promotor ha
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sido ampliamente usado para dir¡g¡r la expresión de genes específicamente en el

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

Cabe destacar que para analizar las colonias de ERp57 muiantes, es importante

realizar comparaciones con el modelo murino de ganancia de función de ERp57M en

el SNC, la cual fue descrita por Castillo y col., 2015, para determ¡nar que el fenotipo

encontrado se debe a la mutación presente en ERp57 y no a la prcsencia de ERp57

per se. De esta foma, se realizaron observaciones visuáles de ambas colonias

mutantes y no se encontraron diferenc¡a entre los animales transgén¡cos y sus

hermanos de camada notransgén¡cos, ¡o que se comparte en el caso de las colonias

ERpS/w (Castillo y col., 2015). De esta forma, no se encuentran fenotipos causados

por las mutaciones en ERp57 a simple vista.

Análisis bioquím¡co mediante qPCR y Westem blot determinó que los ratones de la

colonia ERp57m17N t¡enen bajos niveles de sobreexpresión, lo cual podría deberse a

un bajo de numero de inserc¡ón de copias del transgen, mientras que los ratones de la

colonia ERp57o4'* tienen alto niveles de sobreexpresión, lo cual podría deberse a un

mayor número de inserción de copias del transgen. Modelos transgénicos con bajos

n¡veles de expresión esián relacionados con niveles semejantes a los rangos

fisiológicos y recap¡tularían la patogénesis de forma similar a los pacientes, pero con

fenotipos menos agresivos. En cambio, ahos niveles de sobreexpresión, como los

encontrados en la colonia Q481K están asociados a fenot¡pos más agresivos

(Alexander y co¡., 2004). Cabe destacar que la colonia de ratones ERp57D217N

desanolló característ¡cas más agresivas y presentó los niveles de §obreexpresión más

bajos, lo que sug¡ere que la mutación D217N en ERp57 genera fenotipos más

adversos en el modelo
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Un grupo experimental de ambas colonias mutantes se dejó envejecer hasta los 15-

18 meses de v¡da, con el objetivo de visualizar la pos¡ble aparic¡ón de fenotipos

característ¡cos de la ELA como la curvatura de la columna, parálisis de extremidades

poster¡ores, dificultad de desplazamiento y parálisis completa, como se descr¡ben en

diferentes modelos murinos de ELAf que sobreexpresan formas mutantes de SODI

(Gumey y col., 1994; Ripps y col., 1995). N¡nguna de las colonias estudiadas presentó

fenot¡pos t¡po ELA a lo largo de su envejecimiento, lo que podria deberse a diferentes

factores, como el hecho que las mutantes s¡mplemente no provocan el fenotipo por

compensaciones de ERp57 endógena, provocan un fenotipo más sut¡l o que lo

provoquen en etapas más avanzadas de vida. Un e§tud¡o rec¡ente mostró 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 fenot¡pos patogénicos en etapas avanzadas

de su vida, presentándose a los 21 meses, lo que muestran que fenotipos patológico§

podrían aparecen más adelante.

La med¡ción del peso corporal en la colonia ERp57D217N mostró una distribuc¡ón

común de peso a lo largo de los registros, donde los machos pesaron más que las

hembras. Para el caso de la colonia ERp57o41K, se observó que los machos no-

transgénicos presentaron levemente más peso que las hembras, pero los machos

transgénicos presentaron en promedio 35% más peso que el resto de los grupos, lo

que podría deberse a la mutac¡ón conf¡ere un aumento de peso por sobre el resto de

los ratones. Se ha descr¡to que el estrés de RE y la vía de la UPR en hipotálamo

poseen un rol en la señalización de leptina, una hormona proteica que regula el apet¡to

y crec¡miento (Ozcan y col., 2009), la cual podría estar afectada por la mutación

Q48lK. De esta forma, se han mostrado ERp57 y leptina podrían interactuar para la
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mantención de la homeostasis energética de las células (Bravo y col., 2011), por lo que

la mutación Q48lK en ERp57 podrÍa explicar un aumento en el peso corporal por

camb¡os en la regulac¡ón de leptina. También existe la posibilidad de que los ratones

machos no-transgénicos desarrollaran menores pesos corporales, lo cual podría

deberse a problemas específicos en la camada obtenida para la realización de este

estudio.

8.2. Problemas motores enconfrados en los modelos an¡males generados.

Para esiudiar el desempeño motor presente en ambas colonias, se real¡zó la

prueba motora VWre Hang test, con el fin de observar si desanollan problemas motores

y de coordinación. Cabe destacar que los ratones que sobreexpresan la forma

ERp57Ñr no presentan diferencias con sus hermanos de camada no-transgénicos en

esta prueba motora (Castillo y ml., 2015), lo que sugiere que no desanollan problemas

motores.

Los ratones machos ERp57D217N-Tg presentan un peor desempeño motor desde el

inicio del t¡empo de análisis, el que se mantuvo por todo el per¡odo de registro

comparándolos con los otros 3 grupos exper¡meniales. Los problemas motores durante

los dos últimos meses de registros llegan a ser sign¡ficat¡vas. Esto sugiere que la

mutación D2l7N produce efectos negativos, los que se traducen en problemas

motores o de coordinac¡ón en los machos transgénicos al menos a partir de los 117

días de v¡da (in¡cio de registros). El fenotipo observado en esta colon¡a es similar al

en@ntrado en los ratones KO condicionales de ERp57 en el SNC, ya que desde el

princ¡pio de los registro, presentan deterioro motor (Woehlbier y col., 20'15). Tamb¡én

cabe destacar que en el caso de ERp57D217N, existe un sit¡o de N-glicosilación artificial

generado por el PNS, Io que se ha descrito que ocure en diferentes enfermedades,

99



donde mutaciones en genes patogénicos generan proteínas glicos¡ladas, las cuale§

son necesarias y suficientes para generar un impacto negat¡vo (Vogt y col., 2007). Esto

podría explicar el peor desempeño motor encontrado en esta colonia desde etapas

tempranas, donde la presencia del sit¡o de N-gl¡cosilac¡ón podría geneEr ganancia o

pérdida de func¡ón de la chaperona debido al N-glicano presente en ERp57 (Vogt y

col., 2007).

En el caso de la colonia ERp57oa81K, Ios registros comenzaron similares para todos

los animales, pero a partir de los 180 días de vida, los machos transgénicos

comenzaron a disminu¡r su desempeño motor, llegando a valores mínimos. Este

resultado muestra que existe un empeoramiento progresivo del desempeño motor en

los machos ERps7o€1K-Tg el cual es significativo en el último mes de registro, esto

podría deberse a procesos acumulat¡vos y degenerativos causados por la mutación

Q481K. Este t¡po de curva con una dism¡nución de desempeño motor es común para

modelos de la ELAf, como por ejemplo los ratones que sobreexpresan SODI muiante

(Gurney y col., 1994; Ripps y col., 1995) y TDP-43 mutante (Wegozewska y col.,

2009), donde además se observa una dism¡nución del peso corporal y una parálisis

progresiva. Otra explicación puede deberse a que los machos transgénicos pesan más,

por lo que el peor desempeño motor podría estar relacionado con la incapacidad de

soportar su propio peso corporal en la prueba del "W¡re Hang test'.

En ambos colonias, se observó que los ratones machos transgénicos son lo que

presentan mayores problemas motores y debido a que no existe diferencias en la

expresión de ERp57 entre sexos, estas observaciones podrían ser atribu¡das a factores

de diferente indole, como por ejemplo de carácter hormonal. En relación a este tema,

se han hecho varios estudios epidemiológicos en poblaciones de pac¡entes 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 reproduct¡vas femeninas

(De Jong y col., 2013), dándole de esta forma un carácter multifactorial a la

fisiopatología de la ELA.

En el estudio realizado por Woehlb¡er y col., 2015, se sugieren que las formas

mutantes de ERp57 generan efectos adversos en la conectiv¡dad neuromuscular y

extensión de neuritas, demostrado en diferentes lineas de cultivos celulares ¡n vitro y

en modelos in vivo de pez cebra. De esta forma, con el fin de evaluar si el imped¡mento

motor generado por las mutaciones en ERp57 era debido a problemas en la inervación

muscular, se real¡zó eleciromiografía (EMG). Tanto los ratones Erp57D217N-Tg como los

no-transgén¡cos no presentaron actividad espontanea en la EMG, lo cual si se observó

en los controles pos¡t¡vos ratones transgén¡cos s¡ntomát¡cos SODI Gsm. E§o puede

deberse a que la carga de UNM maduras lipo "pretzel" que presentaron los ratones

ERp57D217N-Tg, aunque menor que las presentes en animales no-transgénicos, logra

mantener el normal funcionamiento electrofisiológico de las motoneuronas.

En la colonia ERp57o€1K tamb¡én se analizó la EMG y se encontró que sin importar

el genotipo, presentaban músculos s¡n act¡v¡dad espontánea, con fibrilac¡ones aisladas

y con f¡brilaciones asociadas. Esto sug¡ere que existen problemas de inervac¡ón y

funcionalidad en ratones no-transgénicos y ERp57oa8lK-Tg. Debido a que la ac{ividad

espontánea no distingue entre genot¡pos, la expresión de la forma mutante de ERp57

no sería la causa del fenotipo. Estos ratones fueron ánalizados a los 400 días de v¡da,

por lo que se propone que la actividad espontánea seria debido a eventos de

envejecim¡entos. Con el envejec¡miento, existe deterioro de la actividad muscular y

coordinación, lo que resu lta en la aparición de actividad espontanea en los músculos
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(Laursen y col., 200'1; Polotsky y col., 201 1; Wimmer y col., 2013). De esta forma, la

mutac¡ón Q48lK en ERp57 no tendría efeclo sobre la funcional¡dad de la actividad

Cabe destacar que la realización de EMG en ratones KO de ERp57 en el SNC

también presentaron actividad espontánea y tamb¡én fenotipos motores más agresivos

que los observados en ratones ERp57 mutantes (Woehlbier y col. 2015). La activ¡dad

espontanea en EMG es un ¡ndicador de perd¡da de inervación muscular, lo cual es

comúnmente observado en pac¡entes con ELA (lnghiller¡ y lacovelli, 201 1) y en

modelos transgénicos que desanollan fenot¡pos tipo ELA (Wegorzewska y col., 2009),

lo que sugiere que la UNM de los ratones ERp57D217N-Tg son funcionales.

La pérdida de la sinaps¡s neuromuscular es üno de los pr¡meros s¡gnos de la ELA,

la cual conlleva a la pérd¡da del control muscular progres¡vo (lnghilleri y lacovell¡, 201 1)

y a denominar a esta enfermedad como una axonopatía distal, donde la patología de la

motoneurona com¡enza en ia sinapsis muscuiar y procecie en un patrón de

degeneración retrograda hacia el soma ("dying back", en inglés). Debido al bajo

desempeño motor encontrado en ratones de ambas colonias, se analizaron

extensivamente las UNM del diafragma, uno de los músculos relevantes que pierden

¡nervac¡ón durante el curso de la ELA (Perez-garc¡a y Burden,20l2; Dupuis y Loeffler,

2009; Liu y col.,2013). El anál¡s¡s de la distr¡bución de ¡as UNM de los ratones

ERp57D217N-Tg reveló un ancho de banda más angosto de 'clusters" de AChR en el

diafragma y cerca de un 50% menos números totales de "clusfers", lo que se ha

reportado como consecuenc¡a de problemas en la maduración y mantención de las

UNM (Caillol y col., 2012; Okada y col., 2006). M¡entras tanto, en los ratones

ERp57o¿81K-Tg no se encontraron diferencias en el ancho de banda de "c/usfers" de
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AChR, comparándolo con ratones controles, pero sí se encontró un menor número total

de "c/uslers'l Aunque la diferencia es significativa, corresponde solamente a una

d¡sm¡nuc¡ón de cerca de un 10% en el número lotal de "c/usfers".

La conformación de las UNM de los ratones ERp57D217N-Tg también se vio

afectada, ya que la innervac¡ón por parte de los aparatos pre-s¡nápticos presentan

hinchazón axonal, un fenotipo caraclerístico de ratones envejecidos y tamb¡én

presentes en modelos murinos de la ELA, lo que se ha descrito como la retracción del

terminal axonal (Valdez y col., 2012). En los ratones ERp57o41K-Tg también se

encontraron niveles elevados de hinchazón axonal, comparándolos con sus hermanos

de camada no{ransgénicos. Esto toma importanc¡a con respecio a la progres¡ón del

fenotipo generado por la mutac¡ones en ERp57, ya que estos ratones presentan

solamente h¡nchazón axonal y menor número de "clustel' de AChR, que

cronológ¡camente podrían desanollarse primero.

También se encontraron morfologías anormales de los aparatos post-sinápticos de

ratones ERp57D2'7N-Tg y no asÍ, en ratones ERpS7o€1K-Tg. Los ratones ERp57D217N-Tg

presentaron aumentados los niveles de las UNM de t¡po desmantelados, m¡entras las

UNM maduras tipo "prez.el" se encontraron disminuidas, fenotipos que es comúnmente

reportado en etapas pre-sintomáticas de modelos murinos de ELAf (Vinsant y col.,

20'l3a; Vinsant y col., 2013b; Perez-garcia y Burden, 2012).

F¡nalmente, se analizó el volumen de las UNM y se encontraron volúmenes

menores en el caso de los ratones ERp570217N-Tg pero no asÍ en ratones ERp57oa8lK-

Tg. La disminuc¡ón del volumen de la UNM también ha s¡do de§crito en modelos

mur¡nos de ELAf y representa etapas de maduración tempranas de las UNM (Mccown
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et al. 2013; Duval et al.2O14), Resultados s¡milares fueron descritos para los ratones

KO de ERp57 en el SNC, Ios cuales presentan fenotipos más agresivos con

alteraciones drásticas en las ¡nervaciones al igual que en la funcional¡dad.

Estos resultados demuestran que los ratones ERp57D217N-Tg desanollan

conect¡vidad neuromuscular anormal, debido a que la conexión entre el nervio y el

músculo esta atterada. Esto llevarÍa a los ratones a tener un peor desempeño motor,

Mientras tanto para los ratones ERp57o481K-Tg, se encontraron algunos parámetros de

las UNM anormales, por lo que su bajo desempeño motor puede expljcarse en parte

por problemas en la s¡napsis muscular.

La causa de la alteración de las UNM puede ¡nd¡car estados de disfunción o de

enfermedad en el SNC, sistema nervioso per¡fér¡co o a nivel muscular. Una posible

explicación puede deberse a atteraciones en el term¡nal sinápt¡co del nervio, que

pueden modificar los niveles de expresión de proteínas s¡nápt¡cas o receptores

sinápticos y pueden causar la pérd¡da y cambios morfológ¡cos de la s¡napsis y/o

comunicac¡ón entre el nervio y el músculo por la pérdida de su integridad. Estos

resultados concuerdan con recientes estudios de motoneuronas der¡vadas de células

troncales plur¡potenc¡ales inducidas (iPSC) que expresan diferentes mutac¡ones

relac¡onadas con la ELA, en donde alteraciones morfológ¡cas 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 ERp57D217N-Tg, se

analizaron las posibles consecuencias en la fisio¡ogía muscular. Es ¡mportante analizar

si se expresan las formas mutantes de ERp57 en el músculo esquelético, ya que si

esto ocurre, las mutantes de ERp57 podrían tener efectos fuera del SNC. Existen
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estudios que muestran que la expresión de genes bajo el promotor de prion puede

ocurrir fuera del SNC (Borchelt y col., 1996). Se confirmó la sobreexpresión de ambas

!'nute*tes en músculos esque!éticcs de ratones transgén¡cos, siendo Ce 3 veces en

ratones ERpS7D't"-Tg y de 7 veces en ratones ERp57oa18K-Tg en comparación con

sus hermanos de camada no-transgénicos. De esta forma, las proteínas mutantes

pue(lefl ttrlel elccLu§ lUEld QEr §l\\,. LJllelElltCS lllleas Ue lllvtstlgauruli lrdfl lllustlaUU

que existen mecanismos no-autónomos de la célula que pueden contribuir a la

patogénes¡s de la ELA. La expres¡ón de SOD'I mutante en músculo esquelét¡co genera

airofia muscular progresiva y pérdicia de fueza muscular (Dobrowoiny y coi., 2008).

Esto muestra que la expresión de proteínas mutantes en músculo también posee un rol

en la patogénesis de la enfermedad.

Basados en la alteración a nivel de las UNM que se observaron en ratones

ERp57"''""-Tg y ERps7"*'\Tg, se analizaron las posibles consecuenc¡as en la

h¡stopatologia muscular del músculo TA. A este nivel, no se encontraron cambios en la

morfologÍa de f¡bras musculares, fibros¡s del músculo esquelético ni presencia de

centronucleación, por lo que se concluye que no existen alteraciones en los ciclos de

degenerac¡ón/regeneración del músculo esquelético. Estos resultados muestran una

¡ntegridad general del músculo en los animales que expresan las mutaciones de

ERp57.

Las propiedades funclonales y estructurales del músculo esquelético dependen de

la ¡nervac¡ón de las motoneuronas, por lo que para estudiar este parámetro se analizó

la morfología y distribución de miofibras en el músculo TA para determinar la actividad

N,CDH-TR e ¡dentificar miofib¡^as oxidat¡vas. La cuantificación de las rniofibras de

ratones ERp57D217N-Tg muestro que las f¡bras de contracción Ép¡da (NADH-TR
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negativo) se encuentran disminuidas y fibras de contracc¡ón lenta (NADH-TR positivo)

se encuentran aumentadas, lo que muestra que presentan un perfil de tipos de

miofibras alterado. Esto podría explicar el peor desempeño motor presente en estos

ratones. Los ratones ERp57o€11K-Tg presentan un perfil de miofibras oxidativas

semejante al de sus hermanos de camada no-transgénicos, lo que muestra que no

existe alteración o deler¡oro por la sobreexpresión de la mutante Q481K en ERp57.

Un gran número de estudios han moslrado que existe un subtipo de motoneuronas

vulnerables en la ELA, que son las primeras en presentar alteraciones durante etapas

pre-sintomáticas y durante el transcurso de la enfermedad (Saxena y col., 2009;

F¡lézac de L'Etang y co|.,2015). Estas motoneuronas son denom¡nadas fat¡gables-

ráp¡das, ¡nervan los músculos esqueléticos de contracc¡ón rápida mediante UNM y son

select¡vamente las primeras sinapsis en degenerar durante periodos previos a la

aparición de los síntomas clínicos (Frey y col., 2000). De esta forma, se podría expl¡car

el cambio en el perf¡l de f¡bras musculares esquelét¡cas presente en los ratones

ERp57D217N-Tg, donde Ias motoneuronas fatigables-ráp¡das lambién serÍan más

vulnerables a los cambios proteostáticos causados por la mutación D217N en ERp57,

teniendo un impacfo negativo en la estabilidad e integridad de ¡as fibras musculares de

contracción ráp¡da, disminuyendo su abundanc¡a en el músculo. Este camb¡o de perfil

de m¡of¡bras también es caraclerístico en una condición denominada sarcopenia, la

cual está relac¡onada con el envejecimiento muscular, donde existe pérdida de masa y

fueza muscular (Kwan, 2013).

Un esquema de la progrcs¡ón de la enfermedad la ELA se mue§ra en la Figura 36,

la cual comienza con una UNM estable, luego en etapas sintomát¡cas tempranas ex¡ste

un desequil¡brio en la UNM y la motoneurona se retracta desde el músculo, en esta
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pre-sintomáticas

Etapass¡ntomátjcas Etapassiniomáticas
tempranas tardías

Figura 36. Progresión y patogénesis de ¡a enfermedad ELA, En etapas pre-sintomáticas
tempranas, la motoneurona ¡nerva fibras musculares con UNM que se encuentran estables e
integras. En etaDas s¡ntomáticas tempranas. existe un desequilibrio en la UNIVI y la
motoneurona se retracta desde el músculo, afectando su fisiologÍa. En etapas sintomáticas
tardías, la motoneurona degenera y los músculos se atrofian, llevando a parál¡sis completa. La
mutac¡ón D217N en ERp57 genera fenotipos caracter¡sticos de etapas s¡ntomát¡cas
tempranas. Modif¡cado de Paez-Colasante y col., 20'15.
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etapa los músculos tamblén se ven alterados. En etapas sintomáticas tardias, la

motoneurona es degenerada y los músculos se atrofian, llevando a parálisis completa

del paciente (Paez-Colasante y col., 20'15)

En resumen, los resultados de este Seminario de Título indican que la mutac¡ón

D217N de ERp57 en el SNC produce deterioro motor en los ratones, posiblemente

causado por la disrupción de la sinapsis neuromuscu¡ar deb¡do a perturbac¡ones en la

síntesis de proteinas sinápticas y como consecuenc¡a, una alteración en la fis¡ología

muscular. El fenotipo global de los ratones ERpsTozt;r simulan etapas sintomáticas

tempranas de la ELA y otros desordenes neuromusculares-

8.3. Posibles mecanismos de la d¡sfunc¡ón motora encontrado en los

modelos estud¡ados.

Pa'a analizat si la expresión de las mutaciones de ERp57 relac¡onadas a la ELA

resultan en una alteración de la proteostasis y en una pos¡ble act¡vac¡ón de la UPR, se

evaluaron los n¡veles de expresión de algunos de los marcadores de esta vía de

señalizac¡ón y de chaperonas del RE en la médula esp¡nal, corteza y cerebelo. Se

midieron los niveles de XBP1s, el factor de transcripc¡ón activado por la vía lRElo que

activa la expresión de genes relacionados a la UPR (Hetz y col., 2015), el factor de

transcripción CHOP, que está relacionado con la activac¡ón de apoptosis en estrés de

RE crónico (Hetz y col., 2015), el factor de trascripción ATF3, que es induc¡do en

diferentes tejidos en respuesta a estrés (Chen y col., 1994). Tamb¡én se analizaron las

chaperonas de RE BiP y ERp72, las cuales son reguladas pos¡t¡vamente 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 n¡veles de BiP y CHOP
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poseen tendencias de aumentar en médula espinal de ERp57D21iN-Tg y en corteza de

ratones ERp57oo8'^-Tg. Los niveles prote¡cos de BiP son s¡gnif¡cativamente mayores

en la corteza de ratones ERp57o41K, lo que podría estar relacionado con mecanismos

compensatorios en este tejido y se correlac¡onan con lo obtenido en niveles de mRNA

de BiP. Estos resultados muestran que no se encuentra activada Ia UPR en los tej¡dos

analizados por causa de las formas mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA, a

diferenc¡a de lo que se observa en otros modelos de ELAf en los cuales si se ha

observado una activac¡ón de la UPR (Hetz y col., 2009; Matus y col., 2013). Resultados

similares fueron descr¡tos in v¡tro en líneas celulares de motoneutonas que

sobreexpresan las formas mutantes de ERp57 (Woehlbier y col., 2O1%) y en los

modelos an¡males de sobreexpresión de ERpSTwr y en el ratón KO condicional de

ERp57 en e¡ SNC (Torres y col., 2015), donde no presentaron ac{ivación de la UPR ni

estrés de RE. Esto podría deberse a que ERp57 solamente cataliza el plegam¡ento de

un subconjunto de glicoproteínas y deb¡do a que las mutac¡ones en ERp57 le conf¡eren

una mayor af¡n¡dad por CNX/CRT (Woehlbier y col., 2015) lo que se traduce en c¡clos

de plegamiento de CNX/CRT alterados, lo cual conllevaría a var¡aciones en los niveles

de este subconjunto de gl¡coproteínas. De esta forma, no exist¡rían grandes

alteraciones en la proteostas¡s general de la célula.

La UNM es una sinapsis que mant¡ene su estabilidad e integridad gracias a un

conjunto de factores, como lo son: proteínas del citoesqueleto, factores neurotróficos,

moléculas de guía axonal y glicoproteínas sinápt¡cas (Moloney y col., 2014). Debido a

la función de ERp57 en el plegamiento de proteínas, se analizaron los niveles de

expresión de glicoproteínas s¡nápt¡cas en los ratones que sobreexpresan formas

mutantes de ERp57 relacionadas a ¡a ELA en la médula esp¡nal, coñeza y cerebelo. Se

midieron los niveles de PrP dado que tiene 2 glicos¡laciones y un puente disulfuro
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(Prusiner, 'f998) y que es considerada como un sustrato de ERp57 (Tones y col.,

20'15), los niveles de NMDAR2a, gl¡coproteína de membrana que posee 6

glicosilaciones y un puente disulfuro, que tamb¡én es cons¡derada un posible sustrato

de ERp57. NMDAR2a ha sido relacionada con Ia ¡nactivac¡ón de PDls med¡ante la

Sobreactivac¡ón de la producción de NO (Nakamura y Lipton, 2008).

Otras proieÍnas analizadas fueron SV2 y sinaptof¡s¡na, las cuales son gl¡coproteínas

integrales de membranas de vesículas sinápticas. SV2 t¡ene 3 sitios de glicosilac¡ones

(Buckley y Kelly, 1985) y es un marcador pre-sináptico que disminuye con la

degeneración de las UNM (Narai y col., 2009), mientras que s¡naptof¡sina, posee un

s¡tio de glicosi¡ación y es cons¡derado como un marcador del funcionam¡ento de las

UNM, ya que se encuentra concentrada en zonas activas de las UNM (Lupa y Hall,

'1989). Ratones KO de ERp57 en el SNC muestran menores n¡veles de SV2 en

corteza, lo cual reafirma la importancia de ERp57 en el posible plegamiento de esta

gl¡coproteÍnas (Woehlbier y col., 2015). Por último, se analizó PSD95, una proteína

sináptica que se ha descrito que interactúa con NMDAR2a potenciando la activac¡ón de

la sintes¡s de NO (Luo y col., 2005).

Los resultados obtenidos con las mutaciones D217N y Q481K en ERp57

muostraron que ex¡sten alterac¡ones en el perf¡l de los niveles de estas proteinas

s¡nápticas en los diferentes tejidos analizados, siendo mayor para la mutación D217N

en ERp57. Es importante enfat¡zar que SV2 disminuye sign¡ficat¡vamente en la médula

espinal de ratones ERps7D"'*-Tg y no así en Ia médula de ratones ERp57o481K-Tg, lo

cual se conelaciona con que los ratones ERp57D217N-Tg presentan un peor desempeño

motor desde elapas tempranas, comparado con raiones ERp57o481K-Tg, los cuales

empeoran su desempeño motor con el tiempo. SV2 es cons¡derado como un marcador

de funcionamiento de terminales pre-sinápt¡cos, por lo que su disminución tendría
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relac¡ón con peores desempeños motores. LoS patrones de NMDAR2a, pSD95 y

Sinaptof¡s¡na también se ven alterado en los diferentes tejidos del SNC. Estos

resultados mostraron que existe un camb¡o en el perfil de expresión proteica de las

proteínas analizadas en el SNC para ambas mulac¡ones y estos a su vez, dependen

también del nivel de sobreexpres¡ón de ERp57 en los tejidos anal¡zados. En ambos

casos, el cerebelo es el tejido que presentan más cons¡stencia en mostrar niveles

alterados de las proteínas sinápt¡cas anal¡zadas, lo que se cond¡ce con estudios

recientes que muestran que el cerebelo es un tejido que presenta grandes alteraciones

en pac¡entes con ELA (Prudenc¡o y col., 2015).

También se anal¡zaron los niveles de mRNA de las proteínas sinápt¡cas que

presentaron cambios significativos en los d¡ferentes tej¡dos del SNC y en ambos

genotipos. Esto se realizó deb¡do a que es importante anal¡zar si la alteración del perf¡l

de proteínas sinápt¡cas, ocasionado por las mutantes de ERp57, ocure a nivel de

trans$itos o proteínas. Todos los mRNA que se anal¡zaron no presentaron diferencias

entre los animales transgén¡cos y sus hermanos de camada no-transgénicos. Esto

reafirma que hay un efecto a nivel de proteínas, que podría estar ligado a problemas en

su plegamiento y la alteración en sus niveles relativos.

Una posible expl¡cación para el camb¡o en el perfil de proteínas s¡nápticas

encontrado puede deberse al efecto que poseen las mutaciones de ERp57 en cuanto a

su interacc¡ón con CNX y CRT. En el estudio de Woelhb¡er y col.,2015, se analizaron

los cambios generados por los PNS en su secuencia, y ambas mutaciones generan un

aumento de af¡nidad por estas lectinas, s¡endo mayor para la mutac¡ón D217N y menor

para Q481K. Estas mutac¡ones pueden alterar los ciclos de unión y liberación de

sustrato. teniendo ún efecto generalizado en los niveles del subconjunto de

glicoproteínas s¡nápticas que son sustrato de ERp57.
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Las alteraciones de proleinas sinápticas están tomando imporiancia ya que

estudios recientes de las UNM de modelos de ELAf muestra una variación en los

contenidos de proteínas sinápticas durante el proceso de denervac¡ón (Liu y col.,

2013), y en otras enfermedades neurodegenerativas como en las enfermedades

relacionadas a Prion (Moreno y cnl., 20'12) y la EA (Ma y cot., 2013) donde se ha

sugerido que perturbaciones crónicas de la función correcta del RE pueden

desencadenar una reducción en la síntesis de proteínas sinápticas dando como

resultado un empeoramiento cogn¡t¡vo o motor durante el proceso neurodegenerativo.

De esta forma, perturbaciones en la red de plegam¡ento de las pDl pueden ser

consideradas como factores de riesgo para ta ELA más que un factor causal.

Estos resultados muestran que existe una alterac¡ón en la proieostasis normal de

glicoproieínas s¡nápt¡cas en ratones que sobreexpresan formas mutantes de ERpST

relacionadas a la ELA. Esta alterac¡ón podría generar efectos tóxicos en los terminales

neuronales originados por la falla del plegam¡ento eficiente y correcto de glicoproteinas

que transitan por el RE, como lo son receptores o proteínas term¡nales sinápt¡cas.

Como consecuenc¡a, las UNM entre neuronas y músculos p¡erden su integridad y

equil¡brio y son degeneradas, llevando a problemas de conectividad generalizada. Este

fenot¡po simula etapas tempranas sintomát¡cas de ELA, donde ex¡ste ¡mpedimento

motor evidente, d¡srupción de la sinaps¡s neuromuscular y como consecuencia, una

alterac¡ón en la f¡s¡ología muscular (Figura 37). De esta forma, estos modelos

anal¡zados serían considerados como modelos de Chaperonopaiías, debido a que la

condición patológica posee como factor causal una chaperona mutante, la cual ejerce

una ¡nfluencia autosómlco dom¡nante, los que pueden generar gananc¡as de func¡ones

tóx¡cas, o perdidas de func¡ón fis¡ológica.
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Figura 37. Efecto de las mutac¡ones de ERp57 relacionadas a la ELA en las
motoneuronas. En condiciones de ERp57 fis¡ológico, esta proteína juega un rol en el
plegamiento de un subconiunto de glicoproteÍnas sinápticas en las motoneuronas, las cuales
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relacionadas a Ia ELA genera al¿rac¡ones en el perfit de sínüsis de glicoproteínas sinápti¿as,
Ias cuales generan efectos noc¡vos para las UNlvl, su degeneración y en consecuencia,
alteración de la f s¡olog¡a muscular.

Sintesis de
proteínas sinápticas

Sintes¡s de proteínas
sinápt¡cas alterada
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8.4. Proyecc¡ones.

Este Seminario de Título constituye la generación y caracterización de modelos que

sobreexpresan formas mutantes de ERp57 asociados a la ELA. Más estudios son

necesarios para realizar una caracter¡zación completa de los modelos, como el análisis

completo de cerebro mediante h¡stología y analiz los pos¡bles niveles de

neurodegenerac¡ón y apoptosis.

Para entender lo que ocune en las UNI\¡ de una forma global, es importante realizar

estudios de caracterizac¡ón de las cargas proteicas presentes en las s¡naps¡s, lo cual

se puede real¡zar med¡ante estudios proteóm¡cos de las glicoproteinas sinápticas

presentes en las s¡naps¡s y análisis de ullra-estructura med¡ante microscopia

electrón¡ca. Además, Ias líneas de ratones transgénicos de ERpS7M y mutantes

pueden acluar como "mod¡ficadore§' de la enfermedad al cruzarse con modelos

murinos de ELAf, como las que sobreexpresan formas mutantes de SODI y TDP-43. El

análisis del desarrollo de la enfermedad en estos modelos permitirá dilucidad si

confieren protecc¡ón o generan empeoramiento del desanollo y/o progres¡ón de la

enfermedad.

Este estudio contribuye en el contexto de la enfermedad neurodegenerativa ELA,

ya que presenta dos nuevos modelos de etapas sintomáticas tempranas de la

enfermedad, lo cual no se había descrito hasta la fecha. Estos modelos pueden ayudar

a entender los desbalances que ocurren durante la degeneración de las UNM y las

fibras musculares esqueléticas, y por ende, contribuir al estud¡o del patrón de

degenerac¡ón retrogrado hacia el soma "dying back". Finalmente estos modelos

también podrían ser utilizados para probar nuevas posibles terap¡as, tanto
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farmacológicas como terapias génicas, que actúen en etápas tempranas de la

enfermedad confiriendo neuroprotección.

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 carácteríst¡cos de la ELA durante el

envejec¡miento.

Ambos modelos presentaron un peor desempeño motor. Para la mutación

D217N, esto se observó desde el comienzo de los registros, mientras que para

la mutación Q481K el empeoramiento del desempeño motor fue progresivo.

La mutac¡ón de ERp57 D217N genera alterac¡ón en las UNM y alteración en la

fis¡ologia muscular, pero debido a que no se encuentra actividad espontanea en

la EMG las UNM alteradas serían func¡onales.

La mutación de ERp57 Q481K no genera alteraciones s¡gnificativas en las UNM

ni alterac¡ón en la fis¡ología muscular,

La sobreexpresión de formas mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA no

generan una activación de la UPR en el SNC.

La sobreexpresión de formas mutantes de ERp57 relacionadas a la ELA genera

aherac¡ones en el perf¡l de expres¡ón de proteínas sinápticas en el SNC, lo cual

eslaría relac¡onado con la perdida de ¡ntegridad de las UNM.

El fenotipo observado en estos an¡males simula etapas tempranas sintomáticas

de la ELA donde existe ¡mpedimento motor leve, causado por anomalías en la

sinaps¡s neuromuscular.
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